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ONEMOCNENT

Popis

Oblast vynalezu

[0001] Pfedmétny vyndlez popisuje proteiny Neisseria ORF2086
(subrodina A a B), které se mohou izolovat z bakteriilnich kme-
ni, jako jsou druh Neisseria zahrnujici Neisseria meningitidis
(seroskupiny A, B, C, D, W-135, X, Y, Z a 29E ), Neisseria go-
norrhoeae a Neisseria lactamica, stejn& jako imunogenni &&asti
a/nebo biologické ekvivalenty uvedenych proteint. Pfedm&tny vy-
nalez také popisuje protilatky, které se imunospecificky vazi
na uvedené proteiny, imunogenni &asti a/neo biologické ekviva-
lenty. Dale predmétny vyndlez popisuje izolované polynukleotidy
obsahujici sekvence nukleové kyseliny kédujici libovolné cizo-
rodé proteiny, imunogenni ¢&&sti, biologické ekvivalenty a/nebo
protilatky. Navic, pfedmétny vynadlez popisuje imunogenni pro-
stfedky a jejich pouZiti p¥i prevenci, 1é&bé& a/nebo diagnostice
meningokokovych infekci zplUsobenych N. meningitidis a zvl1asté
meningokokové onemocnéni zplsobené N. meningitidis séroskupinou
B stejné jako zplUsoby pfipravy uvedenych prostfedkli. Vynalez
popisuje jak rekombinantni formy, tak i formy izolované

z prirozeného zdroje stejné& jako lipidované tak i nelipidované

formy.
Dosavadni stav techniky

[0002] Meningokokova meningitida je devastujici onemocnéni,
které miZe usmrtit déti a dospivajici bé&hem nékolika hodin na-
vzdory dostupnosti antibiotik. Jak se popisuje v publikaci Piz-

za et al., 2000, Science 287:1816-1820. Meningitida se charak-

EP 2 341 063
09 E13117.docx



terizuje jako za&né&t pleny mozkové zahrnujici intenzivni bolest
hlavy, hore&ku, ztratu chuti k jidlu, intoleranci svétla a zvu-
ki, rigiditu svalid, zvl14a3té& krku a k vaZnym pfipadim konvulze,
zvraceni a deliria vedouci k smrti. Symptomy meningokokové me-
ningitidy se objevuji ndhle a kulminuji v meningokokovou sep-
ticémii s charakteristickou hemoragickou vyraZkou. Rychla dia-
gnéza a bezprostfedni lécba vysokymi davkami antibiotik je kri-
ticka, pokud jesté& existuje nd&jakad Sance na pfeZiti. Jak se po-
pisuje v publikaci 2000. Bantam Medical Dictionary, Third Edi-
tion 302.

[0003] Meningokokovou meningitidu zplisobuje Neisseria meningi-
tidis (meningokokus), gram-negativni, kapsulizovana bakterie,
kterd se klasifikovala do né&kolika patogennich skupin, které
zahrnuji A, B, C, D, W-135, X, Y, Z a 29E. Kmeny seroskupiny B
N. meningitidis jsou hlavni p#i€inou meningokokového onemocnéni
ve svété. Napfiklad, v literatufe se uvadi, Ze seroskupina B
odpovida za p¥ibliZné& 50 % bakteri&lni meningitidy u kojenct a
déti Zijicich v USA a v Evropé. V soudasné dobé& neexistuije vak-
cina, kteréd bréni vzniku meningokokového onemocnéni zptisobené

N. meningitidis seroskupina B.

[0004] Vyvoj imunogenni prost¥edku k prevenci meningockokového
onemocnéni seroskupina B se datuje od dob price Goldschneider
et al. pfed 30 lety. Jak se popisuje v publikaci Goldschneider
et al., 1969, J. Exp. Med 129(6):1307-26; Goldschneider et al,
1969, J. Exp. Med 129(6):1327-48; Gotschlich et al., 1969, J.
Exp. Med. 129(6):1385-95; a Gotschlich et al., 1969, J. Exp.
Med. 129(6):1367-84. Na rozdil od onemocné&ni seroskupiny A,
které fakticky na Gzemi Severni Ameriky zaniklo po II. Své&tové
valce, jak se popisuje v publikaci Achtman, M., 1995, Trends in
Microbiology 3(5):186-92, onemocnéni zplisobené organizmy se-

roskupiny B a C zlstavéd endemické ve vét3iné ekonomicky vyspé-
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lych zemich. Incidence onemocnéni kolisd od <1/100 000 kde se
endemické onemocnéni bé&hem epidemie objevuje ¥idce 200/100 000

u populace s vysokym nebezpe&im.

[0005] Vakciny zaloZené na polysacharidovych konjugatech se vy-
vinuly proti N. meningitidis seroskupiny A a C a jevi se byt
G¢inné pfi prevenci onemocnéni. V souasné dobé& je dostupny
imunogenni prostfedek pfipraveny z kapsularniho polysacharidu
ze seroskupin A, C, Y & W-135. Jak se popisuje v publikaci Am-
brosch et al.,1983, Immunogenicity and side-effects of a new
tetravalent. Bulletin of the World Health Organization 61(2):
317-23. Tento imunogenni prostfedek v3ak vyvolava imunitni ode-
zvu zavislou na T-lymfocytech neni G&inny u malych déti a nepo-
kryva kmeny seroskupiny B, které zplsobuji aZ 50 % meningokoko-

vého onemocnéni.

[0006] Dalsi odbornici také vénovali velké Gsili vyvoji imuno-
gennich prostfedkl pouZitim kapsuldrnich polysacharidi.

V soulasné dobé& ziskaly licenci k pouZiti v Evrop& imunogenni
prostfedky pro onemocnéni seroskupiny C pfipravené konjugaci
kapsularniho materidlu seroskupiny C s proteiny. Av3ak kapsle
seroskupiny B mohou byt v hodné jako kandidati vakciny, protoze
kapsularni polysacharid je tvofen kyselinou polysialovou, ktera
vykazuje podobnost k Castem polysacharidd pfi vyvoji lidské
nervové tkédné&. Tato cukernd C&st se rozeznava jako vlastni an-

tigen a je tudiZ u ¢lovéka velmi slab& imunogenni.

[0007] Vné&j5i membrédnové proteiny (OMP) se vyvinuly jako alter-
nativni vakcina&ni antigeny pro onemocnéni seroskupiny B. Nava-
zani monoklondlni protildtky na dvé variabilni oblasti PorA de-
finuje schéma serosubtypovéni meningokok@l. Proteiny ParA tudiz
slouZi jako antigeny serosubtypovdni (jak se popisuje

v publikaci Abdillahi et al., 1988, Microbial Pathogenesis

4(1):27-32) v pfipadé meningokokovych kment a proto se aktivné
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zkoumaji jako sloZky imunogenniho prostfedku seroskupiny B
(Poolman, 1996, Adv. Exp. Med. Biol. 397:73-7), protoZe mohou
vyvolat baktericidni protilatky (Saukkonen, 1987, Microbial Pa-
thogenesis 3(4):261-7). Baktericidni protilatky jsou indikatory
ochrany a libovolny novy kandidat imunogenniho prostfedku by

mohl vyvolat tyto funkéni protilatky.

[0008] Studie u lidi stejné& jako u zvifat indikuje, Ze seroty-
povaci antigen PorA vyvoldva bakteridlni protilatky. Imunitni
odezva na PorA je v obecném pfipadé& serosubtypové specificka.
Zvlasté data serosubtypovani indikuji, Ze imunogenni prostfedek
pfipraveny pro ParA miZe vyZadovat Por A kaZdého serosubtypu,
aby byl pokryt takovym imunogennim prostfedekm, moZnd 6 aZ 9.
Sest aZ devét PorA bude pot¥eba k pokryti 70 a#% 80 % kment se-
roskupiny B. TudiZ variabilni podstata tohoto proteinu vyZaduje
multivalentni vakcinac¢ni prost¥edek k ochrané proti dostate&né-

mu pocCtu klinickych izolatd meningokokovych serosubtypf.

[0009] Vyvoj imunogenni prostfedku meningokokl seroskupiny B
byl tak obtiZny. V souasné dobé& se sekvenovalo n&kolik skupin
genomi kmeni reprezentujicich ob& seroskupiny A a B, aby se
asistovalo pfi identifikaci novych kandidat imunogennich pro-
stfedkl. Jak se popisuje v publikaci Tettelin, 2000, Science,
287(5459):1809-15; Pizza et al., 2000, Science 287:1816-1820.
Identifikace novych kandiddtl imunogenniho prostfedku, dokonce
i v pfipadé znalosti genomu neisserie, je postup, pro ktery

v soucCasné dobé& neexistuje adekvatni matematicky algoritmus. Ve
skute€nosti jisté informace indikuji, Ze navzdory identifikaci
stovek otevienych &tecich ramct (ORF) obsahujicich spanning te-
oretickych membranovych domén, problémy s expresi, &i3té&nim a
vyvolanim povrchovych reaktivnich a funk&né& aktivnich protiléa-

tek odbornici ziskaly pouze sedm kandiddt® meningokového imuno-
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genniho prostfedku seroskupiny B. Jeden z nich byl znam uZ d#i-

ve.

[0010] Dokument WO01/64922 popisuje heterologni expresi rady
proteint Neisseria meningitidis a Neisseria gonorrhoeae. Popi-
suje se sekvence proteinu 741 (také nazvany NMB1870) z kmene
MC58.

[0011] Dokument WO01/64920 popisuje heterologni expresi hybrida
proteint Neisseria meningitidis a Neisseria gonorrhoeae. Popi-
suje se sekvence proteinu 741 (také nazvany NMB1870) z kmene
MC58 a hybridua.

w

[0012] Databaze UniProt pFistupové &. Q9JXV4 popisuje sekvenci
hypotetického proteinu NMB1870 z N. meningitidis seroskupina B
kmen MC58.

[0013] V publikaci Martin D et al. (J Exp Med. 1997;
185(7) :1173-83) se popisuje povrchovy protein nazvany NspA
s pEibliZnou molekulovou hmotnosti 22 000 a hodnoti ochranny

potencial rekombinantniho proteinu NspA u my3i.

[0014] Existuje potfeba vytvofeni imunogenniho prost#edku, kte-
ry (1) vyvolava bakteridlni protilatky pro vice neisseriovych
kmend; (2) reaguje s povrchem vice kmenii; (3) udili pasivni
ochranu proti ¢&elendZi Zivymi kmeny; a/nebo (4) brani koloniza-

Gl .

Souhrn vynalezu

[0015] Vyhovét té&mto a jinym pot¥ebam a pro tyto ulely predmét-
ny vynalez popisuje proteiny Neisseria ORF2086 (,2086 protei-
ny") zahrnujici proteiny 2086 subrodiny A a 2086 proteiny sub-
rodiny B. KaZdy z té&chto proteinl je protein, ktery se miZe

izolovat z pfirozenych neisseriovych kmenli, které zahrnuji kme-
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ny, Neisseria meningitidis (seroskupiny .A, B, G, D, W-135, X, Y,
Z a 29E ), Neisseria gonorrhoeae a Neisseria lactamica. 2086
proteiny se mohou také pFipravit pouZitim technologie rékombi-

nace.

[0016] Predmé&tny vyndlez zvl1a3té& poskytuje proteiny 2086, jak

se definuje v pfipojenych nadrocich. Predmé&tny vyndiez zahrnuje
prostF¥edky, imunogenni ;prostfedky a jejiceh, pouZitim pfi preven-
ci, 1é&b& meningoko¥é infekce a zvlaité mehingoko¥ého 'onemochd-
ni zplsobeného N. meningitidis stejn& jako zplsoby k pfipravé

uvedenych prostfedkd. Proteiny 2086 zahrniji rekombinantni for-
my' a formy izolované z pfirozeného zdroje stejnd& jako lipidova-

né a nelipidované fermy.

[0017] Pfeédriétry vynalez neodekdvand a s vyhodou poskytuje pro-
stfedky, které (1) vyvolavaji protdilétky k vice kmentm neisse-
rie, jako jsou kmeny N. meningi'tidis, N. gonorrhoeae a/nebo N.
lactamica; (2) reaguji S‘pbvrchem vice. kmenf; (3) udileji pa-
sivni ochranu proti célendii Zivymi Kmenvys a/nebs (4) brani ko-
leriizaci steéjné jake zplsoby pouZiti prostiedkd a zptisobd pEi-
pravy uvedenych prostfedkl. Dale v textu se popisuji se rézna

provedeni predm&tného vyndlezu:

Strudny popis obrazka

[0018]

Obf. 1A znazorfuje SDS-PAGE gel, ktery znadzorfiuje dva hlavni
proteiny proteinovych frakci ziskanych z éxperiment® identifi-
kace proteinového extraktu neisseriové membrany, ktery je scho-

pen vyvolat bakteridlni protildtka proti heterolognim kmentim.

Obr.. IB znazornuje vysledky z experimentd identifikace dvou
hlavnich preteint analyzou TMAE Flow Through sloZek Stépenim
protedzou a fézového N-termindlniho sekvenovéni.
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Obr. 2 znazorfiuje schéma &isté&ni a homogenitu, jak se stanovilo
SDS-PAGE rLP2086.

Obr. 3 znazorfiuje vysledky z experiment® identifikace dvou
hlavnich proteind a jednoho minoritniho proteinu analyzou TMAE

Flow Through sloZek LC-MS/MS a odpovidajici SDS-PAGE.
Obr. 4 je SDS-PAGE gel z rekombinantni exprese proteinu 2086.

Obr. 5 je schématicky diagram plazmidu pPX7340, jak se popisuje

ve zde uvedenych p¥ikladech.

Obr. 6 je schématicky diagram plazmidu pPX7328, jak se popisuje

ve zde uvedenych pifikladech.

Obr. 7 je schématicky diagram plazmidu pPX7343, jak se popisuje

ve zde uvedenych pfikladech.

Obr. 8 ilustruje N-termindlni oblasti genu 2086 z rfiznych kme-

Obr. 9A je blokové schéma ukazujici pf¥edchozi kroky p¥i identi-

fikaci imunogenni sloZky v kmenu neisserie.

Obr. 9B je blokové schéma ukazujici kone&né kroky pfi identifi-

kaci imunogenni sloZky v kmenu neisserie.

Obr. 10A je schématicky diagram promotoru indukovatelného pBAD
arabinézou, ktery fidi expresi fuzniho proteinu P4 signal/
ORF2086, aby se exprimovala lipidovan& forma rP2086, jak se po-

pisuje ve zde uvedenych pf#ikladech.

Obr. 10A je schématicky diagram promotoru indukovatelného ara-
binbézou pBAD, ktery fidi expresi fuzniho proteinu P4 signal/

ORF2086, jak se popisuje ve zde uvedenych piikladech.
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Obr. 10B je schématicky diagram vektoru pET9a-T7 pro rekombi-

nantni expresi nelipidované formy ORF2086.

Obr. 11A je fotografie reprezentujici celé bun&&né lyzaty E.

coli B exprimujici protein rLP2086.

Obr. 11B je fotografie reprezentujici celé buné&&né lyzaty

E.coli B exprimujici protein rLP2086.

Obr. 12 je fylogenni strom vykazujici organizaci subrodin a

skupin proteind ORF2086.

Obr. 13 je graficka ilustrace dat testu ELISA celych bunék
v piipadé antiséra rLP2086 subrodiny A.

Obr. 14 je grafickd ilustrace dat testu ELISA celych buné&k
v pfipadé antiséra rLP2086 subrodiny B.

Obr. 15 je grafickd ilustrace vysledkll smiSené studie rLP2086 -
WCE titra.

Obr. 16 je graficka ilustrace vysledkl smiZené studie

rLP2086/rProA - WCE titrt.

Obr. 17 je Western Blot vykazujici reaktivitu rLP2086 my3iho
antiséra k lyzatu celych bunék P2086 subrodina B N. meningiti-

dis.

Obr. 18 je Western Blot vykazujici reaktivitu rLP2086 my3iho
antiséra k lyzatu celych bunék P2086 subrodina A N. meningiti-

ais.
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Souhrn sekvenci

[0019]

SEQ ID NO: v pfipadé& studovanych sekvenci:

SEQ ID NO: 1 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci v p¥#ipadé& zralého proteinu 2086 z kmene L3

6275, pokud se kombinovaly s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 2 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene L3 6275 pripraveného pouZitim p¥irozené vedouci sekven-

ca.,

SEQ ID NO: 3 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z L3 6275, pokud se kom-

binovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 4 je aminokyselinové sekvence pro zraly protein 2086

z kmene L3 6275 pfipraveného pouZitim P4 vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 5 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L3 6275.

SEQ ID NO: 6 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene L3 6275.

SEQ ID NO: 7 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC2369, pokud

se kombinoval s nativni vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 8 je aminokyselinova sekvence pro zraly protein 2086
z kmene CDC2369 pIipraveného pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.
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SEQ ID NO: 9 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z CDC2369, pokud se kom-

binoval s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 10 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene CDC2369 pripraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 11 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC2369.

SEQ ID NO: 12 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC2369.

SEQ ID NO: 13 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1034, pokud

se kombinoval s nativni vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 14 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1034 pfipraveného pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 15 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z CDC1034, pokud se kom-

binoval s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 16 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu 2086

z kmene CDC1034 pfripraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 17 je sekvence nukleové kyseliny kdéddujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1034.

SEQ ID NO: 18 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1034.
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SEQ ID NO: 19 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L4 891, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 20 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086

z kmene L4 891 pfipravend pouzZitim pf¥irozené vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 21 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z L4 891, pokud se kom-

binovala s P4 vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 22 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene L4 891 pripraveného pouZitim P4 vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 23 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L4 891.

SEQ ID NO: 24 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene L4 891.

SEQ ID NO: 25 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene B16B6, pokud se

kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 26 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene B16B6 pripraveného pouZitim pfirozené vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 27 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z B16B6, pokud se kombi-

novala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 28 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene B16B6 pfipraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 29 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene B16B6.
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SEQ ID NO: 30 je aminokyselinovéd sekvence pro zraly protein
2086 z kmene B16B6.

SEQ ID NO: 31 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene W135 W135
(ATCC35559), pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekven-

ci.

SEQ ID NO: 32 je aminokyselinovd sekvence pfirozeného proteinu
2086 z kmene W135 (ATCC35559) pfipraveného pouZitim pfirozené

vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 33 je sekvence nukleové kyseliny kédujici zraly pro-
tein 2086 z kmene W135 (ATCC35559), pokud se kombinuje

s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 34 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086
z kmene W135 (ATCC35559) ptipraveného pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 35 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene W135
(ATCC35559) .

SEQ ID NO: 36 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene W135 (ATCC35559).

SEQ ID NO: 37 je sekvence nukleové kyseliny kdéddujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Cl1l, pokud se

kombinuje s vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 38 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene Cl1 pfipraveného pouZitim p¥irozené vedouci sekvence.
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SEQ ID NO: 39 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Cll, pokud se

kombinuje s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 40 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene Cll pfipraveného pouZitim pfirozené vedouci sekvence

P4.

SEQ ID NO: 41 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Cl11.

SEQ ID NO: 42 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene Cl1.

SEQ ID NO: 43 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Y (ATCC35561),

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 44 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu 2086
z kmene Y (ATCC35561) pfipravené pouZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 45 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Y (ATCC35561),

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 46 je aminokyselinovd sekvence ze zralého proteinu
2086 z kmene Y (ATCC35561) pripraveného pouzZitim vedouci sek-

vence P4.

SEQ ID NO: 47 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene Y
(ATCC35561) .

SEQ ID NO: 48 je aminokyselinova sekvence ze zralého proteinu

2086 z kmene Y (ATCC35561).
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SEQ ID NO: 49 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250732,

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 50 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250732 pfipraveného pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 51 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250732,

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 52 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250732 pfripraveného pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence P4.

SEQ ID NO: 53 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250732.

SEQ ID NO: 54 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250732.

SEQ ID NO: 55 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250771,

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 56 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250771 pripraveného pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 57 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250771,

pokud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci P4.
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SEQ ID NO: 58 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250771 pfipraveného pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence P4,

SEQ ID NO: 59 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene M98 250771.

SEQ ID NO: 60 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M98 250771.

SEQ ID NO: 61 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene CDC1135, po-

kud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 62 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1135 pfipraveného pouzZitim p¥irozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 63 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci ze zralého proteinu 2086 z kmene CDC1135, po-

kud se kombinuje s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 64 je aminokyselinové sekvence pfirozeného proteinu

2086 z kmene CDC1135 pfipraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 65 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1135.

SEQ ID NO: 66 je aminokyselinovéd sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1135.

SEQ ID NO: 67 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252153, po-

kud se kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci.
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SEQ ID NO: 68 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M97 252153 pfripraveného pouZitim p¥irozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 69 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2089 z M97 252153, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 70 je aminokyselinova sekvence z pfirozeného protei-
nu 2086 z kmene M97 252153 pfipraveného pouZitim vedouci sek-

vence P4.

SEQ ID NO: 71 je nukleovéd kyselina kdédujici aminokyselinovou

sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252153.

SEQ ID NO: 72 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M97 252153.

SEQ ID NO: 73 je nukleova kyselina kédujici aminokyselinovou
sekvenci z pfirozeného proteinu 2086 z kmene CDC1610, pokud se

kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 74 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene CDC1610 pfipravené pouzZitim p#irozené vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 75 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z CDC1610, pokud se kom-

binovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 76 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene CDC1610 pripraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 77 je sekvence nukleové kyseliny kdéddujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1610.
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SEQ ID NO: 78 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1610.

SEQ ID NO: 79 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1492, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 80 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu 2086
z kmene CDC1492 pfipraveného pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 81 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z CDC1492, pokud se kom-

binovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 82 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu 2086

z kmene CDC1492 pripraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 83 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1492.

SEQ ID NO: 84 je aminokyselinovéd sekvence zralého proteinu
z kmene CDC1492.

SEQ ID NO: 85 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L8 M978, pokud

se kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 86 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu 2086
z kmene L8 M978 pripraveného pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 87 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L8 M978, pokud

se kombinoval s vedouci sekvenci PA4.
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SEQ ID NO: 88 je aminokyselinovéd sekvence zralého proteinu 2086

z kmene L8 M978 pfipraveného pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 89 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L8 M978.

SEQ ID NO: 90 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086

Zz kmene L8 M978.

SEQ ID NO: 91 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252988, po-

kud se kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 92 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M97 252988 pripraveného pouZitim p¥irozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 93 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252988, po-

kud se kombinoval s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 94 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086

z kmene M97 252988 pifipravend pouzZitim vedouci sekvence P4,

SEQ ID NO: 95 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-

linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252988.

SEQ ID NO: 96 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu 2086

z kmene M97 252988.

SEQ ID NO: 97 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252697, po-

kud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.
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SEQ ID NO: 98 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu 2086
z kmene M97 252988 pripravend pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence P4.

SEQ ID NO: 99 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminokyse-
linovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252697, po-

kud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 100 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252697 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci

sekvence P4.

SEQ ID NO: 101 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252697.

SEQ ID NO: 102 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252697.

SEQ ID NO: 103 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6557, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 104 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 6557 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 105 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6557, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 106 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 6557 pfipravend pouZitim pf¥irozené vedouci sekven-

ce P4.
SEQ ID NO: 107 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6557.
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SEQ ID NO: 108 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 6557.

SEQ ID NO: 109 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 2996, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 110 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 2996 pfipravend pouZitim p¥irozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 111 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 2996, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 112 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 2996 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce P4.

SEQ ID NO: 113 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 2996.

SEQ ID NO: 114 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 2996.

SEQ ID NO: 115 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252976,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 116 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252976 pfipravend pouzZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 117 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252976,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

EP 2 341 063
09 E13117.docx



- 21 - Pl
. @

SEQ ID NO: 118 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252976 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci

sekvence P4.

SEQ ID NO: 119 je sekvence nukleové kyseliny kéddujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 252976.

SEQ ID NO: 120 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252976.

SEQ ID NO: 121 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 251854,

pokud se kombinovala s prirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 122 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 251854 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 123 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 251854,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 124 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 251854 pripravend pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence P4,

SEQ ID NO: 125 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 251854.

SEQ ID NO: 126 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 251854.

SEQ ID NO: 127 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC1521, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.
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SEQ ID NO: 128 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC 1521 pfipravend pouzitim pf¥irozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 129 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC 1521, po-

kud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 130 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC 1521 pfipravend pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence P4.

SEQ ID NO: 131 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC 1521.

SEQ ID NO: 132 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC 1521.

SEQ ID NO: 133 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250622,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 134 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene z kmene M98 250622 pripravenad pouZitim p¥irozené

vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 135 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250622,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 136 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250622 pripravend pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence P4.

SEQ ID NO: 137 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250622.
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SEQ ID NO: 138 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250622.

SEQ ID NO: 139 je sekvence nukleové kyseliny kéddujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870446, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 140 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 870446 pripravena pouZitim p¥irozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 141 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870446, pokud

se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 142 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene 870446 pfipravend pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 143 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870446.

SEQ ID NO: 144 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 870446.

SEQ ID NO: 145 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253248,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 146 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253248 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 147 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253248,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.
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SEQ ID NO: 148 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253248 pfipravend pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 149 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253248.

SEQ ID NO: 150 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253248.

SEQ ID NO: 151 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250809,

pokud se kombinovala s p¥irozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 152 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250809 pfipravena pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 153 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250809,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 154 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250809 pripravenad pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 155 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 2508009.

SEQ ID NO: 156 je aminokyselinové& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250809.

SEQ ID NO: 157 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L5 M981, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.
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SEQ ID NO: 158 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene L5 M981 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 159 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L5 M981, pokud

se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 160 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu

2086 z kmene L5 M981 pripravend pouzZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 161 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene L5 M981.

SEQ ID NO: 162 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene L5 M981.

SEQ ID NO: 163 je sekvence nukleové kyseliny kdéddujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene NMB, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 164 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene NMB pfipravend pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 165 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene NMB, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 166 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene NMB pfipravend pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 167 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene NMB.
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SEQ ID NO: 168 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene NMB.

SEQ ID NO: 169 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250572,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 170 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250572 pfipravend pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 171 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250572,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 172 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250572 p¥ipravend pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 173 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250572.

SEQ ID NO: 174 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250572.

SEQ ID NO: 175 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene A4 Sanford;
M97 251836 PART; M97 251957; M97 251985; M97 252060; M97
251870; M97 251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97
251898; nebo M97 251830, pokud se kombinovala s pfirozenou ve-

douci sekvenci.

SEQ ID NO: 176 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97
251985; M97 252060; M97 251870; M97 251994; M98 250024; M97
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251905; M97 251876; M97 251898; nebo M97 251830 pfipravena pou-

Zitim prirozené vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 177 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene A4 Sanford;
M97 251836 PART; M97 251957; M97 251985; M97 252060; M97
251870; M97 251994; M98 250024; M97 251905; M97 251876; M97
251898; nebo M97 251830, pokud se kombinovala s vedouci sekven-
el Pd.

SEQ ID NO: 178 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97
251985; M97 252060; M97 251870; M97 251994; M98 250024; M97
251905; M97 251876; M97 251898; nebo M97 251830 pfipravend pou-

Zitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 179 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene A4 Sanford;
M97 251836 part; M97 251957; M97 251985; M97 252060; M97
251870; M97 251994; M98 250024; MS97 251905; M97 251876; M97
251898; nebo M97 251830.

SEQ ID NO: 180 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene A4 Sanford; M97 251836 PART; M97 251957; M97
251985; M97 252060; M97 251870; MS97 251994; M98 250024; M97
251905; M97 251876; M97 251898; nebo M97 251830.

SEQ ID NO: 181 je sekvence nukleové kyseliny kédujici &astecnou
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC937,

pokud se kombinovala s prirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 182 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC937 ptipravend pouZitim p¥irozené vedouci sek-

vence.
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SEQ ID NO: 183 je sekvence nukleové kyseliny kédujici Gaste&nou
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC937,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 184 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene CDC937 pfipravend pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 185 je sekvence nukleové kyseliny kédujici ¢Easted&nou

aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC937.

SEQ ID NO: 186 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC937.

SEQ ID NO: 187 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici &astednou
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97

252097, pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 188 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252097 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 189 je sekvence nukleové kyseliny kédujici &asteénou
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97

252097, pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 190 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 252097 ptipravend pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 191 je sekvence nukleové kyseliny kédujici Castecénou
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97
252057,

SEQ ID NO: 192 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene M97 252097.
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SEQ ID NO: 193 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870227, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 194 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 870227 pfipravend pouZitim p¥firozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 195 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870227, pokud

se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 196 je aminokyselinové& sekvence zralého proteinu

2086 z kmene 870227 piipravena pouzZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 197 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 870227,

SEQ ID NO: 198 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 870227.

SEQ ID NO: 199 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H355, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 200 je aminokyselinové sekvence zralého proteinu
2086 z kmene H355 pfipravena pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 201 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H355, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 202 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene H355 pfipravend pouzZitim vedouci sekvence PA4.
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SEQ ID NO: 203 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H355.

SEQ ID NO: 204 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu
2086 z kmene H355.

SEQ ID NO: 205 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H44 76, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 206 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene H44 76 pripravend pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 207 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene H44 76 pripravend pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence P4.

SEQ ID NO: 208 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H44 76.

SEQ ID NO: 209 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene H44 76, pokud

se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 210 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene H44 76.

SEQ ID NO: 211 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 8529, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 212 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 8529 pfipravena pouZitim pfirozené vedouci sekven-

ce.
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SEQ ID NO: 213 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 8529, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 214 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene 8529 pfipravenad pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 215 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 8529.

SEQ ID NO: 216 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 8529.

SEQ ID NO: 217 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6940, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 218 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 6940 pfipravenad pouZitim p¥irozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 219 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6940, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 220 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene 6940 pfipravena pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 221 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 6940.

SEQ ID NO: 222 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 6940.
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SEQ ID NO: 223 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M982, pokud se

kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 224 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M982 pfipravend pouZitim p¥irozené vedouci sekven-

ce.

SEQ ID NO: 225 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M982, pokud se

kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 226 je aminokyselinové& sekvence zralého proteinu

2086 z kmene M982 pripravend pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 227 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M982.

SEQ ID NO: 228 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M982.

SEQ ID NO: 229 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 880049, pokud

se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 230 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 880049 pfipravend pouZitim pfirozené vedouci sek-

vence.

SEQ ID NO: 231 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 880049, pokud

se kombinovala s vedoucl sekvenci P4.

SEQ ID NO: 232 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu

2086 z kmene 880049 pripravend pouzZitim vedouci sekvence P4.
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SEQ ID NO: 233 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene 880049.

SEQ ID NO: 234 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene 880049.

SEQ ID NO: 235 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253524,
M97 251885 a M97 251926, pokud se kombinovala s pfirozenou ve-

douci sekvenci.

SEQ ID NO: 236 je aminokyselinovd sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253524, M97 251885 a M97 251926 pfipravend po-

uzZitim pfirozené vedouci sekvence.

SEQ ID NO: 237 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253524,
M97 251885 a M97 251926, pokud se kombinovala s vedouci sekven-
cil P4.

SEQ ID NO: 238 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253524, M97 251885 a M97 251926 pf¥ipravenad po-

uzitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 239 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M97 253524,
M97 251885 a M97 251926.

SEQ ID NO: 240 je aminokyselinovad sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M97 253524, M97 251885 a M97 251926.

SEQ ID NO: 241 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250670,

pokud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.
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SEQ ID NO: 242 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250670 pripravena pouZitim pfirozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 243 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250670,

pokud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 244 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250670 pfipravend pouZitim vedouci sekvence
P4.

SEQ ID NO: 245 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene M98 250670.

SEQ ID NO: 246 je aminokyselinové& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene M98 250670.

SEQ ID NO: 247 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC 1573, po-

kud se kombinovala s pfirozenou vedouci sekvenci.

SEQ ID NO: 248 je aminokyselinova sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC 1573 pfipravenad pouZitim p¥irozené vedouci

sekvence.

SEQ ID NO: 249 je sekvence nukleové kyseliny kédujici aminoky-
selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC 1573, po-

kud se kombinovala s vedouci sekvenci P4.

SEQ ID NO: 250 je aminokyselinova& sekvence zralého proteinu

2086 z kmene CDC 1573 pfipravend pouZitim vedouci sekvence P4.

SEQ ID NO: 251 je sekvence nukleové kyseliny kdédujici aminoky-

selinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene CDC 1573.
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SEQ ID NO: 252 je aminokyselinové& sekvence zralého proteinu
2086 z kmene CDC 1573.

SEQ ID NO: 253 je C&astelnad sekvence nukleové kyseliny kdédujici
aminokyselinovou sekvenci zralého proteinu 2086 z kmene Neisse-

ria lactamica.

SEQ ID NO: 254 aZ 259 jsou aminokyselinové sekvence asociované

s proteiny rodiny proteint 2086.

SEQ ID NO: 260 aZ 278 jsou aminokyselinové sekvence asociované

s proteiny 2086 subrodiny A.

SEQ ID NO: 279 az 299 jsou aminokyselinové sekvence asociované

s proteiny 2086 subrodiny B.

SEQ ID NO: 300 je aminokyselinovad konvenéni sekvence odpovida-
jici rodiné protein 2086 (,proteiny 2086") v souladu

s provedenim predmétného vynalezu.

SEQ ID NO: 301 je aminokyselinova& konvenéni sekvence odpovida-
jici proteinlim 2086 subrodiny A v souladu s provedenim pfedmé&t-

ného vynalezu.

SEQ ID NO: 302 je aminokyselinov& konvenéni sekvence odpovida-
jici proteinum 2086 subrodiny B v souladu s provedenim pfedmét-

ného vynalezu.

SEQ ID NO: 303 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-
mer s mistem rozeznavanym restrikénim enzymem BamHI (sloucenina
c. 4#623).

SEQ ID NO: 304 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer
s mistem rozeznavanym restrikénim enzymem Ndel (sloucenina &.
4624) .
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(sloucenina &.

SEQ ID NO: 306

(sloucenina €.

SEQ ID NO: 307

je sekvence

4625] .

je sekvence
5005).

je sekvence

mer (sloucenina &. 5007).

SEQ ID NO:

mer s mistem rozeznavanym restriké&nim enzymem BglII

£ D43V} »

308 je sekvence

- 36 -

nukleové

nukleové

nukleové

nukleové

kyseliny pro

kyseliny pro

kyseliny pro

kyseliny pro

forward primer

forward primer

reverzni pri-

reverzni pri-

(sloucenina

SEQ ID NO: 309 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer

s mistem rozezndvanym restrikénim enzymem BamHI

5658) .

(slouc¢enina ¢.

SEQ ID NO: 310 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-

mer s mistem rozezndvanym restrikénim enzymem Sphl

¢. 5660).

(sloucenina

SEQ ID NO: 311 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer

s mistem rozeznavanym restrikénim enzymem BamHI

6385).

(sloucenina ¢&.

SEQ ID NO: 312 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer

s misty rozeznavanymi restrikénimi enzymy BglII a Ndel

nina &. 6406).

(slouce-

SEQ ID NO: 313 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer

(slouc¢enina ¢&.

6470) .

SEQ ID NO: 314 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-

mer

EP 2 341 063
09 E13117.docx

(slouéenina ¢.

6472).



- 37 - s ®0

SEQ ID NO: 315 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer
s mistem rozeznavanym restrikénim enzymem BamHI (sloudenina &.

6473) .

SEQ ID NO: 316 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer
s misty rozezndvanymi restrikénimi enzymy BglII a Ndel (sloucde-

nina &. 6474).

SEQ ID NO: 317 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer

(sloucenina ¢. 6495).

SEQ ID NO: 318 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-

mer (slouc¢enina &. 64906).

SEQ ID NO: 319 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-
mer s mistem rozeznavanym restrikénim enzymem SphI (sloucdenina

Cs 6543) .

SEQ ID NO: 320 je sekvence nukleové kyseliny pro reverzni pri-

mer s mistem rozezndvanym restrikénim enzymem BglII (sloudenina
&. 6605).

SEQ ID NO: 321 je sekvence nukleové kyseliny pro forward primer
s mistem rozezndvanymi restrikénimi enzymy BglII a NdelI (slou-

¢enina ¢. 6721).

SEQ ID NO: 323 je sekvence nukleové kyseliny p¥irozené 2086 ve-

douci wvarianty 1.

SEQ ID NO: 324 je sekvence nukleové kyseliny p¥irozené 2086 ve-

douci varianty 2.

SEQ ID NO: 325 je sekvence nukleové kyseliny pfirozené 2086 ve-

douci varianty 3.
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SEQ ID NO: 326 je sekvence nukleové kyseliny pfirozené 2086 ve-

douci varianty 4.
SEQ ID NO: 327 je aminokyselinovad sekvence P4431.
SEQ ID NO: 328 je aminokyselinova sekvence P5163.

SEQ ID NO: 329 je aminokyselinovd sekvence v souladu

s provedenim pfedmétného vynalezu.

Podrobny popis vynalezu

[0020] Je z¥ejmé, Ze pro multivalentni PorA pfistup k imunizaci
proti infekci je pot¥eba novéd tfida antigend se skfiZenou funk-
¢ni baktericidni aktivitou proti Neisseria meningitidis se-
roskupina B. Takovy antigen se neocekavané identifikoval a je
zde popsan v patentovych narocich. P¥itomnost jednoho takového
antigenu se poprvé pozorovala v komplexni smési roszpustnych
proteinti vnéjsi membréany (sOMP) z meningokového kmene. Bakteri-
cidni aktivita tohoto antigenu se sledovala béhem série frakci-
onaci a krokl ¢iSténi proteinl aZ proteinova smés, kterd je
stfedem z&jmu, obsahovala nékolik proteinii. Hlavni proteiny

v této smési se identifikovaly sekvenovanim N-termindlnich ami-
nokyselin a mapovanim peptidl. Protein, ktery je stfedem z&jmu
vykazujicil baktericidni aktivitu se identifikoval jako protein
ORF2086, lipidovany protein (také oznacdovany jako LP2086).
~Protein ORF2086™ znamend protein kédovany otevienym Ctecim

ramcem 2086 (ORF2086) Neisseria species.

[0021] Jak se zde popisuje, novi kandidadti imunogenniho pro-
stfedku zaloZeny na proteinu ORF22086 Neisseria species (také
znamy Jjako ,protein 2086" nebo protein ,,ORF2086") se mohou za-
ménit nebo P2086 v p¥ipadé nelipidovanych proteinl a LP2086

v p¥ipadé& lipidované verze proteinll) izolované z N. meningiti-

dis se identifikovaly kombinaci frakcionace bunék, diferencial-
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ni detergentovou extrakci, &i3ténim proteind, pfipravou antisé-
ra a testem baktericidni aktivity pouZitim velkého mnoZstvi
kmeni. Jako alternativa potencidlnich imunogennich prostfedki a
diagnostickych prostfedkl popsanych ve shora v textu uvedenych
citaci se popisuji prostfedky a zplUsoby l1lé&by a/nebo prevence
meningokokové infekce pouZitim proteinfi, jejich imunogennich
casti a biologickych ekvivalentli, stejné& jako genl kédujicich
uvedené polypeptidy, ¢asti a ekvivalenty, které se imunospeci-

ficky stejné vazi.

[0022] V souladu s provedenim pfedmétného vyndlezu imunogenni
¢inidla zaloZena na proteinu 2086, jak se definuje

v pfipojenych patentovych narocich, zahrnujici izolované poly-
peptidy se neoCekavané identifikovaly jako imunogenni kandidati
zaloZeni na schopnosti uvedenych ¢inidel vykazovat zk¥iZenou
reaktivitu nebo ne-kmenovou specifitu. Zvla3té& se identifikova-
ly ti kandidéati, ktefi neocdekdvané demonstrovaly schopnost (1)
vyvolat baktericidni protildtky proti vice neisseridlnim a/nebo
gonokokovym kmenGm; (2) reagovat s povrchem vice kmenl; (3)
udélit pasivni ochranu proti Zivé &elendZi; a/nebo (4) zabrénit
kolonizaci. V souladu s tim pfedmé&tny vyndlez popisuje imuno-
genni prostfedky obsahujici uvedend imunogenni &¢inidla zahrnu-
jici izolované polypeptidy a/nebo jejich biologické ekvivalen-
ty, stejné jako zpusoby jejich pouZiti proti infekci N. menin-
gitidis. (zde v Pfikladu 1 se popisuje metodologie uZivana

k idnetifikaci proteinu 2086).

[0023] Zde pouZivany termin ,kmenové nespecificky“ znamen& cha-
rakteristiku antigenu vyvolat imunitni odezwvu G&innou proti vi-
ce neZ jednomu kmenu N. meningitidis (nap¥. heterologni menin-
gokokové kmeny). Termin ,zkfiZené-reaktivni“ je moZné zaménit

s terminem ,kmenové nespecificky“. Zde pouZivany termin , imuno-

genni ne-kmenové specificky antigen N. meningitidis" popisuje

EP 2 341 063
09 E13117.docx



- 40 - O

antigen, ktery se izoloval z N. meningitidis, aCkoliv se miZe
izolovat z jiné bakterie (napf. jinych kmenl neisserie, jako
jsou gonokokové kmeny, napf.) nebo pfipravené pouZitim rekombi-

nantni technologie.

[0024] Protein 2086 podle pfedmé&tného vyndlezu zahrnuje lipido-
vané nebo nelipidované proteiny. Dale, pfedmétny vyndlez také

popisuje pouZiti nezralych proteinl nebo pfipravkt, které odpo-
vidaji kaZdému proteinu jako slouceniné/prostfedku meziproduk-

i b 8

[0025] Predmétny vynalez popisuje protilatky, které se imu-
nospecificky vazi na nasledujici imunogenni &inidla v souladu

s implementaci vynadlezu. Pfedmétny vyndlez dale popisuje pro-
stfedky a/nebo imunogenni prostfedky a jejich pouZiti p¥i pre-
venci, lé¢bé& meningokokové meningitidé&, zvlasté meningokokového
onemocnéni seroskupiny B stejné jako zpusoby pfipravy uvedenych

prostfedka.

[0026] Prostfedky podle pfedmé&tného vynédlezu jsou vysoce imuno-
genni a jsou schopné vyvolat produkci baktericidnich protiléa-
tek. Tyto protilatky zkfiZené& reaguji se seroskupinou, séroty-
pem a serosubtypem heterolognich meningokokovych kment. Proto
pfedmétné prostfedky obchazi deficienci pfedchozich vakcin N.
meningitidis tim, Ze vykazujici schopnost vyvolat baktericidini
protilatky proti heterolognim neisserialnim kmentm. TudiZ mezi
jinymi vyhodami pfedmétny vyndlez popisuje imunogenni prostied-
ky, které mohou fungovat spole&né s nékolika sloZkami a vyvolat
ochranu srovnatelnou s dfive uZivanymi &inidly. Prostfedky nebo
imunogenni &inidla (napf. polypeptidy, imunogenni &asti nebo
fragmenty a biologické ekvivalenty) se mohou pouZit samostatné
nebo v kombinaci s jinymi antigeny nebo &inidly k vyvolani imu-
nologické ochrany pfed meningokokovou infekci a onemocnénim,

stejné jako vyvolat imunologickou ochranu pfed infekci a/nebo
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onemocnénim zplsobenym jinymi patogeny. To zjednodu3uje navrh
imunogenni prostfedku k pouZiti proti meningokokové infekci re-
dukci po&tu antigeni nutnych k ochrané proti vice kmentm. Ve
skutecCnosti Ci3tény protein 2086 bude dramaticky a neolekavané
sniZovat poc&et proteind nutnych k adekvatnimu imunogennimu po-
kryti kment odpovédnych za meningokokové onemocnéni. Protein
2086 se miZe rekombinantné& exprimovat v

E. coli jako lipoprotein, ktery je formou divokého typu

v mnoZstvi daleko vy335im neZ u pfirozenych meningokokil.

[0027] ProtoZe se zjistilo, Ze protildtky urcené proti proteinu
2086 z jediného kmene usmrcuji nepfibuzné (to znamenid heterolo-
gni) kmeny. Provedl se pokus charakterizovat pfitomnost ,homo-
loga 2086"™ u velkého poc¢tu heterolognich kmentl a stanovit stu-
pefnl konverze sekvence. Zatimco pfibliZné 70 % kmenl testovanych
PCR vykazovalo homology 2086, které se mohou amplifikovat pou-
Zitim primert, které amplifikovaly plvodni gen 2086 z kmene
8529 zbyvajicich pfibliZné& 30 % bylo v tomto testu negativnich.
Zjistilo se, Ze zbyvajicich p#ibliZné& 30 % obsahuje homolog
2086, které vykazuji pfibliZné 60 % homologie aminokyselinové
sekvence s plvodnim 8529 ziskanym genem 2086. Identifikovaly se
jiné primery, které se mohou pouZit k amplifikaci homologu 2086
z téchto pfibliZn& 30 % kmenu. Urcilo se, Ze testované kmeny

N. meningitidis pat¥i do subrodiny A nebo B v zavislosti na sa-
dé& primer®, které mohou amplifikovat homolog 2086. Podrobnosti

tohoto experimentu jsou uvedeny v prikladu 5 dale v textu.
Pritomnost proteinu 2086 v radé serosubtypu

[0028] Ke stanoveni stupné konverze sekvenci genu 2086 mezi
kmeny N. meningitidis se nékolik reprezentantl ze subrodiny A a
B klonovaly jako geny v plné délce a podrobily se analyze DNA
sekvence. PouZitim primera, jak se zde popisuje napf. v tabulce

IV, se identifikovalo 24 meningokokovych kmend seroskupiny B,
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které exprimuji rtzné serosubtypy antigenl a také exprimuji
sdileny protein P2086. Uvadi se zde ptiklady téchto sekvenci a
jsou zobrazeny jako zralé DNA sekvence (to znamena, v3echny
sekvence lipoproteinového signdlu se 3tépily v cysteinovém
zbytku) . Napf. aminokyselinové sekvence oznac¢ené bez omezeni

sudymi &isly SEQ ID NO: 2 azZz 252.

[0029] Ackoli protein 2086 neni pfitomen v kmenech divokého ty-
pu ve velkém mnoZstvi, je cilem pro baktericidni protilétky.

Tyto protilatky, na rozdil od téch produkovanych p#¥i odezvé na
PorA, jsou schopny usmrtit kmeny exprimujici heterologni subty-

PY.

[0030] Protilatky k proteinu 2086 také pasivné chrani mladata
krys pfed CelendZi meningokoky. (jak se uvadi v tabulce VII).
Rekobinantni exprese proteinu 2086 umoZfiuje pouZiti proteinu
2086 jako imunogenni prostfedku k prevenci meningokokového one-
mocnéni. V38ichni z kandidé&td soucasnych meningokokovych imuno-
gennich prostfedkd v klinickych studiich tvof#i komplexni smési
nebo pripravky proteind vnéjsich membran, které obsahuji Fadu
ruznych proteinti. Protein PorA, ktery také poskytuje serosubty-
povou specifitu, bude nutny k inkluzi 6 aZz 9 variant

v imunogennim prostfedku, aby poskytl pfibliZné& 70 aZ 80 % po-
kryti serosubtypl souvisejicich s onemocnénim. Naopak je zfej-
mé, Ze antisérum k samotnému jedinému proteinu 2086 je schopné
usmrtit reprezentatny 3esti serosubtypi odpovédnych za pfiblizZ-
né 65 % izolatl souvisejicich s onemocnénim v zdpadni Evropé a
UsA. Cisté&ny protein 2086 vykazuje potencidl redukovat pocet
proteint nutnych k vytvofeni adekvatniho imunogenniho prostfed-
ku pokryvajiciho serosubtypy odpovédné za meningokokové onemoc-

néni.

Proteiny, imunogenni ¢asti a biologické ekvivalenty
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[0031] Proteiny 2086 ziskané podle pfedmétného vynalezu jsou
izolované proteiny. Termin ,izolovany"“ znamenad zmé&nény &lovékem
z ptirozeného stadia. Pokud ,izolovany"“ prostfedek nebo latka
se objevi v pfirodé&, zmé&ni se nebo se vyjme z plvodniho pro-
stfedi nebo je moZné oboje. Napf., polypeptid nebo polynukleo-
tid pfirozené se vyskytujici v Zivém zvifeti se nepovaZuije za
izolovany, ale stejny polypeptid nebo polynukleotid, ktery se
separoval z ko-existujicich materidld svého pfirozeného stéadia,
se povaZuje za ,izolovany“. TudiZ zde pouZivany termin ,izolo-
vany protein" znamend protein izolovany z pfirozeného zdroje a
proteint pfipravenych pouZitim technologie rekombinace, stejné
jako takové proteiny, pokud se kombinovaly s jinymi antigeny
a/nebo pomocnymi latkami, jako je napf. farmaceuticky pfijatel-

ny nosi¢&, pufr, adjuvans atd..

[0032] Zde popsany protein 2086, jeho imunogenni &&st a/nebo
biologicky ekvivalent obsahuje libovolnou z nasledujicich sek-

venci:

ADIGXGLADA (SEQ ID NO: 254), kde x je libovolnd aminokyselina;
IGXGLADALT (SEQ ID NO: 255), kde x je libovolnd aminokyselina;
SLNTGKLKND (SEQ ID NO: 256);

SLNTGKLKNDKxSRFDF (SEQ ID NO: 257, kde x je libovolnd aminoky-

selina);

SGEFQxYKQ (SEQ ID NO: 258), kde x je libovolnd aminokyselina;

nebo
IEHLKXPE (SEQ ID NO: 259), kde x je libovolnd aminokyselina.

[0033] Protein 2086 subrodiny A, jeho imunogenni &ast a/nebo
biclogicky ekvivalent obsahuje libovolnou z nasledujicich zde

popsanych aminokyselinovych sekvenci:

EP 2 341 083
09 E13117.docx



- 44 - . oe "

GGGVAADIGx (SEQ ID NO: 260), kde x je libovolnd aminokyselina;
SGEFQIYKQ (SEQ ID NO: 261);

HSAVVALQIE (SEQ ID NO: 262);

EKINNPDKID (SEQ ID NO: 263);

SLINQRSFLV (SEQ ID NO: 264);

SGLGGEHTAF (SEQ ID NO: 265);

GEHTAFNQLP (SEQ ID NO: 266);

SFLVSGLGGEH (SEQ ID NO0:267);
EKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLP (SEQ ID NO: 268);
GKAEYHGKAF (SEQ ID NO: 269);

YHGKAFSSDD (SEQ ID NO: 270);

GKAEYHGKAFSSDD (SEQ ID NO: 271);

IEHLKTPEQN (SEQ ID NO: 272);

KTPEQNVELA (SEQ ID NO: 273);

IEHLKTPEQNVELA (SEQ ID NO: 274);

AELKADEKSH (SEQ ID NO: 275);

AVILGDTRYG (SEQ ID NO: 276);

AELKADEKSHAVILGDTRYG (SEQ ID NO: 277); nebo

EEKGTYHLAL (SEQ ID NO: 278).
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[0034] Protein 2086 subrodiny B, jeho imunogenni &é&st a/nebo
biologicky ekvivalent obsahuje libovolnou z nasledujicich zde

popsanych aminokyselinovych sekvenci:
LITLESGEFQ (SEQ ID NO: 279);

SALTALQTEQ (SEQ ID NO: 280);

FQVYKQSHSA (SEQ ID NO: 281);
LITLESGEFQVYKQSHSALTALQTEQ (SEQ ID NO: 282):;
IGDIAGEHTS (SEQ ID NO: 283);

EHTSFDKLPK (SEQ ID NO: 284);
IGDIAGEHTSFDKLPK (SEQ ID NO: 285);
ATYRGTAFGS (SEQ ID NO: 286);

DDAGGKLTYT (SEQ ID NO: 287);

IDFAAKQGHG (SEQ ID NO: 288);

KIEHLKSPEL (SEQ ID NO: 289):;
ATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNV (SEQ ID NO: 290);
HAVISGSVLY (SEQ ID NO: 291);

KGSYSLGIFG (SEQ ID NO: 292);

VLYNQDEKGS (SEQ ID NO: 293);
HAVISGSVLYNQDEKGSYSLGIFG (SEQ ID NO: 294);
AQEVAGSAEV (SEQ ID NO: 295);

IHHIGLAAKQ (SEQ ID NO: 296);
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VETANGIHHI (SEQ ID NO: 297);
AQEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ (SEQ ID NO: 298); nebo

VAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ (SEQ ID NO: 299).

[0035] Protein 2086 obsahuje nasledujici konvenéni sekvenci

a/nebo jeji zde popsané imunogenni ¢&éasti.

Konvenéni sekvence proteinu 2086 (SEQ ID NO: 300):

CSSG-—--GGGVxADIGxGLADALTxPxDxKDKxLxSLTLxxSxxxNxxLxLxAQGA
EKTxxxGD---SLNTGKLKNDKxSRFDFxxxIx VDGxxITLxSGEFQx YKQxHS Axx
ALQxXExxxxxxxXxxXXXXRxFxxxxxxGEHTxFxxLPxx-x AXYXGxAFxSDDxxGxLxYx
IDFxxKQGxGxIEHLKXPEXNVxLAxxxxKxDEKxHA VIxGxxx Y xxxEKGx YxLxxx
GxxAQExAGxAxVxxxxxxHxIxx AxKQ

[0036] V pfedchozi konvenéni sekvenci symbol ,x“ reprezentuje
libovolnou aminokyselinu, oblast z polohy aminokyseliny 5 k
poloze aminokyseliny 9 tvofi libovolnd z 0 aZ 5 aminokyselin,
oblast z polohy aminokyseliny 67 k poloze aminokyseliny 69 tvo-
fi libovolnd 0 aZ 3 aminokyseliny a v poloze aminokyseliny 156
je libovolna 0 aZz 1 aminokyselina. Oblast z polohy aminokyseli-
ny 5 k poloze aminokyseliny 9 s wvyhodou obsahuje 0, 4 nebo 5
aminokyselin. Oblast z polohy aminokyseliny 67 k poloze amino-
kyseliny 69 s vyhodou obsahuje 0 nebo 3 aminokyseliny. Je
zvla3té nutné poznamenat, Ze tato konvenéni sekvence ilustruje
vysokou variabilnost proteinu 2086. Véri se, Ze tato vysoka va-
riabilnost poskytuje vyhody a neoCekavanou zkfiZenou reaktivi-

tu.

[0037] V souladu s implementaci pfedmé&tného vyndlezu proteiny

2086 se charakterizuji jako imunogenni, nepatogenni a kmenové
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nespecifické. Tyto proteiny neocekavané wvykazuji imunogennost,

zatimco jsou p¥ibliZné z 2 % aZ 40 % nekonzervativni.

[0038] Zde pouZivany termin ,nekonzervativni“ znamend podet
aminokyselin, které se mohou zaclenit, substituovat a/nebo de-
letovat jako procento celkového poc¢tu aminokyselin v proteinu.
Napf. pokud protein je z 40 % nekonzervativni a vykazuje napt.
263 aminokyselin, pak existuje 105 poloh aminokyselin

v proteinu, kde se mohou aminokyseliny substituovat. Pokud je
protein z 10 % nekonzervativni a vykazuje napf. pfibliZné 280
aminokyselin, pak existuje 28 poloh aminokyselin, kde se mohou
aminokyseliny substituovat. Proteiny 2086 vykazuji deleci ami-
nokyselinovych zbytkl, aniZ se kompromituje imunogennost pro-

teint.

[0039] Dale proteiny 2086 se mohou rozdélit do podrodin na za-
kladé homologie v ruznych oblastech. Napf¥. bez omezeni konvenc&-
ni sekvence urcené pro dvé takové subrodiny, subrodinu A a B

jsou uvedeny dale v textu:

Sekvence 2086 subrodiny A (SEQ ID NO: 301)

CSSG----GGGVAADIGxGLADALTxPxDxKDKxLxSLTLxxSxxxNxxLxLxAQGA
EKTxxxGD---SLNTGKLKNDKxSRFDFxxxIxVDGQxITLxSGEFQIYKQxHSAVV
ALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPxGKAEYHGKAFSSDDx
xGxLx YxIDFxxKQGxGXxIEHLKTPEQNVELAXAELKADEKSHAVILGDTRYGxXE
EKGTYHLALxGDRAQEIAGXATVKIXEKVHEIXIAXKQ

[0040] Symbol ,x“ znamena libovolnou aminokyselinu.

[0041] Oblast od polohy aminokyseliny 5 do polohy aminokyseliny

8 tvofi libovolna z 0 aZ 4 aminokyselin.
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[0042] Oblast od polohy aminokyseliny 66 do polohy aminokyseli-

ny 68 tvofi libovolna z 0 aZ 3 aminokyselin.

[0043] Oblast od polohy aminokyseliny 5 do polohy aminokyseliny
8 tvofi libovolna z 0 aZ 4 aminokyselin. Oblast od polohy ami-
nokyseliny 66 do polohy aminokyseliny 68 tvof¥i libovolnd z 0 aZ

3 aminokyselin.

2086 subrodina B (SEQ ID NO: 302)

CSSGGGG--—-VxADIGXGLADALTAPLDHKDKxLxSLTLxxSxxxNxxLxLxAQ
GAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGXLITLESGEFQVYKQSHS

ALTALQTEQxQDxXExSxKMVAKRxFxIGDIAGEHTSFDKLPKxxxATYRGTAFGS
DDAGGKLTYTIDFAAKQGHGKIEHLKSPELNVXLAxxYIKPDEKxHAVISGSVL
YNQDEKGSYSLGIFGxxAQEVAGSAEVETANGIHHIGLAAKQ

[0044] Symbol ,x“ znamena libovolnou aminokyselinu.

[0045] Oblast od polohy aminokyseliny 8 do polohy aminokyseliny

12 tvofi libovolnad z 0 aZ 5 aminokyselin.

[0046] Oblast od polohy aminokyseliny 8 do polohy aminokyseliny

12 s vyhodou obsahuje 0 nebo 5 aminokyselin.

[0047] V souladu s implementaci pfedmétného vyndlezu subrodiny
preteint 2086 se mohou déle délit do klastrl. Napfiklad se zde
popisuji nésledujici klastry: ¢islovany sudymi &isly SEQ ID NO:
2 az 12; Cislovany sudymi Cisly SEQ ID NO: 14 aZz 24; c¢islovany
sudymi ¢isly SEQ ID NO: 26 aZ 42; cCislovany sudymi Cisly SEQ ID
NO: 50 aZ 60; ¢islovany sudymi ¢isly SEQ ID NO: 62 aZ 108; ¢&is-
lovany sudymi &isly SEQ ID NO: 110 aZ 138; ¢&islovany sudymi
¢isly SEQ ID NO: 140 aZz 156; c¢islovany sudymi &isly SEQ ID NO:
158 az 174; a dokonce ¢&islovany sudymi ¢&isly SEQ ID NO: 224 az
292.
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[0048] Polypeptidova sekvence podle pfedmétného vynadlezu se mi-
Ze shodovat s referenéni sekvenci &islovanou sudymi ¢&isly SEQ
ID NO: 58, 56, 60, kterd je 100 % shodnd nebo miZe zahrnovat
podet zmén aminokyselin, jak se porovnavd s referencéni sekvenci
tak, Ze % shody je niZ8i neZ 100 %. Takové zmény zahrnuji ale-
sponi jednu deleci, substituci aminokyseliny zahrnujici konzer-
vativni nebo nekonzervativni substituci nebo inzerci. Zmény se
mohou vyskytovat v N-termindlnich nebo C-termindlnich polohéach
referen¢ni polypeptidové sekvence nebo kdekoliv mezi témito
termindlnimi polohami roztrouSenymi bud jednotlivé mezi amino-
kyselinami v referenéni aminokyselinové sekvenci nebo v jedné
nebo ve vice kontinudlnich skupinach v referen&ni aminokyseli-

nové sekvenci.

[0049] Pfedmétny vynalez také popisuje proteiny vykazujici sho-
du sekvence s aminokyselinovymi sekvencemi obsaZenymi v seznamu
sekvenci (to znamend oznaceno sudymi &isly SEQ ID NO: 58, 56,
60). V zavislosti na urc¢ité sekvenci stupen shody sekvence je
s vyhodou vy3$8i neZ 97 % (napt. 97 %, 99 %, 99,9 % nebo vy38i).

Tyto homologni proteiny zahrnuji mutanty a alelické varianty.

[0050] Ve vyhodnych provedenich pfedmé&tného vynalezu proteiny
2086 nebo jiné polypeptidy 2086 (napf. imunologické ¢&asti a bi-
ologické ekvivalenty, jak se definuje v pfipojenych patentovych
nadrocich) tvofi baktericidni protildtky k homolognimu a alespon
jendnomu heterolognimu kmeni meningokoki. Presnéji, protiléatky
k polypeptidim 2086 pasivné& chrani mladata krys pfed ZelendZi
meningokoky, jako je intranasalni &elendZ. V dal3im vyhodném
provedeni polypeptidy 2086 vykazuji takovou ochranu mladat krys
v ptipadé homolognich kment a alespofi jednoho heterologniho
kmene. Polypeptid se miZe vybrat ze souhrnu sekvenci uvedeného
shora v textu, jak je uveden pro sudé ¢islované SEQ ID NO: 58,

56, 60 nebo polypeptidem miZe byt libovolny imunologicky frag-
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ment nebo biologicky ekvivalent uvedenych polypeptidi. Polypep-
tid se s vyhodou vybral z libovolnych sudé ¢islovanych sekvenci
uvedenych v seznamu sekvenci SEQ ID NO: 58, 56, 60 shora

v textu.

[0051] Vyndlez také popisuje alelické nebo jiné varianty poly-
peptidh 2086, které jsou biologickymi ekvivalenty. Zde popsané
biologické ekvivalenty wvykazuji schopnost (1) vyvolat bakteri-
cidni protildtky k homolognim kmenim a alespofi k jednomu hete-
rolognimu neisseridlnimu kmenu a/nebo gonokokovému kmenu; (2)
réagovat s povrchem homolognich kment a s alespofi jednim hete-
rognim neisseridlnim a/nebo gonokokalnim kmenem; (3) udélit pa-
sivni ochranu proti Zivé CelendZi; a/nebo (4) zabrénit koloni-

zaci.

[0052] Zde popsané biologické ekvivalenty vykazuji alespon pfi-
bliZné 60 %, s vyhodou alesponl pfibliZné 70 %, vyhodnéji ale-
spon pfibliZné& 75 %, dokonce vyhodnéji pfibliZné 80 %, dokonce
vvyhodnéji pfibliZné 85 %, dokonce vyhodnéji p¥ibliZné 90 %, do-
konce vyhodnéji pfibliZné 95 % nebo dokonce vyhodnéji piibliZné
98 % nebo dokonce vyhodnéji pfibliZné 99 % podobnost s jednim
ze zde specifikovanych polypeptidl 2086 (to znamen& sekvence
oznacené sudymi &isly SEQ ID NO: 2 aZ 252), poskytuji ekviva-
lent, ktery je schopny vyvolat v podstaté stejné imunogenni

vlastnosti jako jeden z protein 2086 podle vynalezu.

[0053] V jiném pfipadé& zde popsané biologické ekvivalenty vyka-
zuji v podstaté stejné imunogenni vlastnosti jednoho z proteina
2086 v sudé ¢islované SEQ ID NO: 2 aZ 52. V souladu

s provedenim podle pfedmé&tného vynalezu biologické ekvivalenty
vykazuji stejné imunogenni vlastnosti jako sudé c¢islované SEQ

ID NO: 58, 56, 60.
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[0054] Zde popsané biologické ekvivalenty se ziskaly vytvofenim
variant a modifikaci proteind podle uvedeného vynalezu. Tyto
varianty a modifikace proteinid se ziskaly zménou aminokyselino-
vych sekvenci inzerci, deleci nebo substituci jedné nebo vice
aminokyselin. Aminokyselinovd sekvence se modifikovala nap¥.
substituci za uc¢elem vytvorit polypeptid vykazujici v podstaté
stejnou nebo zlep3enou kvalitu. Vyhodné zpisoby zavedeni alte-

raci obsahuji p¥ipravu pfedem urcéenych mutaci sekvence nukleové

kyseliny polypeptidu mistné& Fizenou mutagenezi.

[0055] Modifikace a zmény se mohou provést ve struktufe poly-
peptidu podle predmé&tného vyndlezu a stdle je moZné ziskat mo-
lekulu vykazujici imunogennost N. meningitidis. Jisté aminoky-
seliny se bez omezeni mohou substituovat jinymi aminokyselina-
mi, které zahrnuji nekonzervovanou nebo konzervovanou substitu-
ci v sekvenci bez vhodné ztraty imunogennosti. Vzhledem

k interaktivni kapacité a podstaté polypeptid, které definuiji
biologickou funkéni aktivitu polypeptidu, v polypeptidové sek-
venci se miZe provést fada substituci aminokyselinové sekvence
(nebo samozfejmé& v jeji kédujici sekvenci DNA) a piesto ziskat
polypeptid s podobnymi vlastnostmi. Pfedmétny vynédlez, jak se
definuje v pfipojenych patentovych narocich, popisuje libovolné
zmény struktury polypeptidl, stejné& jako sekvence nukleové ky-
seliny kédujici uvedené polypeptidy, piilemZ polypeptid si po-
nechava imunogennost. Odbornik je schopen snadno modifikovat

popsané polypeptidy a polynukleotidy na zadkladé& zde uvedeného
doporuceni.

[0056] Napfiklad se identifikovaly jisté variabilni oblasti,
kde substituce nebo delece jsou dovolené. Konvenéni sekvence
2086, jak se popisuje dfive v textu, ukazuje konzervované nebo
nekonzervované oblasti rodiny proteint 2086 v souladu

s implementaci pfedmétného vynalezu.
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[0057] Pfi provedeni takovych zmén, odbornik miZe pouZit libo-
volné postupy znamé v oboru. Napf. bez omezeni se uvaZuje hyd-
ropaticky index aminokyselin. V oboru je obecné zndma daleZi-
tost hydropatického aminokyselinového indexu pf¥i udéle-

ni interaktivni biologické funkci na polypeptid. Jak se popisu-

je v publikaci Kyte et al. 1982. J. Mol. Bio. 157:105-132.

[0058] Substituce podobnych aminokyselin se miZe provést na za-
kladé hydrofébnosti, zvlasté v pfipadé biologického funké&niho
ekvivalentniho polypeptidu nebo peptidu takto vytvofeného urce-
ného k pouZiti v imunologickych provedenich. Patent USA &.
4,554,101 popisuje, Ze nejvy33i lokalni primérna hydrofébnost
polypeptidu fizend hydrofébnosti jeho p¥ilehlymi aminokyselina-
mi koreluje s imunogennosti, to znamend s biologickou vlastnos-

ti polypeptidu.

[0059] Biologické ekvivalenty polypeptidu se mohou také pfipra-
vit pouZitim mistné& specifické mutageneze. Mistné specifické
mutageneze Jje postup pouZitelny pfi pfipravé druhé generace po-
lypeptidd nebo biologicky funkénich ekvivalentnich polypeptidl
nebo peptidd ziskanych z jejich sekvenci prostfednictvim speci-
fické mutageneze vychozi DNA. Takové zmény mohou byt nutné, po-
kud jsou nutné substituce aminokyselin. Postup dale poskytuje
schopnost snadno pfipravit varianty sekvenci, napf. za¢lenénim
jednoho nebo vice néasledujicich uvah, zavedenim jedné nebo wvice
zmén nukleotidové sekvence do DNA. Mistné specifickd mutageneze
dovoluje produkci mutantl pouZitim specifickych oligonukleoti-
dovych sekvenci, které koéduji sekvenci DNA poZadované mutace
stejné jako dostatecny pofet pfilehlych nukleotidl, aby poskyt-
ly sekvenci primeru dostatecné velikosti a sekvenéni komplex-
nosti za vzniku stabilniho duplexu na obou strandch pfekryvu

dele¢niho spojeni. V typickém pfipadé je vyhodny primer pfi-
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blizné 17 aZ 25 nukleotidd s p¥ibliZné& 5 aZ 10 zbytky na obou

stranach spojeni sekvence, ktera se méni.

[0060] V obecném pripadé postup mistné specifické mutageneze je
dobfe znam v oboru. Je vyhodné, Ze postup v typickém p¥ipadé
pouziva fagovy vektor, ktery miZe existovat jak

v jednofetézcové tak i v dvoufetézcové formé. V typickém pripa-
dé mistné fizena mutageneze v souladu s provedenim vynédlezu se
provedla tak, Ze se nejdfive ziskal jednofetézcovy vektor, kte-
ry zahrnuje ve své sekvenci DNA sekvenci, kterd kéduje celou
nebo ¢ast vybraného sekvence polypeptidu N. meningitidis. P¥i-
pravil se oligonukleotidovy primer nesouci poZadovanou mutova-
nou sekvenci (napf. synteticky). Tento primer se pak navazal na
jednofetézcovy vektor a prodlouZil se pouZitim enzymi, jako je
E.coli polymeraza I Klenow fragment za G¢elem zcela syntetizo-
vat Fetézec nesouci mutaci. TudiZ se vytvofil heteroduplex, kde
jeden Ffetézec kéduje pivodni nemutovanou sekvenci a druhy Feté-
zeC nese poZadovanou mutaci. Tento heteroduplexni vektor se pak
pouzil ke transformaci vhodnych bunék, jako jsou bunky E. coli,
a vybraly se klony, které zahrnuji rekombinantni vektory nesou-
ci mutaci. Komercné dostupné kity obsahuji vSechna ¢inidla ne-

zbytnd s vyjimkou oligonukleotidovych primert.

[0061] Zde popsané polypeptidy 2086 zahrnuji libovolny protein
nebo polypeptid vykazujici podstatnou podobnost sekvence a/nebo
biologickou ekvivalenci s proteinem 2086 vykazujici aminokyse-
linovou sekvenci od jedné ze sudé& &islovanych sekvenci SEQ ID
NO: 2 aZ 252. Navic, polypeptid 2086, jak se definuje

v pfipojenych patentovych narocich, neni omezen na uréity
zdroj. TudiZ, se zde popisuje obecnd detekce a izolace polypep-
tidd z rAznych zdroji. Polypeptidy 2086 se mohou pfipravit re-

kombinantné&, jak je dobfe zndmo v oboru na zadkladé poskytnutého
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navodu, nebo libovolnym jinym syntetickym zplsobem, jak je zna-

mo .v oboru.

[0062] Polypeptid 2086 se miZe s vyhodou Stépit na fragmenty

k pouZiti pfi dal3i strukturni nebo funkéni analyze nebo pfi
vytvofeni €inidel, jako jsou polypeptidy p¥ibuzné s 2086 a pro-
tilatky specifické pro 2086. To miZe byt doprovadzeno oSetfenim
¢isténych nebo nec¢isténych polypeptidld N. meningitidis peptida-
zou, jako je endoproteindza glu-C (Boehringer, Indianapolis,
IN). OSetfeni CNBr je jinym zplUsobem, kterym je moZné pfipravit
peptidové fragmenty z pfirozenych polypeptidd 2086 N. meningi-
tidis. Rekombinantni postupy se mohou také pouZit pfi produkci

specifickych fragmentl proteinu 2086.

[0063] Zde pouZivany termin ,varianta"“ je polynukleotid nebo
polypeptid, ktery se 1i3i od referen&niho polynukleotidu re-
spektive polypeptidu, ale ponechdvad si podstatné vlastnosti.
Typickda varianta polynukleotidu se 1i%i nukleotidovou sekvenci
od jiného referenéniho polynukleotidu. Zmény v nukleotidové
sekvenci varianty mohou nebo nemusi ménit aminokyselinovou sek-
venci polypeptidu kdédovaného referenénim polynukleotidem. Zmény
nukleotidi mohou vést k substituci, deleci, fuzi a zkréceni
aminokyselin v polypeptidu kdédovaném referenéni sekvenci, jak
se-diskutuje dale v textu. Typické& varianta polypeptidu se 1i&i
v aminokyselinové sekvenci od jiného referen&niho polypeptidu.
V obecném pfipadé jsou rozdily omezeny tak, Ze sekvence refe-
ren¢niho polypeptidu a varianta jsou celkové podobné a v mnoha
oblastech shodné (to je biologicky ekvivalentni). Varianta a
referencni polypeptid se mohou 1li3it aminokyselinovou sekvenci
jednou nebo vice substitucemi, adicemi, delecemi v libovolné
kombinaci. Substituovany nebo za&lenény aminokyselinovy zbytek
miZe nebo nemusi byt kédovan genetickym kédem. Varianta poly-

nukleotidu nebo polypeptidu se muZe vyskytovat pfirozené& stejné
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jako alelickad varianta nebo miZe byt variantou, o které se ne-
vi, Ze se vyskytuje pfirozené&. Varianty polynukleotidd a poly-
peptida, které se nevyskytuji pfirozené&, se mohou vyrobit po-

stupy mutageneze nebo pfimou syntézou.

[0064] Termin ,shoda™ vyjadfuje vztah mezi dvéma nebo vice po-

lypeptidovymi sekvencemi nebo dvéma nebo vice polynukleotidovy

mi sekvencemi, jak se stanovilo porovnénim sekvenci. V oboru
termin ,shoda"“ znamend stupen vztahu mezi polypeptidovymi nebo
polynukleotidovymi sekvencemi, jak se stanovilo parovanim mezi
fetézci takovych sekvenci. ,Shoda™ a ,podobnost™ se snadno vy-
po¢italy znamym zplsobem, ktery zahrnuje ten popsany

v publikaci Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed.,
Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informa-
tics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press,
New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part I,
Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Hein-
je, G., Academic Press, 1987; a Sequence Analysis Primer, Grib-
skov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York,
1991; a Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied Math.,
48:1073 (1988). Vyhodné zplUsoby ke stanoveni shody se navrhly
tak, aby se ziskalo co nevét$i parovani mezi testovanymi sek-
vencemi. Zpusoby ke stanoveni shody a podobnosti se kodifikova-
ly ve vefejné dostupnych po&itacovych programech. Vyhodné zph-
soby po&itagovych programi ke stanoveni shody a podobnosti mezi
dvéma sekvencemi zahrnuji bez omezeni program GCG (Devereux,
J., et al 1984), BLASTP, BLASTN a FASTA (Altschul, S. F., et
al., 1990). Program BLASTX je vefejné dostupny u NCBI a

z jinych zdroja (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM
NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul, S., et al., 1990). Ke stano-

veni shody se miZe také pouZit Smith Waterman algoritmus.
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[0065] Aminokyselinova sekvence podle pfedmétného vyndlezu muZe
byt shodnd s referen¢nimi sekvencemi se sudymi &isly SEQ ID NO:
58, 56, 60, které vykazuji 100 % shodu nebo mohou zahrnovat po-
Cet zmén aminokyselin, jak se porovnava s referenéni sekvenci
tak, Ze % shody je niZ3i neZ 100 %. Takové alterace se vybraly
ze skupiny obsahujici deleci, substituci alesponi jedné aminoky-
seliny zahrnujici konzervativni a nekonzervativni substituci
nebo zac¢lenéni a kde uvedend zména se miZe objevit v poloze na
N-konci nebo C-konci referenéni polypeptidové sekvence nebo
kdekoliv mezi uvedenymi koncovymi polohami roztrouSenymi bud
jednotlivé mezi aminokyselinami v referenéni sekvenci nebo

v jedné nebo vice kontinudlnimi skupinami v referenéni sekven-
ci. Polet zmé&n aminokyselin pro dané % shody se stanovilo naso-
benim celkového podtu aminokyselin v sekvenci SEQ ID NO: 58,
56, 60 &iselnym vyjadfenim procent odpovidajiciho procenta sho-
dy (déleno 100) a pak se tento vysledek odecCte od uvedeného
celkového poétu aminokyselin v libovolné sekvenci SEQ ID NO:

58, 56, 60 nebo

N, = Xg~(Xz*Y),

kde n, je polet zmén aminokyselin, x, je celkovy poclet aminoky-
selin v SEQ ID NO: 58, 56, 60 a y je napf. 0,70 v ptipadé 70 %,
0,80 v pfipadé 80 % a 0,85 v pfipadé 85 % atd. a kde libovolny
vysledek, kterym neni celé ¢&islo x.sub.a a y se zaokrouhli dolt

na nejbliZzsi celé Cislo a pak se odecCte od X,.

[0066] Ve vyhodnych provedenich se shora v textu popsany poly-
peptid vybral z proteinl uvedenych v sekvencich se sudymi &isly
SEQ ID NO: 58, 56, 60, jako zrala zpracovana forma proteinu
2086. Proteiny 2086, jak se definuje v pfipojenych narocich,

miZe byt lipidovany nebo nelipidovany.
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[0067] ORF 2086 je moZiné exprimovat v E. coli s pfirozenou sig-
nalni sekvenci ORF 2086. Je v3ak nutné najit zplsob zlepSeni
exprese proteinl. V souladu s provedenim pfedmétného vynalezu
vedouci sekvence produkuje lipidovanou formu proteinu. Dale

v textu se popisuje pouZiti signdlni sekvence netypovatelného

proteinu P4 Haemophilus influenzae k zesileni exprese.

[0068] Zpracovani bakteridlnich lipoproteint zac¢ind se syntézou
perkurzoru nebo prolipoproteinu, ktery obsahuje signdlni sek-
venci, kterd naopak obsahuje konvenéni misto zpracova-
ni/modifikace lipoproteinu. Tento proliprotein zpo&atku prochéa-
zi béZnym Sec systémem na vnit¥ni membrané Gram-negativnich
bakterii nebo na membrané Gram-pozitivnich bakterii. Pokud se
umisti na membrané Sec systemem proliprotein se $tépi signéalni
peptiddzou II v konvencnim misté a exponovany N-termindlni cys-
teinovy zbytek se glyceroval a acyloval. Hayashi et al. 1990.
Lipoproteins in bacteria. J. Bioenerg. Biomembr. Jun;

22(3) :451-71; Oudega et al. 1993. Escherichia coli SecB, SecA a
SecY proteiny jsou nutné k expresi a zaclenéni do membrany pro-
teinu uvolfiujiciho bakteriocin, coZ je maly lipoprotein. Jak se
popisuje v publikaci J. Bacteriol. Mar;175(5):1543-7; Sankaran
et al. 1995. Modification of bacterial lipoproteins. Methods
Enzymol. 250:683-97.

[0069] U gram-negativnich bakterii transport lipidovaného pro-
teinu pfes vnéjsi membrénu se zprostfedkoval jedine&nym ABC
transportnim systémem s membrénovou specifitou zavislou na sig-
nalu v poloze 2 lipoproteinu. Jak se popisuje v publikaci Ya-
kushi et al. 2000. Novy ABC transporter zprostfedkovavajici
uvolnéni lipidem modifikovanych proteinti z membran. Jak se po-

pisuje v publikaci Nat Cell Biol. Apr;2(4):212-8.

[0070] Faze s bakteridlnimi lipoproteiny a jejich signalni sek-

vence se pouZily k vystaveni rekombinantnich proteini na po-
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vrchu bakterie. Jak se popisuje v dokumentu patent USA &.
5,583,038 a 6,130,085. Vyménou lipoproteinovych sign&lnich sek-
venci se miZe zesilit produkce lipoproteinu, jak se popisuje

v publikaci De et al., 2000. Ci3té&ni a charakterizace palmitoy-
lovaného pneumokokalniho povrchového adhesinu A bakterie Strep-
tococcus pneumoniae exprimovaného v Escherichia coli. Jak se

popisuje v publikaci Vaccine. Mar 6;18(17):1811-21.

[0071] Je znadmo, Ze bakteridlni lipidace proteint zvy3uje nebo
modifikuje imunologickou odezvu na proteiny. Jak se popisuije

v publikaci Erdile et al. 1993. Role of attached lipid in immu-
nogenicity of Borrelia burgdorferi OspA. Infect. Immun. Jan;
61(1):81-90; Snapper et al. 1995. Bakteridlni lipoproteiny mo-
hou substituovat cytokiny v humoralni imunitni odezv& na T lym-
focyty-nezavislé antigeny typ II. Jak se popisuje v publikaci
J. Immunol. Dec 15;155(12) : 5582-9. Exprese bakteridlniho lipo-
proteinu se miZe komplikovat pfisnosti procesu. Pollitt et al.
1986. Effect of amino acid substitutions at the signal peptide
cleavage site of the Escherichia coli major outer membrane li-
poprotein. J. Biol. Chem. Feb 5; 261(4):1835-7; Lunn et al:
1987. Effects of prolipoprotein signal peptide mutations on
secretion of hybrid prolipo-beta-lactamase in Escherichia coli.
J. Biol. Chem. Jun 15;262(17):8318-24; Klein et al. 1988, Dis-
tinctive properties of signal sequences from bacterial lipopro-
teins. Protein Eng. Apr; 2(1):15-20. Bacterial lipoprotein ex-
pression is also complicated by other problems such as toxicity
and low expression levels. Gomez et al. 1994. Nucleotide The
Bacillus subtilis lipoprotein LpIA causes cell lysis when ex-
pressed in Escherichia coli. Microbiology. Aug;140 (Pt 8):1839-
45; Hansson et al. 1995. Expression of truncated and full-
length forms of the Lyme disease Borrelia outer surface protein
A in Escherichia coli. Protein Expr. Purif. Feb; 6(1):15-24;
Yakushi et al. 1997. Lethality of the covalent linkage between
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mislocalized major outer membrane lipoprotein and the peptido-

glycan of Escherichia coli. J. Bacteriol. May; 179(9):2857-62.

[0072] Netypovatelna bakterie Haemophilus influenzae exprimuje

lipoprotein oznadeny P4 (také znamy jako protein ,e"). Rekombi-
nantni forma proteinu P4 se silné exprimuje v E. coli pouZitim

pfirozené signalni sekvence P4. Jak se popisuje v dokumentu pa-
tent USA &. 5,955,580. Pokud pfirozend signdlni sekvence P4 se

substituovala signalni sekvenci p¥irozeného ORF 2086

v expresivnim vektoru v E. coli, sila exprese ORF2086 roste.

[0073] Tento koncept pouZziti heterologni signéalni sekvence P4

k zesileni exprese je moZné roz3if¥it i na jiné bakteridlni 1li-
poproteiny. Analyza bakteridlnich genomi zvlasté vede

k identifikaci Fady ORF, které jsou stfedem zajmu. Ukol expri-
movat kaZidy ORF s jeho pfirozenou signalni sekvenci

v heterologni hostitelské burice, jako je E. coli nese fadu pro-
blémi inherentnich p¥i pouZiti rlGznych signdlnich sekvenci,
které zahrnuji stabilitu, kompatibilitu atd.. K minimalizaci
téchto problémi signé&lni sekvence P4 se pouZila k expresi kazZ-
dého ORF, ktery je stfedem zadjmu. Jak se popisuje shora

v textu, signdlni sekvence P4 zlep3Suje expresi heterologniho
ORF 2086. Expresivni vektor se zkonstruoval deleci p¥irozené
signdlni sekvence ORF, ktery je stfedem z&jmu a ligaci signalni
sekvence P4 do ORF. Vhodna hostitelska burika se pak transformo-
vala, transfekovala nebo infikovala s expresivnim vektorem a
exprese ORF se zesilila v porovnani s expresi pouZitim pfiroze-

né signdlni sekvence ORF.

[0074] Nelipidovana forma vznikla pomoci proteinu, ktery neob-
sahuje plvodni vedouci sekvenci nebo vedouci sekvenci, kteréa se
nahradila &asti sekvence, kterad nespecifikuje misto pro acylaci

mastné kyseliny v hostitelské burlice.
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[0075] Rizné formy proteint 2086 se zde oznacuji jako protein
»2086", pokud neni uvedeno jinak. Tako polypeptidy ,2086" zna-
menaji proteiny 2086 stejné jako imunogenni &asti nebo jejich
biologické ekvivalenty, jak se uvadi shora v textu, pokud neni

uvedeno jinak.

[0076] Izolovany a CiStény protein 2086 N. meningitidis v plné
délce vykazuje zjevnou molekulovou hmotnost pfibliZné 28 aZ 35
kDa, jak se stanovilo na 10 % az 20 % gradiantu SDS polyakryla-
midového gelu (SDS-PAGE). Presnéji, tento protein vykazuje mo-
lekulovou hmotnost p¥ibliZné 26 000 aZ 30 000 daltonl, jak se

stanovilo hmotnostni spektrometrii.

[0077] Polypeptidy 2086 a nukleové kyseliny kédujici takové po-
lypeptidy se s vyhodou pouzZzily k prevenci nebo zmirnéni infekce

zplisobené N. meningitidis a/nebo jinym species.
Protilatky

[0078] Proteiny podle pfredmétného vynalezu zahrnujici aminoky-
selinové sekvence SEQ ID NO: 58, 56, 60, jejich fragmenty a
analogy nebo buiiky, které je exprimuji, se mohou také pouZiti
jako imunogeny k produkci protildtek imunospecifickych pro po-
lypeptidy podle vyndlezu. Pfedmétny vyndlez zahrnuje protilatky
pro imunospecifické polypeptidy a pouzZiti takovych protilatek

k detekci pfitomnosti N. meningitidis, poskytuje pasivni ochra-
nu nebo mé&fi mnoZstvi nebo koncentraci polypeptidd v bufice,

v buné&&ném nebo tkéanovém extraktu nebo v bioclogické tekutiné.

[0079] Protilatky podle pfedmétného vyndlezu zahrnuji polyklo-
ndlni protildtky, monoklondlni protilatky, chimerické protilat-
ky a anti-idiotypové protilatky. Polyklonalni protilatky jsou

heterogenni populaci molekul protilatek ziskanych ze séra zvi-

fat imunizovanych antigenem. Monoklondlni protilatky jsou
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v podstaté homogenni populaci protilatek specifickych pro anti-
geny. Monoklondlni protilatky se mohou ziskat zplsoby znamymi

v oboru, jak se popisuje napf. v publikaci Kohler and Milstein,
1975, Nature 256:495-497 a patent USA &. 4,376,110. Takové pro-
tilatky mohou zahrnovat libovolnou tfidu imunoglobulind obsahu-

jici IgG, IgM, IgE, IgA, GILD a libovolnou jejich podt#idu.

[0080] Chimerické protilatky jsou molekuly, jejichZ rtzné ¢&asti
se ziskaly z riznych zvifecich species, jako jsou ty vykazujici
variabilni oblast ziskanou z my3i monoklondlni protilédtky a
konstantni oblast lidského imunoglobulinu. Chimerické protiléat-
ky a zpusoby jejich produkce jsou zndmy v oboru (jak se popisu-
je v Cabilly et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3273-
3277; Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:6851-6855; Boulianne et al., 1984, Nature 312:643-646; Ca-
billy et al., pfihlaska evropského patentu 125023 (uvefejnéna
14.11.1984); Taniguchi et al., pfihla3ka evropského patentu
171496 (uverejné&nad 19.2.1985); Morrison et al., ptihlaSka ev-
ropského patentu 173494 (uvefejnéna 5.3.1986); Neuberger et
al., PCT pfihlaska WO 86/01533 (uvefejné&nd 13.3.1986); Kudo

et al., pfihladka evropského patentu 184187 (uvefejnéna
11.6.1986); Morrison et al., pfihlaska evropského patentu
173494 (uvefejnéna 5.3.1986); Sahagan et al., 1986, J. Immunol.
137:1066-1074; Robinson et al., PCT/US86/02269 (uvefejnény
7.5.1987); Liu et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:3439-3443; Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:214-218; Better et al., 1988, Science 240:1041-1043).

[0081] Anti-idiotypova protildtka (anti-Id) je protilatka, kte-
rd rozeznavad jedinecéné determinanty obecné asociované s mistem
protilatky vadzajici antigen. Anti-Id protildtka se piipravila
imunizaci zvifete stejného species a genetického typu (napft.

my3i kmen), ktery slouZi jako zdroj monoklondlni protilatky,

EP 2 341 063
09 E13117.docx

. ssee
' See
. -

. L]
aes 280



- 62 - ve_ o0 "

monoklondlni protilatkou vaéi které se anti-Id pfipravila. Imu-
nizované zvife rozeznd a odpovi na idiotypové determinanty imu-
nizujici protilatky produkci protilatky k témto izotypovym de-

terminantam (anti-Id protilatka).

[0082] Monoklonadlni protildtky vytvofené proti polypeptidim
podle pfedmétného vyndlezu se mohou pouZit k vyvolani anti-Id
protildtek ve vhodnych zvifatech. Bufiky sleziny z takovych imu-
nizovanych my3i se mohou pouZit k produkci anti-Id hybridoma
vylucujicich anti-Id monoklondlni protilatky. Da&le, anti-Id
protilatky se mohou spojit s nosicem, jako je ,keyhole limpet
hemocyanin® (KLH) a pouZit k imunizaci dal3ich my3i BALB/c. Sé-
rum z takovych my3i bude obsahovat anti-anti-Id protilatky,
které vykazuji vazebné vlastnosti kone&né mAb specifické pro
epitop R-PTPazy. Anti-Id protilatky tudiZ vykazuji jejich idio-
typové epitopy nebo ,idiotopy" strukturné& podobné hodnocenému

epitop, jako jsou polypeptidy Streptococcus pyogenes.

[0083] Termin ,protilédtka“™ také zahrnuje intaktni molekuly
stejné jako fragmenty, jako je Fab, které jsou schopné vazat
antigen. Fragmenty Fab neobsahuji Fc fragment intaktni proti-
latky, rychleji mizi z ob&hu a vykazuji niZ3i nespecifické na-
vazani ve srovnadni s intaktni protilatkou (jak se popisuje

v publikaci Wahl et al., 1983, J. Nucl. Med. 24:316-325). Je
vhodné, Ze Fab a jiné fragmenty protilatky pouZitelné podle
pfedmétného vyndlezu se mohou pouZit k detekci a kvantifikaci
polypeptidl N. meningitidis v souladu se zplsoby pro intaktni

molekuly protilatky.

[0084] Protilatky podle pfedmé€tného vynalezu, jako anti-
idiotypové (,anti-Id"“) protilatky se mohou pouZit ve zplsobu
1lé&by nebo k prevenci Neisseria infekce u sav&ich hostiteln,
ktery zahrnuje aplikaci imunologicky G&inného mnoZstvi proti-

latky, specifické pro polypeptid, jak se zde popisuje. Anti-Id
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protilatka se mtZe také pouZit jako imunogen k vyvolani imunit-
ni odezvy u je3té jiného zvifete, které produkuje tzv. anti-
anti-Id protildtku. Anti-anti-Id protiladtka miZe byt epitopem
shodnd s plvodni mAb, ktera vyvolava anti-Id. TudiZ pouZitim
protilatek k idiotypovym determinantdm mAb je moZné identifiko-

vat jiné klony exprimujici protilatky shodné specifity.

[0085] Protilatky se pouZily rGznymi zpusoby, napf. pro potvr-

zeni, Ze protein se exprimoval nebo ke zjisténi, kde se protein
exprimoval. Znacenad protiladtka (napf. fluorescen&ni znacdeni pro
FACS) se miZe inkubovat s intaktni bakterii a pfitomnost znacky

na bakteridlnim povrchu potvrdi lokaci proteinu.

[0086] Protilatky vytvofené proti polypeptidim podle vynalezu
se mohou ziskat aplikaci polypeptidd nebo fragmentd nesouci
epitop, analogll nebo bunék zvifeti pouZitim rutinnich protoko-
1. P¥i pfipravé monoklondlnich protildtek se miZe pouzZit libo-
volny zpusob poskytujici protilatky kontinudlni kultivaci bu-

nécné linie.
Polynukleotidy

[0087] Jako s proteiny podle predmé&tného vynalezu polynukleotid
podle pfedmétného vynalezu miZe obsahovat sekvenci nukleové ky-
seliny, kterd je shodnd s libovolnou z referen&nich sekvenci
&islovanymi lichymi &isly SEQ ID NO: 57, 55, 59, které jsou
100% shodné nebo mohou zahrnovat aZ fadu zmén nukleotidl ve
srovndni s referenéni sekvenci. Takové zmény se vybraly ze sku-
piny zahrnujici alesponi deleci, substituci jednoho nukleotidu
zahrnujici transici a transverzi nebo za¢lenéni a kde uvedena
zm&na se muZe objevit v poloze na 5'nebo 3 konci referenéni
nukleotidové sekvence nebo kdekoliv mezi témito uvedenymi polo-
hami referen&ni nukleotidové sekvence nebo kdekoliv mezi té&mito

termindlnimi polohami, roztrouSenymi jednotlivé mezi nukleotidy
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v referenéni sekvenci nebo v jedné nebo vice kontinudlnich sku-
pin v referen&ni sekvenci. Rada zmé&n nukleotidl se stanovila
nasobenim celkového poétu nukleotidd v libovolné sekvenci &is-
lované lichymi &isly SEQ ID NO: 57, 55, 59 ¢&iselnym procentem
pfisluidné procentudlni shody (déleno 100) a ode&tenim uvedeného
vysledku od uvedeného celkového poétu nukleotidd v uvedené sek-

venci.

[0088] Izolovany polynukleotid N. meningitidis obsahujici poly-
nukleotidovou sekvenci, ktera vykazuje alesponn 70 % shodu

s libovolnou sekvenci nukleové kyseliny SEQ ID NO: I-253; jeho
degenerovanou variantu nebo jeho fragment, kde polynukleotidova
sekvence miZe zahrnovat aZ n, zmén nukleové kyseliny v celé ob-
lasti polynukleotidu sekvence nukleové kyseliny SEQ ID NO: 1 az

253, n, je maximdlni pocet zmén a vypocital se podle vzorce:

Na = Xo—(X4*Y),

kde x, je celkovy pocet nukleovych kyselin libovolné sekvence

z SEQ ID NO: 1 aZ 253 a y vykazuje hodnotu 0,70, kde libovolny
vysledek, kterym neni celé &islo x, a y, se zaokrouhlil na nej-
bliZ3i niZ3i celé &islo a pak se odecetl od x,. Samozfejmé& y ma-
Ze také vykazovat hodnotu 0,80 v pripadé 80 %, 0,85 v pfipadé
85 %, 0,90 v pfipadé 90 %, 0,95 v pfipadé& 95 % atd.. Zmé&na po-
lynukleotidové sekvence kédujici polypeptidy obsahujici amino-
kyselinové sekvence libovolné z SEQ ID NO: 2 aZ 252 miZe tvofit
nonsense, missense nebo frameshift muatce v této kédujici sek-
venci a tim se zméni polypeptid kédovany polynukleotidem po ta-

kové zméné.

[0089] V jistych provedenich pfedmétného vynédlezu se popisuji
polynukleotidy (zde oznacené jako ,polynukleotidy 2086" nebo
~ORF2086 polynukleotidy™), které kéduji proteiny 2086. Ve vy-
hodnych provedenich izolovanym polynukleotidem podle pfedmé&tné-
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ho vynalezu je polynukleotid obsahujici nukleotidovou sekvenci
vykazujici alespon p¥ibliZné 95 % shodu s nukleotidovou sekven-
ci vybranou z jedné ze sekvenci &islovanych lichym &islem SEQ
ID NO: 57, 55, 59, jeji degenerované varianty nebo fragmentu.
»~Degenerovand varianta"“ se definuje jako polynukleotid, ktery
se 1i581 od nukleotidové sekvence zobrazené v sekvenci &islované
lichym &islem SEQ ID NO: 57, 55, 59 (a jeji fragmenty) zplsobe-
né degeneraci genetického kédu, ale stale kdéduje stejny protein
2086 (to znamend sekvence ¢islovand lichym &islem SEQ ID NO:
58, 56, 60) jako ta kdédovana nukleotidovou sekvenci zobrazenou

v sekvenci ¢&islovanou lichym ¢islem SEQ ID NO: 57, 55, 59.

[0090] V jinych provedenich polynukleotid je komplementarni

s nukleotidovou sekvenci vybranou z jedné sekvence ¢islované
lichym &islem SEQ ID NO: 57, 55, 59 a jeji degenerativni vari-
anty nebo fragmentu. V je3té jiném provedeni polynukleotid se
vybral ze skupiny obsahujici DNA, chromozomalni DNA, cDNA a RNA

a miZe dale obsahovat heterologni nukleotidy.

[0091] Je vyhodné, Ze polynukleotidy 2086 se mohou ziskat

z prirozeného, syntetického nebo semi-syntetického zdroje; déle
nukleotidovou sekvenci mbZe byt pfirozené& se vyskytujici sek-
vence nebo miZe souviset mutaci, zahrnujici substituce, delece,
inzerce a inverze jediné nebo vice bazi s takovou pfirozené se
vyskytujici sekvenci, coZ umoZifiuje, Ze molekula nukleové kyse-
liny obsahujici takovou sekvenci je schopna se exprimovat jako
imunogenni poylpeptid, jak se zde popisuje. Molekulou nukleové
kyseliny miZe byt RNA, DNA, jednofetézcovad nebo dvoutetézcova,
linedrni nebo kovalentné& uzavifend kruhovad forma. Nukleotidova
sekvence miZe obsahovat sekvence ¥idici expresi v sousedici po-
loze, takové Fidici sekvence se obvykle ziskaly z heterologniho

zdroje. V obecném pripadé rekombinantni exprese sekvence nukle-
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ové kyseliny podle tohoto vyndlezu pouZije sekvenci stop kodo-

nu, jako je TAA na konci sekvence nukleové kyseliny.

[0092] Také se zde popisuji polynukleotidy schopné hybridizovat
za podminek s redukovanou pfisnosti, vyhodné&ji za p¥isnych pod-
minek a nejvyhodnéji za velmi p¥isnych podminek se zde popsany-
mi polynukleotidy. Pfiklady pfisnych podminek jsou zobrazeny
v tabulce dédle v textu: velmi pfisné podminky odpovidaji napf.
podminkdm A aZ F; pfisné podminky jsou odpovidajici nap¥. pod-
minkdm G-L; a podminky s redukovanou pfisnosti odpovidaji napt.

podminkam M-R.

Tabulka I - prisnost podminek hybridizace

Pfisnost |Hybrid po- |Délka Teplota hybridiza- |Teplota pro-
podminek |lynukloeti- (hybridu ce a pufry myvani a
du (bp)* pufry”

A DNA:DNA > 50 65EC; 1xSSC -nebo [65EC;
- 42EC; 1xSsC, 50 |0,3xSsC
% formamid

B DNA: DNA < 50 Tase 1xS5C Ta; 1xSSC

c DNA:RNA > 50 67EC; 1xSSC -or- 67EC;
45EC; 1xSSC, 50 % |0,3xSSC
formamid

D DNA:RNA < 50 Tps 1xSSC Tps 1xSSC

E RNA:RNA > 50 70EC; 1xSSC -nebo [70EC;
-50EC; 1xSsC, 50 % |0,3xSsSC
formamid

F RNA: RNA < 50 Ty 1xSSC Te¢; 1xSSC
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Pf¥isnost |Hybrid po- |Délka Teplota hybridiza- |Teplota pro-
podminek |lynukloeti- |hybridu ce a pufry myvani a
du (bp) * pufry®

G DNA:DNA > 50 65EC; 4xSSC -nebo- [65EC; 1xSSC
42EC; 4xSSC, 50 %
formamid

H DNA: DNA < 50 Tys 4xSSC Ty; 4xSSC

i DNA:RNA > 50 67EC; 4xSSC -nebo- |67EC; 1xSSC
45EC; 4xSSC, 50 %
formamid

J DNA:RNA < 50 Tir 4x85C Tas: SwSol

K RNA:RNA > 50 70EC; 4xSSC -nebo- |67TEC; 1xSSC
SUEC; 4x88C, 50 %
formamid

L RNA:RNA < 50 Ti2 2x85C Ti7 2x88C

M DNA:DNA > 50 50EC; 4xSSC -nebo- |50EC; 2xSSC
40EC; 6xS8C, 50 %
formamid

N DNA:DNA < 50 Ty; 6xSSC Ty; 6xSSC

0 DNA:RNA > 50 55EC; 4xSSC —-nebo |55EC; 2xSSC
-42EC; 6xSSC, 50 %
formamid

P DNA:RNA < 50 Te; 6xSSC Tps 6xX88C

Q RNA:RNA > 50 60EC; 4xSSC -nebo- |60EC; 2xSSC
45EC; 6xSSC, 50 %
formamid

R RNA: RNA < 50 Tr; 4xSSC Ta; 4xSSC
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Pfisnost |Hybrid po- |Délka Teplota hybridiza- [Teplota pro-
podminek [lynukloeti- |hybridu ce a pufry myvani a
du (bp)* pufry”

I

bp ¢
hybridizujicich polynukleotidl. Pokud hybridizuje polynukleotid

Délka hybridu je ta pfedpokladana pro hybridizované oblasti

s cilovym polynukleotidem s neznamou sekvenci, pfedpokladana
dé}ka hybridu je délka hybridizujiciho polynukleotidu. Pokud
hybridizuji polynukleotidy se znamou sekvenci délka hybridu se
miZe stanovit parovanim sekvenci polynukleotidd a identifikaci
oblasti nebo oblasti optimalni sekvenéni komplementarity.

pufr®: SSPE (1xSSPE je 0,15 M NaCl, 10 mM NaH;PO; a 1,25 mM EDTA,
pH 7,4) se miZe substituovat SSC (1xSSC je 0,15 M NaCl a 15 mM
citrat sodny) v hybridiza¢nim a promyvacim pufru; promyti se
provedlo 15 minut po ukonc¢eni hybridizace.

Tg aZ Tr: Teplota hybridizace v pfipadé hybridld s délkou nizsi
neZ 50 pard bazi by mé€la byt o 5-10EC niZ5i neZ teplota téani
(Tn) hybridu, kde T, se stanovila podle nasledujici rovnice.

V piipadé hybridi krat3$ich neZ 18 pard bazi TLR(EC) = 2(# A + T
bazi) + 4(# G + C bazi). V pfipadé hybridd mezi 18 a 49 pary
bazi Tn(EC) = 81,5 + 16,6(logig[Na’] + 0,41(% G+C) - (600/N), kde
N je po&et bazi v hybridu a [Na’'] je koncentrace sodnych iontt

v hybridizaénim pufru ([Na'] pro 1xSSC = 0,165 M).

[0093] Dal3i p¥iklady prisnych podminek pro hybridizaci poly-
nukleotidli jsou uvedeny v publikaci Sambrook, J., E.F. Fritsch,
and T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
chapters 9 and 11, and Current Protocols in Molecular Biology,
1995, F.M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc.,
sections 2.10 and 6.3~-6.4.
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[0094] Také se zde popisuji polynukleotidy, které jsou zcela
komplementdrni s témito polynukleotidy, také poskytuji antisen-

se sekvence.

[0095] Polynukleotid podle vyndlezu se pfipravil ¥fadou zpusobu
(napf. chemickou syntézou, s knihoven DNA, ze samotného organi-
zmu) a miZe mit rGzné formy (napf. jednorfetézcové, dvouretézco-
vé, vektory, sondy, primery). Termin ,polynukleotid™ zahrnuje

DNA a RNA a také jejich analogy, jako jsou ty obsahujici modi-

fikované zakladni struktury.
Fazni proteiny

[0096] Také se popisuji fuazni proteiny. Termin ,flzni protein"“
znamend protein kédovany dvéma, Casto nepfibuznymi faznimi geny
nebo jejich fragmenty. Fuizni proteiny obsahujici napf#. kon-
stantni oblast molekul imunoglobulinu spolu s jinym imunogennim
proteinem nebo s jeho €a&sti. V mnoha pfipadech pouZiti Fc ob-
lasti imunoglobulinu jako ¢&a&sti fazniho proteinu je vyhodné pfi
pouZiti v terapii a diagnostice vedouci nap¥. ke zlep3eni far-
makokinetickych vlastnosti (jak se popisuje napf. v dokumentu
EP 0 232 262 Al). Na druhou stranu v p¥ipadé& nékterych pouzZiti
bude nutné umoZnit deleci Fc ¢asti po expresi, detekci a &isté-
ni fazniho proteinu. Polynukleotidy 2086 podle vynalezu se pou-
Zivaly k rekombinantni produkci polypeptidd podle pfedmé&tného
vynadlezu. Polynukleotid m@Ze zahrnovat samotnou kédujici sek-
venci zralého polypeptidu nebo kédujici sekvenci zralého poly-
peptidu ve ¢tecim rémci s jinymi kdédujicimi sekvencemi, jako
jsou ty kbédujici zralého polypeptidu ve &tecim ramci s jinymi
kédujicimi sekvencemi, jako jsou ty kdédujici vedouci nebo se-
kreéni sekvenci, pre-nebo pro-nebo prepro-proteinovou sekvenci
nebo jiné €4&sti fuzniho peptidu. Napf. miZe byt kdédovadna marke-
rovad sekvence, kterd umoZiiuje &isténi polypeptidu 2086 nebo fu-

zovaného polypeptidu (jak se popisuje v publikaci Gentz et al.,
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1989). Predmétny vyndlez tudiZ popisuje pfipravu polynukleotidd
kédujici fazni polypeptidy umoZiujici €isSténi produktl exprese
na zakladé znacky His-tag. Polynukleotid miZe také obsahovat
nekédujici 5°a 3 sekvence, jako jsou prepsané nepfekléddané sek-
vence, signaly sestfihu a polyadenylaé&ni signaly. Takovy fuzo-
vany polypeptid miZe vzniknout transformaci/transfekci nebo in-
fekci hostitelské buniky klonovacim vehikulem rekombinantni DNA,
jak se popisuje didle v textu a miZe se nasledné izolovat

z hostitelské bunky, aby se ziskal fuzovany polypeptid, ktery

v podstaté neobsahuje jiné proteiny hostitelské buriky.
Imunogenni prostredky

[0097] Jedno provedeni pfedmé&tného vyndlezu popisuje imunogenni
prostfedky, které obsahuji alespon jeden protein 2086, jak se
definuje v pfipojenych narocich nebo uvedené proteiny kdéddujici
nukleovou kyselinu. Zminéné prostfedky vykazuji schopnost (1)
vyvolat baktericidni protildtky k wvice kmentm; (2) reagovat

s povrchem vice kment; (3) udélit pasivni ochranu proti Zivé

¢elendZi; a/nebo (4) ptredchézet kolonizaci.

[0098] Formulace takovych imunogennich prostfedkl jsou dobfe
znadmy v oboru. Imunogenni prostf¥edky podle vynalezu s vyhodou
zahrnuji farmaceuticky pfijatelny nosi&. Vhodné farmaceuticky
ptijatelni nosi&i a/nebo fedidla zahrnuji libovolné a v3echna
b&Zn& rozpoustédla, disperzni média, plnidla, pevné nosice,
vodné roztoky, potahovaci &inidla, antibakteridlni a antifun-
gédlni &inidla, izotonicka ¢inidla a &inidla oddalujici absorpci
a podobné. Vhodni farmaceuticky p¥ijatelni nosi&i zahrnuji
napf. jednu nebo vic elatek z voda, fyziologicky roztok, fyzio-
logicky roztok pufrovany fosforeCnanem, dextréza, glycerol,
ethanocl a podobné, stejné jak jejich kombinace. Farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ muZe dale obsahovat minoritni mnoZstvi pomoc-

nych latek, jako jsou smaleci nebo emulgaé&ni ¢&inidla, konzer-
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vaéni &inidla nebo pufry, které prodluZuji dobu uskladnéni nebo
u€innost protilatky. Pfiprava a pouZiti farmaceuticky pfijatel-
nych nosiéd jsou dobfe znadmy v oboru. S vyjimkou libovolného
bé&Zného média nebo ¢inidla, které neni kompatibilni s aktivni
sloZkou, jejich pouZiti v imunogennich prostfedcich je obsahem

pfedmétného vynalezu.

[0099] Takové imunogenni prostfedky se mohou aplikovat parente-
radlné, napf. injekci bud subkutanné nebo intramuskuladrné, stej-
né jako ordlné nebo intranazédlné. Zplsoby intramuskuldrni imu-
nizace se popisuji v publikaci Wolff et al. a Sedegah et al..
Jiné médy aplikace napf¥. pouZivaji bez omezeni orédlni formula-
ce, pulmonarni formulace, ¢ipky a transdermdlni aplikace. Oral-
ni formulace napf¥. zahrnuji bez omezeni norm&lné pouZivané ek-
cipienty, jako je nap¥. mannitol, laktéza, 3krob, stearat ho-
fe€naty, natrium sacharin, celuléza, uhlic¢itan hofeénaty a po-
dobné. V3echny slouceniny odpovidaji &istotou farmaceutickému

pouziti.

[0100] Imunogenni prostfedky podle vynalezu zahrnuji jedno nebo
vice adjuvans zahrnujici bez omezeni hydroxid hlinity, fosfo-
re¢nan hlinity, STIMULON™ QS-21 (Aquila Biopharmaceuticals,
Inc., Framingham, MA); MPL™ (3-0-deacylovany monofosforyllipid
A; Corixa, Hamilton, MT), 529 (aminocalkylglukosaminfosfat, Co-
rixa, Hamilton, MT), IL-12 (Genetics Institute, Cambridge, MA);
GM-CSF (Immunex Corp., Seattle, Washington); N-acetylmuramyl-L-
theronyl-D-isoglutamin (thr-MDP); N-acetyl-nor-muramyl-L-
alanyl-D-isoglutamin (CGP 11637, oznaceny jako nor-MDP); N-
acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanin-2-(1'-2"-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-hydroxyfosforyloxyethylamin) (CGP
19835A, oznaceny jako MTP-PE); a toxin cholery. Dal3i sloufeni-
ny, které se oznacuji jako netoxické derivaty toxinu cholery

zahrnuji jeho podjednotku A a/nebo konjugaty nebo geneticky
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upravené fuze polypeptidu N. meningitidis s toxinem cholery ne-
bo jeho podjednutku B (,CTB"), pro choleragenoid, fungdlni po-
lysacharid zahrnujici schizofyllan, muramyldipeptid, derivaty
muramyldipeptidu (,MDP"“), forbolestery, teplem labilni toxin E.

coli, blokové polymery nebo saponiny.

[0101] V jistych vyhodnych provedenich proteiny podle tohoto
vynadlezu se pouZivaly v imunogennim prostfedku k ordlni aplika-
ci, které zahrnuji mukozalni adjuvans a uZivaly se k 1é&bé nebo
prevenci infekce N. meningitidis v lidském hostiteli. Mukozalni
adjuvans miZe byt toxin cholery; av3ak s vyhodou mukoza&lnim ad-
juvans jinym neZ toxin cholery, které se pouZivaji v souladu

s ptfedmétnym vyndlezem, zahrnuji netoxické derivaty holotoxinu
cholery, kde podjednotka A se mutagenizovala, chemicky modifi-
kovany toxin cholery nebo pfibuzné proteiny produkované modifi-
kaci aminokyselinové sekvence toxinu cholery. V pfipadé& toxinu
cholery, ktery se miZe zvla3té pouzZit p¥i pripravé imunogenniho
prostfedku podle tohoto vyndlezu, mutantni holotoxin cholery
E29H, jak se popisuje v uvefejnéné mezindrodni p¥ihlasce WO
00/18434. Ty se mohou pfidat nebo konjugovat s polypeptidy
podle pfedmétného vynalezu. Stejné postupy se mohou aplikovat

v pfipadé jinych molekul s mukozalnim adjuvans nebo

s vlastnosmi zavedeni, jako je teplem labilni toxin Escherichia
coli (LT). Mohou se také pouZit jiné slouceniny s mukozadlnim
adjuvans nebo zavadéci aktivitou, jako je Zlué&; polykationty,
jako je DEAE-dextran a polyornithin; detergenty, jako je natri-
um dodecylbenzensulfat; lipid-konjugované materialy; antibioti-
ka, jako je streptomycin; vitamin A; a jiné sloucéeniny, které
méni strukturdlni nebo funk&ni integritu mukozalnich povrcha.
Mohou se pouzit jiné mukozalné aktivni slouceniny zahrnuji de-
rivaty mikrobialni struktury, jako je MDP; akridin a cimetidin.

STIMULON™ QS-21, MPL a IL-12, jak se popisuje shora v textu.
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[0102] Imunogenni prostfedky podle tohoto vyndlezu se mohou za-
vést ve formé& ISCOMS (imunitni stimulaéni komplexy), ISCOMS ob-
sahujici CTB, lipozomy nebo kapsulizované ve slouceninach, jako
jsou akrylaty nebo poly(DL-laktid-ko-glykosid) za vzniku mikro-
sfér velikosti vhodnych k adsorpci. Proteiny podle vyndlezu se

mohou také zac¢lenit do olejovych emulzi.
Mnohonascbné antigeny

[0103] Imunogenni &inidla zahrnujici proteiny, polynukleotidy a
ekvivalenty podle pfedmétného vynédlezu se mohou aplikovat jako
jediny aktivni imunogen v imunogenni prostfedku nebo v jiném
piipadé prostfedek miZe zahrnovat jiné aktivni imunogeny zahr-
nujici imunogenni polypeptidy Neisseria sp. nebo imunologicky
aktivni proteiny jednoho nebo vice mikrobialnich patogenu
(napf. bez omezeni virus, prion, bakterie nebo fungi) nebokap-
sularni polysacharid. Prostfedky mohou obsahovat jeden nebo vi-
ce pozZadovanych proteinti, fragmentd nebo farmaceutickych slou-
¢enin, jak je nutné pro vybranou indikaci. Stejnym zplsobem
prostfedky podle tohoto vynalezu, které pouZivaji jednu nebo
vice nukleovych kyselin v imunogennim prostfedku mohou také za-
hrnovat nukleové kyseliny, které kéduji stejnou diverzni skupi-

nu proteinli, jak se uvadi shora v textu.

[0104] Pfedmé&tny vynalez popisuje libovolny imunogenni prostfe-
dek s vice antigeny nebo multivalentni imunogenni prostfedek.
Prostfedky definované v pfipojenych narocich mohou obsahovat
kombinace dvou nebo vice proteint 2086, kombinace proteint 2086
s jednim nebo vice proteiny PorA, kombinaci proteinu 2086

s meningokoky seroskupiny A, C, Y a W135 polysaccharidy a/nebo
polysacharidové konjugaty, kombinaci proteinu 2086

s meningokoky a pneumokoky nebo kombinaci libovolnych sloudeni-

ny uvedenych shora v textu ve form& vhodné pro mukozalni zava-
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déni. Pro odborniky je jednoduché formulovat takovy multi-

antigenni nebo multivalentni imunologické prostifedky.

[0105] Pfedmétny vynalez také zahrnuje multi-imunizaéni reZimy,

kde libovolny prostfedek pouZitelny proti patogenu se miZe kom-

binovat s prostfedky podle pfedmétného vynalezu. Napfiklad, pa-

cientovi se mhZe bez omezeni aplikovat imunogenni prostfedek
podle pfedmétného vynalezu a jiny imunologicky prostfedek

k imunizaci proti S. Pneumoniae, jako ¢ast multi-imunizaé&niho

rezimu. Odbornik je schopen snadno vybrat imunogenni prostfedky

k pouZiti ve spojeni s imunogennimi prostfedky podle pfedmétné-

ho vynalezu za G&elem vyvinout a implementovat multi-im®hiza&ni

rezimy.

[0106] Specificka provedeni tohoto vynalezu popisuji pouzZiti
jednoho nebo vice polypeptidd podle uvedeného vynalezu nebo
nukleové kyseliny je kédujici, v prostfedku nebo jako Cast 1lé-
Cebného reZimu k prevenci nebo zmirnéni infekce S. Pneumoniae.
Odbornik miZe kombinovat polypeptidy 2086 nebo polynukleotidy
2086 s libovolnym imunogennim prostfedkem k pouZiti proti in-
fekci S. pneumonaie. Odbornik miZe také kombinovat polypeptidy
2086 nebo polynukleotidy 2086 s libovolnou jinou proteinovou

nebo polysacharidovou meningokokalni vakcinou.

[0107] Polypeptidy 2086, fragmenty a ekvivalenty se mohou pou-

Zit jako c¢ast konjugovaného imunogenniho prostfedku; kde jeden

nebo vice proteinu nebo polypeptidi se konjugovalo s nosiem za

ucelem vytvofit prostfedek, ktery vykazuje imunogenni vlastnos-

ti proti nékolika serotypim a/nebo proti nékolika nemocem.
V jiném pfipadé jeden z polypeptidi 2086 se muZe pouZit jako

nosi¢ v pfipadé jinych imunogennich polypeptida.
[0108] Pfedmétny vyndlez popisuje zplsob vyvolavajici imunitni

odezvy u savcu, ktefi obsahuji krok aplikace imunogenniho pro-
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stfedku podle pfedmétného wvynalezu savci. Imunogenni prostfedek
je prostfedek, ktery je antigenni u o3etfenych zvifat nebo 1lidi
tak, Ze imunologicky G&inné mnoZstvi polypeptidu obsaZeného

v takovém prostfedku nese sebou poZadovanou imunitni odezwvu
proti infekci N. meningitidis. Vyhodnd provedeni popisuji zpt-
sob léc¢by, zahrnuiji zmirnéni nebo prevenci infekce N. meningi-
tidis u Clovéka, ktery zahrnuje imunologicky u&inné mnoZstvi

prostfedku.

[0109] Zde pouZivany termin ,imunologicky G&inné mnoZstvi“ zna-
menad aplikaci takového mnoZstvi savci (s vyhodou &lovéku) bud
v jediné davce, nebo jako &&st série davek dostatecné

k vytvofeni imunitni odezvy oSetfeného jedince, kterd redukuje
klinicky vliv bakteridlni infekce. MuZe se pohybovat v rozmezi
od minimédlniho sniZeni bakterii aZ k prevenci infekce.

V ided&lnim pfipadé o3Setfeny jedinec uZ vice nevykazuje vazné
klinické znaky bakteri&dlni infekce. Davka miZe kolisat

v zavislosti na specifickych podminkdch jedince. Toto mnoZstvi
se miZe stanovit v rutinnich studiich nebo jinym zplsobem zna-

mym v oboru.

[0110] Jiny specificky aspekt pfedmétného vynalezu popisuje po-
uziti jako imunogenniho prostfedku vektoru nebo plazmidu, ktery
exprimuje protein podle vynalezu nebo jeho imunogenni ¢ast.

V souladu s dalsim provedenim tento vyndlez popisuje zplsob vy-
volani imunitni odezvy u savce, kterd zahrnuje zavedeni vektoru
nebo plazmidu savci exprimujici alesponi jeden izolovany poly-
peptid 2086. Protein podle pfedmétného vyndlezu se miuZe zavést
savci pouZitim Zivého vektoru zvlasté pouzitim Zivych rekombi-
nantnich bakterii, vird nebo jinych Zivych agens, ktera obsahu-
ji geneticky materidl nezbytny k expresi polypeptidu nebo imu-

nogenni &asti jako ciziho polypeptidu.

Virové a nevirové vektory
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[0111] Vyhodnymi vektory, zvlasté& pro bunééné testy in vitro a
in vivo, jsou virové vektory, jako je lentivirus, retrovirus,
herpesvirus, adenovirus, adneo-asociovany virus, virus vakci-
nie, bakulovirus a jiné rekombinantni viry s poZadovanym buné&g&-
nym tropismem. TudiZ nukleové& kyselina kédujici protein 2086
nebo jeho imunogenni fragment se maZe zavést in vivo, ex vivo
nebo in vitro pouZitim virového vektoru nebo pfimym zavedenim
DNA. Exprese do cilovych tké&ni se miZe ovlivnit cilenim trans-
genniho vektoru do specifickych bunék s virovym vektorem nebo
receptorovym ligandem nebo pouZitim tkanové specifického promo-
toru nebo obou. Zavedeni cilového genu se popisuje v publikaci
PCT &. WO 95/28494.

[0112] Virové vektory béZné uZivané k in vivo nebo ex vivo ci-
leni a terapii jsou vektory zaloZené na DNA a retrovirové vek-
tory. Zplsoby pro konstrukci a pouZiti virovych vektorl jsou
znamy v oboru (jak se popisuje napf. v publikaci Miller and
Rosman, BioTechniques, 1992, 7:980-990). Virové vektory vykazu-
ji s vyhodou defekt replikace, coZ znamend, Ze se nemohou auto-
nomné& replikovat v cilové bufice. Replikaé&né& defektivni virus je
s vyhodou minimalni virus, to znamena, Ze si ponechava pouze
sekvence svého genomu, které jsou nezbytné ke enkapsulizaci ge-

nomu za vzniku virovych &astic.

[0113] DNA virové vektory zahrnuji atenuovany nebo defektni DNA
virus, jako je bez omezeni virus herpes simplex (HSV), papilo-
mavirus, Epstein-Barrové virus (EBV), adenovirus, adeno-
asociovany virus (AAV) a podobné. Vyhodné jsou defektni viry,
které zcela nebo skoro zcela neobsahuji virové geny. Defektni
virus neni infekéni po zavedeni do bunky. PouZiti defektniho
virového vektoru umoZfnuje aplikaci bunfikam ve specifické, loka-
lizované oblasti, aniZ se uvaZuje, Ze vektor infikuje jiné bufi-

ky. TudiZ specifikad tkan se miZe specificky cilit. P¥iklady ur-

EP 2 341 063
09 E13117.docx



- 77 - g

¢itych vektorl zahrnuji bez omezeni defektni vektor herpes viru
1 (HSV-1) (jak se popisuje v publikaci Kaplitt et al., Molec.
Cell. Neurosci., 1991, 2:320-330), defektni vektor herpes vi-
rus, kterému chybi gen glykoproteinu L nebo jiné defektivni
vektory herpes virus (PCT pfihlaska WO 94/21807 a WO 92/05263);
atenuovany adenovirovy vektor, jako je vektor popsany v publi-
kaci Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin. Invest., 1992,
90:626-630; také se popisuje v publikaci La Salle et al.,
Science, 1993, 259:988-990); a defektni adeno-asociovany virovy
vektor (jak se popisuje v publikaci Samulski et al., J. Virol.,
1987, 61:3096-3101; Samulski et al., J. Virol., 1989, 63:3822-
3828; Lebkowski et al., Mol. Cell. Biol., 1988, 8:3988-3996).

[0114] RGzné firmy komeréné produkuji virové vektory zahrnujici
bez omezeni Avigen, Inc. (Alameda, CA; AAV vektory), Cell Ge-
nesys (Foster City, CA; retrovirové, adenovirové, AAV vektory a
lentivirové vektory), Clontech (retrovirové a bakulovirové vek-
tory), Genovo, Inc. (Sharon Hill, PA; adenovirové a AAV vekto-
ry), Genvec (adenovirové vektory), IntroGene (Leiden, Nizozem-
sko; adenovirové vektory), Molecular Medicine (retrovirové,
adenovirové, AAV vektory a herpes virus vektory), Norgen (ade-
novirové vektory), Oxford BioMedica (Oxford, UK; lentivirové
vektory) a Transgene (Strasbourg, Francie; adenovirové, retro-

virové a lentivirové vektory, vakcinie).

[0115] Adenovirové vektory. Adenoviry jsou eukaryontni DNA vi-
ry, které se mohou modifikovat pro G¢inné zavadéni nukleové ky-
seliny podle uvedeného vyndlezu do rlznych buné&énych typu.
Existuji rtzné sérotypy adenovirid. Z téchto sérotypl se prefe-
ruje podle pfedmétného vyndlezu pouziti lidského adenoviru typ
2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5) nebo adenovira zvifeciho puvodu (jak
se popisuje v PCT publikaci &. WO 94/26914). Tyto adenoviry

zvifeciho ptvodu, které se mohou pouZit v rozsahu vynalezu, za-
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hrnuji adenoviry psiho, bovinniho, my8iho (nap#¥. Mavl, jak se
popisuje v publikaci Beard et al., Virology, 1990, 75-81), ov-
¢iho, prasec¢iho, pta¢iho a opi¢iho puvodu (napf. SAV).

S vyhodou adenovirem zvifeciho pavodu je psi adenovirus,

s vyhodou CAV2 adenovirus (napf. Manhattan nebo kmen A26/61,
ATCC VR-800). Rizné replikacné defektni adenoviry a minimalni
adenovirové vektory se popisuji (PCT pfihlasky &. WO 94/26914,
WO 95/02697, WO 94/28938, WO 94/28152, WO 94/12649, WO
95/02697, WO 96/22378). Replikacné defektni rekombinantni ade-
noviry v souladu s vyndlezem se mohou pfipravit libovolnym zpl-
sobem znamym v oboru (jak se popisuje v publikaci Levrero et
al., Gene, 1991, 101:195; European Publication No. EP 185 573;
Graham, EMBO J., 1984, 3:2917; Graham et al., J. Gen. Virol.,
1977, 36:59). Rekombinantni adenoviry se ziskaly a &istily pou-
Zitim standardnich molekuldrnich biologickych postupt, které

jsou znamy v oboru.

[0116] Adeno-asociované viry. Adeno-asociované viry (AAV) jsou
DNA viry relativné malé velikosti, které se mohou integrovat
stabilné a mistné specifickym zpusobem do genomu bunék, které
infikuji. Jsou schopny infikovat Siroké spektrum bunék, aniZ
vyvblévaji libovolny u¢inek na buné&&ny rist, morfologii nebo
diferenciaci a nepodileji se na patologii &lovéka. Genom AAV se
klonoval, sekvenoval a charakterizoval. Popisuje se pouZiti
vektort ziskanych z AAV pro transfer gend in vitro a in vivo
jak se popisuje v PCT pfihlésSce ¢. WO 91/18088 a WO 93/09239;
patent USA &. 4,797,368 a 5,139,941; pfihla3ka Evropského pa-
tentu &. EP 488 528). Replikac¢né defektni rekombinantni AAV
podle vyndlezu se mohou pfipravit ko-transfekci plazmidu, ktery
obsahuje sekvenci nukleové kyseliny, ktera je stfedem zajmu,
lemovanou dvéma oblastmi invertované termindlni repetice (ITR)
AAV a plasmidu nesouciho AAV enkapsidované geny (geny rep a

can) do buné&Zné linie, kterd se infikovala lidskym pomocnym vi-
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rem (napf. adenovirem). Produkované AAV rekombinanty se pak

¢istily standardnimi postupy.

[0117] Retrovirové vektory. V jiné implementaci predm&tného vy-
nalezu nukleovad kyselina se miZe zavést do retrovirového vekto-
ru, jak se nap¥. popisuje v patentu USA &. 5,399,346; Mann et
al., Cell, 1983, 33:153; patent USA &. 4,650,764 a 4,980,289;
Markowitz et al., J. Virol., 1988, 62:1120; patent USA &.
5,124,263; pfihladka Evropského patentu &. EP 453 242 a EP178
220; Bernstein et al., Genet. Eng., 1985, 7:235; McCormick, Bi-
oTechnology, 1985, 3:689; pfihlaska PCT &. WO 95/07358; a Kuo
et al., Blood, 1993, B82:845. Retroviry jsou integrac¢ni viry,
které infikuji délici se buniky. Retrovirovy genom zahrnuje dvé
LTR, enkapsidovanou sekvenci a tfi kdébdujici oblasti (gag, peol a
env.). V rekombinantnich retrovirovych vektorech geny gag, pol
a env se v obecném pripadé celé nebo &aste&né deletovaly a na-
hradily se sekvenci heterologni nukleové kyseliny, které je
stfedem z&jmu. Tyto vektory se mohou zkonstruovat z rGznych ty-
pl retrovirli, jako je HIV, MoMulV (,virus my$3i Moloney leukémie
" MSV (,virus my3iho Moloney sarkomu"), HaSV (,virus Harvey
sarkomu"); SNV (,virus nekrézy sleziny“); RSV (,virus Rousova
sarkomu ") a Friendiv virus. V pfedchozim stavu techniky se po-
pisuji vhodné pakovaci buné&&né linie PA317 (patent USA &.
4,861,719); PsiCRIP bunéc¢né linie (PCT p¥ihla3ka ¢. WO
90/02806) a buné¢néd linie GP+envAm-12 (PCT pfihlaska &. WO
89/07150). Dale, rekombinantni retrovirové vektory mohou obsa-
hovat modifikace v LTR k potlaceni transkripéni aktivity, stej-
né jako extenzivni enkapsidaci sekvenci, které mohou zahrnovat
¢ast gag genu (Bender et al., J. Virol., 1987, 61:1639). Rekom-
binantni retrovirové vektory se Cistily standardnimi postupy

znadmymi v oboru.
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[0118] Retrovirové vektory se zkonstruovaly, aby fungovaly jako
infek&ni &a&stice nebo se podrobily transfekci v jednom cyklu.

V prvnim pfipadé virus se modifikoval, aby si ponechal v3echny
své geny s vyjimkou téch, které jsou odpovédné za onkogenni
vlastnosti transformace a exprimuji heterologni geny. Neinfeké&-
ni virové vektory se upravily, aby se poSkodil signal baleni
virl, ale viry si ponechaly strukturni geny, aby doSlo

ke sbaleni spole&né& zavedeného viru upraveného tak, aby obsaho-
val heterologni gen a balici signaly. Takto produkované wvirové

¢astice nejsou schopny produkovat dal3i wvirus.

[0119] Do retrovirovych vektori se mohou také zavést DNA viry,
které umoZfiuji retrovirovou replikaci v jednom cyklu a amplifi-
kuji a&innost transfekce (jak se popisuje v PCT p¥ihla3kach &.

WO 95/22617, WO 95/26411, WO 96/39036 a WO 97/19182).

[0120] Lentivirové vektory. V jiné implementaci pfedmétného vy-
ndlezu se mohou pouZit lentivirové vektory jako &inidla pro
pfimé zavedeni a stdlou expresi transgenu v nékolika typech
tkéni, kteréd zahrnuji mozek, retinu, svaly, jatra a krev. Vek-
tory mohou u¢inné transdukovat délici se a nedé&lici se burky

v uvedenych tk&nich a ovliviiuji dlouhodobou expresi genu, ktery
je stfedem z&jmu. Souhrn se uvadi v publikaci Naldini, Curr.
Opin. Biotechnol., 1998, 9:457-63; také se popisuje v publikaci
Zufferey, et al., J. Virol., 1998, 72:9873-80). Lentivirové ba-
lici bunéé&né linie jsou dostupné a jsou znamé v oboru. UmoZfiuji
produkci vysokého titru lentivirovych vektord pro genovou tera-
pii. P¥ikladem je tetracyklinem indikovatelna VSV-G pseudotypo-
vand lentivirus balici bunéénd linie, kterd miZe vytvofit viro-
vé &astice s titry vyS35imi neZ 106 IU/ml pro alespon 3 aZ 4 dny
(jak se popisuje v publikaci Kafri, et al., J. Virol., 1999,

73: 576-584). Vektor produkovany indukovatelnou bunénou linii
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se muZe koncentrovat, jak je potfeba pro G€innou transdukci ne-

délicich se bunék in vitro a in vivo.

[0121] Nevirové vektory. V jiné implementaci pfedmé&tného vyné-
lezu vektor se muZe zavést in vivo lipofekci, jako nah&d DNA ne-
bo s jinym ¢inidlem umoZfiujicim transfekci (peptidy, polymery
até.). Syntetické kationtové lipidy se mohou pouZit k pfipravé
lipozomi in vivo transfekci genu kédujiciho merker (jak se po-
pisuje v publikaci Felgner, et. al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 1987, 84:7413-7417; Felgner and Ringold, Science, 1989,
337:387-388; Mackey, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
1988, 85:8027-8031; Ulmer et al., Science, 1993, 259:1745-
1748) . PouzZitelné lipidové sloucCeniny a prostfedky pro transfer
nukleovych kyselin se popisuji v pf¥ihlasce PCT &. WO 95/18863 a
WO 96/17823 a v patentu USA ¢&. 5,459,127. Lipidy se mohou che-
micky spojovat s jinymi molekulami pro Ucely cileni (jak se po-
pisuje v publikaci Mackey, et. al., citace uvedend shora

v textu). Cilové peptidy napf. hormony nebo neurotransmitery a
proteiny, jako jsou protilatky nebo ne-peptidové molekuly se

mohou spojovat s lipozomy chemicky.

[0122] Jiné molekuly se mohou pouZzit k transfekci nukleové ky-
seliny in vivo, jako je kationicky oligopeptid (napf. pfihlaska
PCT &. WO 95/21931), peptidy ziskané z proteinl vazajicich DNA
(napf. pfihlaska PCT &. WO 96/25508) nebo kationicky polymer
(napf. pfihla3ka PCT &. WO 95/21931).

[0}23] Je také moZné zavést vektor in vivo jako nahy DNA
plazmid. Nahé DNA vektory pro ucely vakciny nebo genovou tera-
pii se mohou zavést do poZadovanych hostitelskych bunék zpasoby
zndmymi v oboru, napf. elektroporaci, mikroinjekci, bunéc&nou
fuzi, DEAE destranem, srdZenim fosforeCnanem vapenatym, pouzi-
tim genového déla nebo pouZitim transportéru DNA vektoru (napf.

jak se popisuje v publikaci Wu et al., J. Biol. Chem., 1992,
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267:963-967; Wu and Wu, J. Biol. Chem., 1988, 263:14621-14624;
ptihlaska patentu Kanady ¢&¢. 2,012,311; Williams et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1991, 88:2726-2730). Mohou se také pouzZit
pEistupy zavadéni DNA zprostfedkované receptorem (jak se popi-
suje v publikaci Curiel et al., Hum. Gene Ther., 1992, 3:147-
154; Wu and Wu, J. Biol. Chem., 1987, 262:4429-4432). Patent
USA &. 5,580,859 a 5,589,466 popisuje zavedeni exogennich sek-
venci DNA bez &inidel umoZfiujicich transfekci do savci.

V souCasné dobé& se popisuje elektrotransfer DNA s relativné
nizkym napétim, vysokou U&innosti in vivo postupu (Mir et al.,
C.P. Acad. Sci., 1988, 321:893; PCT pfihlaska &. WO 99/01157;
WO 99/01158; WO 99/01175). Dalsi provedeni pfedmétného vynalezu
popisuje zplsob vyvolani imunitni odezvy u clovéka, ktery zahr-
nuje aplikaci uvedenému ¢&lovéku mnoZstvi molekuly DNA kédujici
polypeptid 2086 v tomto vyndlezu, eventudln& s &inidlem umoZiu-
jicim transfekci, pfiCemZ uvedeny polypeptid, pokud se exprimu-
je, si ponechdvd imunogennost a pokud se za¢leni do imunogenni-
ho prostfedku a aplikuje se &lové&ku, poskytuje ochranu bez
zhor&eni onemocnéni p¥i nasledné infekci ¢lovéka patogenem Ne-
isseria sp., jako je N. meningitidis. Cinidla umoZfiujici
transfekci jsou zndma& v oboru a zahrnuji bupivikain a jind lo-
kdlni anestetika (napf¥. se popisuje v patentu USA &. 5,739,118)
a kationické polyaminy (jak se popisuje v mezindrodni patentové
ptihlasce WO 96/10038).

[0124] Pfedm&tny vynédlez také popisuje protilatku, ktera mize
byt bud monoklondlni nebo polyklonalni specifickd& pro proteiny
2086, jak se popisuje shora v textu. Takové protilatky mohou

vznikat zplsoby, které jsou dobfe znamy v oboru.
Bakterialni expresivni systémy a plazmidy

[0125] Tento vynédlez také popisuje rekombinantni molekulu DNA,

jako je vektor nebo plazmid, kterd obsahuje sekvenci fidici ex-
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presi vykazujici promotorovou sekvenci a inicidtorové sekvence
a nukleotidovou sekvenci, ktera kéduje polypeptid podle pied-
mé&tného vynalezu, nukleotidovou sekvenci lokalizovanou na
3°konci promotorové a inicidtorové sekvence. V jiném provedeni
pfedmétného vynadlezu se popisuje klonovaci vehikulum rekombi-
nantni DNA schopné exprimovat polypeptid 2086 obsahujici sek-
venci fidici expresi vykazujici promotorové a inicidtorové sek-
vence a nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje polypeptid 2086,
nukleotiodovu sekvenci lokalizovanou na 3 promotorové a inicia-
torvé sekvence. V dal3im provedeni se popisuje hostitelska buifi-
ka obsahujici klonovaci vehikulum rekombinantni DNA a/nebo re-
kombinantni molekulu DNA, jak se popisuje shora v textu. Vhodné
sekvence fidici expresy a kombinace hostitelska bunka/
klonovaci vehikulum jsou zndmy v oboru a popisuji se napfiklad

v publikaci Sambrook et al. (1989).

[0126] Po konstrukci DNA klonovaciho vehikula a/nebo hostitel-
skych bunék exprimujicich poZadovany polypeptid podle pfedmét-
ného vyndlezu transformaci, transfekci nebo infekci takovych
klonovacich vehikul nebo hostitelskych buné&k plazmidy obsahuji-
cimi odpovidajici polynukleotid 2086, klonovaci vehikuly nebo
hostitelské bunky se kultivovaly za podminek, které umoZfiuji
expresi polypeptidu. Polypeptid se pak izoloval postupem znamym
v oboru a je prakticky bez kontaminujicich sloZek hostitelskych
bunék.

[0127] Zahrnuty jsou néasledujici priklady, aby demonstrovaly
vyhodn& provedeni pfedmétného vyndlezu. Pro odbornika je vhod-
né, Ze postupy popsané v pfikladech, které sledujil reprezenta-
tivni postupy objevené odborniky, funguji v praxi podle pfed-
métného vynadlezu, a tudiZ se mohou povaZovat za vyhodné médy

pro jeho praxi. Pro odbornika je také vyhodné, Ze ve specific-
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kém provedeni je moZné provést fadu zmén a stale je moZné do-

sahnout podobného vysledku.
PRIKLADY
Priklad 1

Identifikace proteinového extraktu z membrany Neisserii schop-

ného vyvolat baktericidni protilatky proti heterolognim kmenum:

[0128] S odkazem na tabulku II dale v textu pfipravky obsahuji-
ci proteiny vnéj3i membrédny s depleci LOS vyvolavaji bakteri-
cidni protilatky. Tyto protilatky jsou Casto urceny proti PorA
odpovidajiciho kmene. Pfipravky z vnéj3i membrany s depelci LOS
ze séroskupiny B meningokovych kmenu 8529 (B:15:P1.7b,3) jsou
neobvyklé, protoZe neocekdvané vyvolavaji baktericidni proti-

latky proti nékolika heterolognim kmentm.

Tabulka II

BC aktivita Anti-sOMPS proti ruznym kmenum N. meningitidis

Anti-serum tyden |H44/76 |5315|H355 [M982 880049 8529" NMB
6

Serosubtyp P1.7,16 (P1.5|P1.15|P1.9|P1.4 .3 ?1.8,2
sOMP H44/76 25 pg |1,000 < 50|< 50 | 50|< 50 980 < 50
QS-21 20pg

sOMP 5315 25 ng 50 < 50 |<50 < 50i< 50 21710 [|<59
QS-21 20 ng

sOMP H355 25 ng < 50 < 50 (450 < 50|< S0 860 < 50
QsS-21 20 ng

sOMPs M982 25 ng |92 < 50(< 50 |300 (< 50 1 100 < 50
QsS-21 20 ng
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BC aktivita Anti-sOMPS proti ruznym

kmenum N. meningitidis

Anti-serum tyden |H44/76 |5315|H355 |M982 (880049 8529" NMB

6

sSOMP 880049 25 pg (50 < 50|< 50 |< 50|< 50 |1 190 < 50
QS-21 20 ng

SOMP 8529 25 pg |1,000 |< 50450 |50 [215 >4 050 |< 50
QS-21 20 ng (81,7)

SOMP 2996 25 pg |< 50 < 50|< 50 [< 50|< 50 |790 148

QS-21 20 ng

Kontrolni sérum |450 50 |100 |500 [150 >1 350 |952

z celych bunék 25 (66,0)

Bpg 3DMPL 25 ng

[0129] Aby se umoZnila izolace a charakterizace antigenl odpo-
vé&dnych za vyvolani heterolognich baktericidnich protiléatek,
identifikovaly jsme, ktery detergent optimaln& extrahoval anti-

gen.
Kmeny a kultivaéni podminky

[0130] N. meningitidis kmen 8529 ze zmrazené zkumavky se nanesl
na GC plotnu. (meningokokovy kmen 8529 se ziskal z The RIVM,
Bilthoven, Nizozemi). Plotna se inkubovala p¥i 36 °C/5 % CO; po
dobu 7,5 hod.. N&kolik kolonii se pouZilo k inokulaci nadoby,
kterad obsahuje 50 ml modifikovaného Frantz media + GC dopliku.
niddoba se inkubovala na micha&ce na vzduchu pfi teploté& 36 °C a
michala se p#i 200 RPM po dobu 4,5 hod.. 5 ml se pouZilo

k inokulaci Fernbachovy nadoby, kterd obsahuje 450 ml modifiko-
vaného Frantzov média + GC doplnék. Nadoba se inkubovala na mi-
cha&ce na vzduchu p¥i teploté& 36 °C a michala se pfi 100 RPM 11

hod.. Cely objem 450 ml se pouZilo k inokulaci 8,5 1 modifiko-
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vaného Frantzova media + GC doplinku ve fermentoru o objemu 10

|

SloZeni mecdifikovaného Frantzova média:

Kyselina glutamova 1,3 g/l
Cystein A, 02
hydrogenfosforeédnan sodny x 7 H;0 10
Chlorid draselny 0,09
Chlorid sodny 6
Chlorid amonny 1,25
Dialyzovany kvasinkovy extrakt (YE) 40 ml

[0131] (25 % YE roztok dialyzovany proti 5 objemim dH,O pfes noc

a pak se autoklavoval)

GC doplnék 100X, sterilizace filtraci

Dextréza 400 g/1
Glutamova kyselina 10
kokarboxylaza 0,02
dusicnan Zelezity 0,5

[0132] Béhem fermentace se fidily nasledujici parametry: teplo-

ta 36 °C; pH=7,4; rozpustény kyslik 20 %. Ke kontrole tvorby

pény se pfidalo nékolik kapek P-2000 ¢inidla proti tvorbé pény.

Kultura se kultivovala do dosaZeni stacionarni féaze. Bufiky se

shromdzdily centrifugaci p¥i OD650 = 5,25. Celkem 100 aZ 300

grami mokré bunécné pasty se v typickém pfipadé& shromazdilo

z kultury o objemu 8,5 1.
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Parcialni éisténi proteinovych frakci s vnéjsi membrany
z meningokoku, které vyvolavaji heterologni baktericidni proti-
latky:

[0133] 100 g mokré hmotnosti buné&k se suspendovalo v objemu od-
povidajicim pétindasobku hmotnosti s 10 mM HEPES-NaOH, pH7,4,

1 mM Na2EDTA a lyzovaly se pasazi pres mikorfluidizer 110Y vy-
baveny komorou pfi ~18 000 psi. Buné&lny lyzat se ¢irfil a bunéc-
ny obal se izoloval centrifugaci p¥i 300 000x g po dobu 1 hodi-
na pfi teploté& 10 °C. Buné&cné obaly se promyly 2x stejnym
pufrem a suspendovaly se v homogenizeru a pak se centrifugovaly
zpusobem popsanym shora v textu. Buné&cné obaly se pak extraho-
valy 320 ml1 1 % (hm./V) Triton X-100 v 10 mM HEPES-NaOH, pH
7,4, 1 mM MgCl,. S odkazem na tabulku III dale v textu vysledky
ze sekvenéni diferencidlni extrakce detergentem pouZitim Triton
X-100 a Zwittergent 3-14 nésledované imunizaci my3i umoZnily
stanovit, Ze triton extrahuje optimdlné kandidata, ktery je
stfedem z4jmu. Tento extrakt s tritonem X-100 umoZfiujici bakte-
ricidni protildtkovou odezvu proti 4 z pé&ti kmend uvedenych

v tabulce III, se pak se rozdélil na frakce preparativni izoe-
lektrofukuzaci (IEF) v jednotce BioRad Rotophor. Koncentrace
amfolytu byly 1 % pH 3 aZ 10 smichané s 1 % pH 4-6. Jak je zob-
razeno v tabulce III, zjistilo se, Ze nékolik frakci vyvolava
heterologni bakteriocidni odezvu. Frakce ziskané z IEF, které
fokusovaly v pH v rozmezi 5,5 aZ 7,8 vyvolaly heterologni ode-
zvu k vét3iné kmenl v bakteriocidnim testu. Spojené IEF frakce
se koncentrovaly a amfolyty se odstranily sraZenim ethanolem.
Dal3iho &i&téni se dosadhlo adsorbci nékterého z proteind ziska-
ného v rozmezi pH pfibliZné 5,5 aZ 7,8 na aniontovymé&nné koloné
a porovndnim bakteriocidni aktivity ziskané po imunizaci mys$i

s adsorbovanym a neadsorbovanym proteinem. S odkazem na tabulku

II, zatimco se Fada proteini adsorbovala na aniontovymé&nnou
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pryskyfici, proteiny, které se neadsorbovaly na kolonu, vyvola-
valy vice heterologni baktericidni protiléatky.
Tabulka III
BCso cillovy kmen
zplsob frakce H44/76 |880049 |H355|539* |[M982
LOS-deplece sOMP 1 000 (215 450 |NC 50
Extrakce deter- |Cytoplazmaticky 200 NT NT NT NT
gentem extrakt
TX-100 >800 >800 >800 [>800 |<25

Zwittergent 3-12 400 >25 100 (400 |<25

Zwittergent 3-14 <25 NT NT NT NT

Zw.3-14 + NaCl s NT NT NT NT

Sarkosyl s NT NT NT NT

Zw.3-14 + teplo <25 NT NT |NT [NT
Preparativni Frakce 1-3 (pH 50 NT NT NT NT
IEF 2,3-3.%)

Frakce 4 (pH 4,1) >800 <25 100 |<25 |NT

Frakce 5 (pH 4,3) >800 <25 100 (200 |NT

Frakce 6 (pH 4,5) 400 NT NT NT NT
Frakce 7 (pH 4,8) <25 NT NT NT NT
Frakce 8-9 (pH <25 NT NT NT NT
5’ 0_5’ 3)

Frakce 10-17 (pH >800 200 <800 [<800 |NT

5,5-7,8)
aniontovyménné |adsorbovana 400 NT 100 |100 |NT
neadsorbovana >6 400 |NT <800 |<800 |NT
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BCso cilovy kmen
zpuasob frakce H44/76|880049 |H355|539* [M982
LOS-deplece sOMP 1 000 |215 450 [NC 50

NT: nebylo testovéano
*klinicky izolat 539 je kmen homologni s 8529 izolovany ze

stejné epidemie

[0134] Jak je zobrazeno na Obr. 1A, dva hlavni proteiny byly
pfitomné v neadsorbované frakci, jak se stanovilo SDS-PAGE.

K identifikaci téchto proteind se provedly dva typy analyzy.
Jedna analyza se provedla omezenou proteolytickou degradaci
(jak se popisuje na Obr. 1A a 1B) a pak nasledovala izolace
peptidt a pfimym sekvenovanim proteinu. Dal$i analyza se pro-
vedla SDS-PAGE nasledovala gelovd excize, proteolytické Stépeni
a LC-MS/MS (kapalnou chromatografii v tandemu s hmotnostni
sepktrometrii (Obr. 3), aby se ziskaly hmotnostni spektralni
informace v pfipadé sloZek pfipravkl, ktery jsou stfedem z&jmu
(zplsoby mapovani a sekvenovani peptidu se popisuji pozdéji

v této sekci).

[0135] Sangerova genomova sekvence N. meningitidis A se analy-
zovala pouzitim zplsobl a algoritmi popsanych v publikaci Za-
gursky and Russell, 2001, BioTechniques, 31:636-659. Tato ana-
lyza poskytla pfes vice neZ 12 00 otevfenych c¢tecich ramct
(ORF) . Jak pfimd sekvenéni data, tak i data ziskand hmotnostni
spektrometrii uvedena shora v textu indikovala, Ze hlavni sloZ-
ky neadsorbované frakce byly produkty nékolika ORF prezentova-
nych v analyze Sangerovy databaze. Tfi pfevladajici proteiny
identifikované touto metodologii odpovidaji ORF 4431, 5163 a
2086 (Obr. 1B a 3).
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[0136] Ackoliv ORF 4431 byl nejvice pfevladajici protein iden-
tifikovany ve frakcich, my3i protildtky k rekombinantnimu lipi-
dovanému 4431 nebyl baktericidni a neposkytoval protektivni

odezvu ve zvifecim modelu. Dal3i analyza ORF 5163 probihA&.

[0137] Druh& nejvice pfrevladajici zde popsanad sloZka pfipravkl

odpovida produktu ORF 2086.
Zpusoby imunogennosti
Priprava séra:

[0138] Kde neni uvedeno jinak, proteinovy prostfedek/vakciny se
formulovaly s 25 pg celkového proteinu a upravily se adjuvans

20 pg Q0S-21. Davka 0,2 ml se aplikovala subkutéanni injekci (do
hyZdé) samicim my$i Swiss-Webster 6 aZ 8 tydnt starych v tydnu
0 a 4. Krev se shromdZdila v tydnu 0 a 4 a v tydnu 6 se proved-

lo kone&né vykrvaceni.
Baktericidni test:

[0139] Baktericidni testy se provedly potencionalné, jak se po-
pisuje (Mountzouros and Howell, 2000, J. Clin. Microbiol.
38(8):2878-2884). Protildtka-dependentni baktericidni titry
zprostfedkované komplementem v pripadé& SBA se vyjadfily jako
pfevracend hodnota nejvy33iho fedéni testovaného séra, ktera

Q

usmrti 50 % cilovych bunék zavedenych do testd (BCsy titr).
Zpusoby pouzivané k identifikaci proteinu 2086:
Stépeni kyanidem bromnym a pfimé sekvenovani fragmentu:

[0140] S3té&peni kyanidem bromnym aniontovymé&nné neadsorbované
frakce (AEUF). AEUF se srazZel s 90 % chlazenym ethanolem a pak
se rozpustil v 10 mg/ml kyanidu bromného v 70 % kyseliné mra-

ven¢i, aby koncentrace proteinu byla 1 mg/ml. Reakce se proved-
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la pfes noc pfi teplot& mistnosti ve tmé&. Sté&peny produkt se
susil ve vakuu a pelety se rozpustily s HE/0,1 % redukovaném
TX-100. SDS-PAGE nasledovany sekvenovanim N-termindlnich amino-

kyselin se pouZila k identifikaci sloZek této frakce.

§tépeni proteazou/reverzni faze/N-terminalni sekvenovani

k identifikaci slozek:

[0141] AEUF se 3tépilo bud GluC (V8), LysC nebo ArgC. Pomér
proteinu ku enzymu byl 30 ug ku 1 ug. Sté&peni se provedlo pfi
teploté 37 °C pfes noc. Smés 3tépeného proteinu (30 ug) prochéa-
zela kolonou Aquapore RF-300 s velikosti péra 7 mikrond a piky
se shromaZdily manudlné. Provedlo se slepé stanoveni bez pro-
teinu a odpovidajici piky se odeetly od hodnot z chromatogramu
vzorku. Piky, které se vyskytuji pouze ve vzorcich, se analyzo-
valy hmotnostnim spektrometrem a ty vzorky vykazujici é&istou

hmotu se analyzovaly sekvenovadnim N-termindlnich aminokyselin.
Sekvenovani N-terminalnich aminokyselin:

[0142] V pfipadé pruhl vyfiznutych z blotu se vzorek proteinu
pfenesl z SDS gelu na membrdnu PVDF, barvil se amidovou &erni
(10 % kyselina octova, 0,1 % amidovd Cerfi v deionizované vodé)
a odbarvily se 10 % kyselinou octovou. Pruh poZadovaného pro-
teinu se pak vyfizl ze v3ech deseti linii pouZitim methanolem
oSetfeného skalpelu nebo mini-Exacto noZem a umistily se do re-
akéni kartridZe Applied Biosystems 477A Protein Sequencer.

V ptipadé pfimého sekvenovani v roztoku se usporadala Prosorb
kartridZ a PVDF se smacela 60 pl methanolu. PVDF se promyla 50
pl deionizované vody a vzorek (50 pl) se nanesl na PVDF. 50 pl
deionizované vody se pouZilo k promyti vzorku Prosorb PVDF se
vynal, su3il se a umistil se do reak&ni kartridZe Applied Bi-
osystems 477A Protein Sequencer. V pfipadé obou zplUsobl Applied

Biosystems N-terminal Sequencer se provedl za optimalnich blo-
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ta¢nich podminek 12 a vice cyklld (1 cyklus slepé stanoveni,

1 cyklus standard a 10 nebo vice cyklid identifikace poZadované-
ho zbytku) a PTH-aminokyselinova detekce se provedla na pfi-
stroji Applied Biosystems 120A PTH Analyzer. Cykly se shromaz-
dily na analogovém zaznamendvacim za¥izeni tak i digitdlné po-
moci softwaru za¥izeni. Uspofédani aminokyselin se provedlo po-
uZitim analogu a digitalnich dat porovnanim standardni sady
PTH-aminokyselin a jejich reten&nich &asi na analyzéru (cystei-
nové zbytky se bé&hem konverze poru3ily a nejsou detekovany).

Z jediného zbytku je moZné ziskat vice sekvenénich informaci a
primarné verzus sekundarni pfifazeni provedené na zakladé in-

tenzity signéalu.
LC-MS/MS

[0143] Proteinové vzorky se &istily pomoci IEF se dale analyzo-
valy elektroforézou na SDS-polyakrylamidovém gelu. Proteiny se
vizualizovaly barvenim Coomaasievou mod¥i a pruhy, které jsou
stfedem z&jmu, se manualné vy¥izly, pak se redukovaly, alkylo-
valy a Stépily se trypsinem (Promega, madison, WI) in situ po-
uZitim automatizovaného robota pro Stépeni trypsinem v gelu
(1). Po Stépeni se peptidové extrakty koncentrovaly na koneény
objem 10 aZ 20 pl pouzitim Savant Speed Vac Concentrator (Ther-
moQuest, Holdbrook, NY).

[0144] Peptidové extrakty se analyzovaly na automatizované mik-
roelektrosprejové HPLC s reverzni fazi. Struéné&, mikroelektro-
sprejové rozmezi tvofi Picofrit fuzovand jehla s oxidem kfemi-
¢itym v délce 50 cm ID 75 um, 8 um prumér clony (New Objective,
Cambridge MA) naplnéna Casticemi 10 pm s reverzni fazi C18
(YMC, Wilmington, NC) do délky 10 cm. Jehla Picofrit se umisti-
la do noside optickych vlaken (Melles Griot, Irvine, CA) umis-
t&ném na bazi pfed detektorem hmotnostniho spektrometru. Zadni

&ast kolony se zaplombovala titanovym spojem, aby se umoZnilo
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elektrické pfipojeni pro elektrosprejovaci rozhrani. Spoj se
spojil s délkou flzované kfemicité kapilary (FCS) se zafizenim
pro automaticky odbér vzorkll FAMOS (LC-Packings, San Francisco,
CA), ktery se spojil s Cerpadlem rozpou3tédlo pro HPLC ABI
140C, Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Cerpadlo HPLC rozpou3té&dla
doddvalo tok 50 pl /min, ktery se redukoval na 250 nl/min. pou-
Zitim PEEK nepropustného rozdé&lovace ve tvaru T (Upchurch
Scientific, Oak Harbor, WA) a pak se zavedl do automatického
zafizeni pro odbér vzorkl pouZitim FSC pfenosového potrubi. LC
Gerpadlo a zafizeni pro automaticky odbér vzorkl fidilo pouzi-
tim jejich vnit#nich uZivatlekych programd. Vzorky se umistily
do plastovych zkumavek automatického zatizeni pro odbér vzorku

a vstf¥ikovaly se pouZitim vzorkové smycky o objemu 5 pl.
Mikrokapilarni HPLC-hmotnostni spektrometrie:

[0145] Extrahované peptidy z gelu se separovaly mikrosprejovym
HPLC systémem pouZitim 50 minutového gradientu 0 aZ 50 % roz-
poudté&dla B (A: 0,1 M HoAc, B: 90 % MeCN/O,1 M HoAc). Analyza
peptidu se provedla na hmotnostnim spektrometru Finnigan LCQ se
zdchytem iontd (ThermoQuest, San Jose, CA) pracujicim pfi
sprejovém napéti 1,5 kV a pouZitim teploty pro zahtati kapilér
150 °C. Data se ziskala v automatizovaném MS/MS médu pouZitim
softwaru pro ziskdvani dat, ktery poskytuje pfistroj. Zplsob
akvizice zahrnoval 1 MS sken (375-1200 m/z) nésledovany MS/MS
skenem 3 nejvice zastoupenych iontd v MS skenu. Ke zvy3eni po-
&tu peptidovych iontl, které se analyzovaly, se pouZila dyna-
mickd exkluze a izotopovad exkluze (3 amu = 3ifka exkluze, 3
min. = trvani exkluze, 30 sek. = trvani pre-exkluze, 3 amu =
§ifka izotopové exkluze). Automatizovand analyze dat MS/MS se
provedla pouzZitim poc&itacového algoritmu SEQUEST, ktery je sou-
&asti balid¢ku analyzy dat Finnigan Bioworks (ThermoQuest, San

Jose, CA) pouZitim databdze proteint ziskanych z Gplného genomu
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N. meningitidis (od Sanger). Vysledky studie jsou uvedeny na

obr. 3.
1
P¥iklad 2
Klonovani rekombinantniho lipidovaného P2086 (rLP2086) :

A) Prirozena vedouci sekvence:

Zdrojovy material:

[0146] Gen ORF 2086 se amplifikoval PCR z klinického izolé&tu
kmene Neisseria meningitidis seroskupiny B kmene oznaceného
8529. Seroskupina, serotyp a serosubtyp tohoto kmene je zobra-
zen v zavorce; 8529 (B:15, Pl:7b,3). Tento meningokokovy kmen
se ziskal od The RIVM, Bilthoven, Nizozemi. Sekvence genu zra-
lého proteinu 2086 z memnigokokového kmene 8529 je zde oznacen

jako SEQ ID NO: 212.
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PCR amplifikace a klonovaci strategie:

[0147] Vizualni inspekce ORF 2086 indikovala, Ze tento gen vy-
kazoval potencionalni lipoproteinovou signdlni sekvenci. Dalsi
analyza pouZitim Hidden Markov Model Lipoprotein algoritmu po-
tvrdila, Ze ORF 2086 obsahuje lipoproteinovou signdlni sekven-
ci. Za ucCelem rekombinantné& exprimovat P2086 v pfirozené kon-
formaci, oligonukloeitodvé primery se navrhly k amplifikaci ge-
nu v celé délce s lipoproteinovou signalni sekvenci a byly za-
loZené na analyze Sangerovy sekvence pro N. meningitidis A ORF
2086, _(5' primer - CT ATT CTG CAT ATG ACT AGG AGC a 3' primer
- GCGC GGATCC TTA CTG CTT GGC GGC AAG ACC), kterou je SEQ ID
NO. 304 (sloucCenina ¢. 4 624) a respektive SEQ ID NO. 303
(slouCenina ¢. 4 623) (jak se také popisuje v tabulce IV). Gen
2086 se amplifikoval polymerazovou retézcovou reakci (PCR) [ABI
2400 termdlni cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA] z N.
meningitidis kmen 8529. Sprdvna velikost amplifikovaného pro-
duktu se ligovala a klonoval do pCR2.1-TOPO (Invitrogen).
Plazmidovd DNA se Stépila restrikénim enzymem Ndel a BamHI a

¢istila se na gelu a ligovala do vektoru pET-27b(+) (Novagen).

[0148] Zde popsané oligonukleotidové primery se syntetizovaly
na oligonukleotidovém syntetizéru PerSeptive Biosystems, Ap-
plied Biosystems, Foster City CA, pouzZitim B-
kyanoethylfosforamiditu, Applied Biosystems, Foster City CA.
Primery pouzivané pfi amplifikaci PCR rodiny genu ORF 2086 jsou
uvedeny v tabulce IV, kterd ukazuje neomezujici pfiklady prime-

ri podle p¥edmétného vynélezu.
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SEQ ID NO. Primer Sekvence

(sloudenina &. )

303 (4 623) reverzni ggmggggmmmmcnmm@xmmm

304 (4 624) Forward |CTATTCTGCATATGACTAGGAGC

305 {4 625) Forward |AGCAGCGGAGGCGGCGGTGTC

306 (5 005) Forward |TGCCGATGCACTAACCGCACC

207 {5 007) reverzni |CGTTTCGCAACCATCTTCCCG

308 (5 135) reverzni | SABAICTCACTCACTCATTACTOCTTOGC
GGCAAGACCGATATG

309 (5 658) Forward |GCGGATCCAGCGGAGGGGGTGGTGTCGCC

310 (5 660) reverzni | GCECATECTTACTGCTTGGCGGCAAGACC
GATATG

311 (6 3B5) Forward |GCGGATCCAGCGGAGGCGGCGGAAGC
GCGCAGATCTCATATGAGCAGCGGAGGGE

312 (6 406) Forward GTGGTGTCGCCGCCGAYATWGGTGCGGGS
CTTGCCR

313 (6 470) Forward |CTATTCTGCGTATGACTAG

314 (6 472) Reverzni |GTCCGAACGGTAAATTATCGTG

315 (6 473) Forward |GCGGATCCAGCGGAGGCGGCGGTGTCGCC

316 (6 474) FPorward |OEyciCRrsnICRoCGNIEc
GAAGC

317 (6 495) Forward |GACAGCCTGATAAACC

318 (6 496) Reverzni |GATGCCGATTTCGTGAACC

319 (6 543) Reverzni |GCGCATGCCTACTGTTTGCCGGCGATG

320 (6 605) Reverzni | GAGATCTCACTCACTCACTACTGTTTGCC
GGCGATGCCGATTTC

321 (6 721) Forward |GCGCAGATCTCATATGAGCAGCGGAGGCG
GCGGARGCGGAGECGGCGGTGTCACCGCT
GACATAGGCACG
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Exprese lipoproteinu rLP2086 vyuzivajici prirozenou vedouci

sekvenci:

[0149] Na Obr. 5 plazmid pPX7340 se transformoval/transfekoval
nebo infikoval do BLR(DE3) pLysS hostitelskych bunék (Life
Sciences). Vybral se jeden transformant a inokuloval se do 50
ml Terrific Broth obsahujici 2 % glukdzu, kanamycin (30 pg/ml),
chloramfenicol (30 pg/ml) a tetracyklin (12 pg/ml). OD600

v pfipadé kultury pfes noc byla 6,0. Kultura kultivovana pfes
noc se fedila v 1 1 Terrific Broth s 1 % glycerolem a se stej-
nymi antibiotiky. Po&ate&ni OD600 bylo 0,4. Po 2 hodin&ch hod-
nota OD600 byla 1,6 a odebral se pre-indukovany vzorek. Ekviva-
lent bunék, kdy hodnota OD600 = 1, se centrifugoval a odstranil
se supernatant. Pelet z celych bun&k se resuspendoval ve 150 ug
Tris-EDTA pufru a 150 pl 2x SDS-PAGE vzorkového pufru. Ke ko-
ne&né koncentraci se pfidal IPTG v koncentraci 1 mM. Po 3,5 ho-
dinach se odebral vzorek po indukci a analyzoval se SDS-PAGE
(Obr. 4).

Cisténi rLP2086:

[0150] rLP2086 se ziskal z E. coli po diferencidlni extrakci
detergentem. Na rozdil od P2086 rLP2086 nebyl ve svém pfiroze-
ném prostfedi podstatné rozpustny v Triton X-100 nebo Zwitter-
gent 3-12. Hmota rLP2086 se rozpustila se sarkosylem, coZ indi-
kuje, Ze reaguje se sloZkami vnéj3i membrény E. coli rozdilné
neZ N. meningitidis. Po rozpu3téni se rLP2086 &istil podobné
jako pfirozeny protein. Tim se odstranila fada kontaminujicih
proteint E. coli adsorbci na anionotvymé&nné pryskyfici p¥i pH
8. Navzdory tomu, Ze je vy33i neZ jedna polovina pH jednotky
jeho teoretické pI rLP2086 zUstdvad neadsorbovan pfi pH8. Dile
€isténi se dosdhlo adsorpci rLP2086 na kationtovymé&nnou prysky-
riei pri pH 4,5.
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[0151] Homogenita rLP2086 po SDS-PAGE je zobrazena na Obr. 2.
Hodnota hmotnosti rLP2086 stanovend hmotnostni spektralni ana-
lyzou MALDI-TOF je 27 836. Tato hmotnost se 1i3i od teoretické
hmotnosti 27 100 o 736, které se pfibliZuji hmotnosti N-
termindlni lipidové modifikace bé&Zné pro bakteridlni lipopro-
teiny. Jak pfirozeny tak rLP2086 se jevi jako lipoproteiny
vnéjsi membrany. Pokus s N-termindlnim sekvenovéanim se blokoval

a to odpovida termindlni modifikaci.
Zpusoby ¢isténi

[0152] Zmrazené pelety bunék BLR DE3 pLysS exprimujici P2086 se
resuspendovaly v 10 mM HEPES-NaOH/1mM EDTA/inhibitor protedzy 1
ug/ml Pefabloc SC (Roche) pH 7,4 (HEP) pfi 20 ml/g vlhké hmot-
nosti bunék a lyzovaly se v mikrofluidizeru (Microfluidics Cor-
poration Model 110Y). Buné&&ny lyzat se centrifugoval pfi
150,000 x g jednu hodinu. Pelet se dvakrat promyl HEP a dvakréat
se centrifugoval a vysledny membranovy pelet se pfes noc zamra-
zil. Pelet se rozpustil v 10 mM HEPES-NaOH/1l mM MgCl2/1 % TX-
100 pH 7,4 po dobu 30 minut, pak nasleduje centrifugace p¥i 150
000 x g po dobu 30 minut. To se opakovalo trikrat. Membréanovy
pelet se promyl, jak se uvadi shora v textu, jak se uvadi shora
v textu dvakrat s 50 mM Tris-HC1l/5 mM EDTA/1 % Zwittergent 3-12
pH 8, nésleduji dvé promyti 50mM Tris-HCl/5 mM EDTA/l % Zwit-
tergent 3-14 pH 8 a 50 mM Tris-HC1l/5 mM EDTA/1 % Zwittergent
3-14/0,5M NaCl pH 8.

[0153] rLP2086 se pak rozpustil s 50 mM Tris-HCl1l/5 mM EDTA/ 1 %
sarkosyl pH 8. Tento sarkosylovy extrakt se upravil 1 % Zwit-
tergent 3-14 (Z3-14) a dialyzoval se dvakrat proti 30-
tindsobnému nadbytku 50 mM Tris-HCI/5 mM EDTA/1 % Z3-14. Dialy-
zovany extrakt rLP2086 se srazel 90 % ethanolem, aby se odstra-
nil zbyvajici sarkosyl a rozpustil se v 50 mM Tris-HC1l/5 mM
EDTA/ 1 % Z3-14 pH 8 (TEZ). Nerozpustny materidl se odstranil
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centrifugaci a supernatant proSel aniontovymé&nnou chromatogra-
fickou kolonou a rLP2086 se shromdZdil v nevazané frakci. Neva-
zany materidl se pak dialyzoval dvakrat proti 30-ti né&sobnému
nadbytku 25 mM NaAc/l % Z3-14 pH 4,5 prosel kationtovyménnou
chromatografickou kolonou. rLP2086 se eluoval s gradientem 0-
0,3 M NaCl a analyzoval se SDS-PAGE (barveni podle Coomassie).
Stanovilo se, Ze rLP2086 je z 84 % Cisty laserovou densitomet-

z

rig.

Pevrchovad reaktivita a baktericidni aktivita antiséra k rLP2086
subrodiny B

[0154] S odkazem na tabulku VII antiséra k &i3ténému rLP2086 ze
subrodiny B kmen 8529 demonstroval povrchovou reaktivitu ke
vSem deseti kmenlm 2086 subrodiny B testované v testu ELISA

z celych bunék. Baktericidni aktivita se detekovala proti devi-
ti z desiti kmentm 2086 subrodiny B exprimujici heterologni se-
rosubtypové antigeny, PorA. Tyto kmeny jsou reprezentativni
kmeny zplUsobujici meningokokové onemocnéni séroskupina B po ce-
lé zapadni Evropé, v Americe, Australii a na Novém Zélandu.
Pouze kmen 870227, ktery nebyl usmrcen v baktericidnim testu,
reagoval silné s anti-rLP2086 sérem (subrodina B) v testu ELISA
pouZzitim celych bunék, coZ indikuje, Ze tento kmen exprimuje

protein s epitopy béZnymi pro P2086.

[0155] U kmenl 2086 subrodiny A uvedené v tabulce VII se také
testovala povrchova reaktivita v testu ELISA pouZitim celych
bunék. Dva ze tfi té&chto kmenl se jevi, Ze vykazuji velmi niz-
kou reaktivitu, coZ indikuje, Ze néktery kmen 2086 subrodiny A
neni zkfiZené reaktivni s protildtkami vzniklymi proti rLP2086
subrodiny B. Postup PCR amplifikace pouZivany k identifikaci
genu 2086 subrodiny B z kmene 8529 se také provedl v pfipadé
kmenti 870446, NMB a 6557. Detekoval se produkt amplifikace ¢&.
2086 subrodina B PCR.
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Zpusoby imunogennosti:
Priprava antiséra:

[0156] Vakciny se formulovaly, jak se popisuje dfive napf.

v ptikladu 1. PouZila se v3ak davka 10 ug.
Test ELISA s celymi bunkami:

[0157] Suspenze celych buné&k N. meningitidis se fedila, aby
hodnota optické hustoty byla 0,1 pfi 620 nm ve sterilnim 0,01 M
fosforeénanu, 0,137 M NaCl, 0,002 M KC1 (PBS). Z téchto suspen-
zi 0,1 ml se pfidalo do kaZdé prohlubné na destidkdch Nunc Bac
T s 96 prohlubnémi (kat. # 2-69620). Bufiky se su3ily pfi teplo-
té& mistnosti po dobu tfi dni a pak se pfekryly a pifeklopily a
uchovéavaly pfi teploté 4 °C. Desti&ky se promyly t¥ikrat promy-
vacim pufrem (0,01 M Tris-HC1l, 0,139 M NaCl/KCl, 0,1 % dodecyl-
poly(oxyethylerenglykolether), n=23 (Brij-35®, dostupny od firmy
ICI Americas, Inc., Wilmington, Delaware), pH 7,0-7,4). Redéni
antiséra se pripravilo v PBS, 0,05 % Tween-20/azid a 0,1 ml se
pfeneslo na potaZené destiky. Destidky se inkubovaly dvé hodi-
ny pfi teploté& 37 °C. Destilky se promyly t¥ikrat v promyvacim
pufru. Kozi anti-my3i IgG AP (Southern Biotech) se fedily 1:1
500 v PBS/0,05 % Tween-20, do kaZdé prohlubné& se pfidalo 0,1 ml
a desticky se inkubovaly p#i teploté 37 °C 2 hodiny. Destidky
se promyly (jak se uvaddi shora v textu). Roztok substratu se
pfipravil fedé€nim para-nitrofenylfosfétu (Sigma) v 1 M dietha-
nolamin/0,5 mM MgCl; aZ 1 mg/ml. Substradt se pfidal na destidky
do kaZdé prohlubné 0,1 ml a destic¢ky se inkubovaly p¥i teploté
mistnosti jednu hodinu. Reakce se zastavila pfidanim 50
pl/prohlubenn 3N NaOH a desticky se odeCitaly p¥i 405 nm

s referencni hodnotou pf#i 690 nm.

B) Vedouci sekvence P4:
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PCR amplifikace a klonovaci strategie:

[0158] Za uUcelem optimalizovat expresi rLP2086 gen 2086 se klo-
noval za signélni sekvenci P4 netypovatelného Haemophilus in-
fluenzae (jak se popisuje v publikaci Green et al., 1991). Pri-
mery uZivané ke klonovani lipoproteinu jsou uvedeny v tabulce
IV a identifikovaly se slouceninou &. 5658, 5660, 6473, 6543 a
6385. ORF 2086 se amplifikoval z N. meningitidis B kmen 8529
pouZitim primerd s ndsledujici slouceninou &. 5658 a 5660. ORF
2086 se amplifikoval z N. meningitidis seroskupina B kmen CDC
1573 pouZitim primerd s nasledujici slouceninou &. 6385 a 5660.
ORF 2086 se amplifikoval z N. meningitidis seroskupina B kmen
2996 pouZitim primert s nasledujici sloucéeninou &. 6473 a 6543.
N-terminalni (5') primery se navrhly, aby byly homologni

s genem zralého proteinu 2086 (zac¢ind v poloze serinového zbyt-
ku v poloze aminokyseliny &. 3 pravé downstream cysteinu). Mis-
to rozeznavané restrikénim enzymem BamHI (GGATTC) se zaclenilo
na 5' konec kazdého N-termindlniho primeru a vysledkem je in-
zerce glycinového zbytku ve zralém proteinu v poloze aminokyse-
liny 2. C-termindlni (3') primery se navrhly, aby byly homolo-
gni s C-termindlnim koncem genu 2086 a zahrnovaly stop kodon
stejné jako misto rozeznavané restrikénim enzymem Sphl pro uce-
ly klonovani. Amplifikovany fragment z kmene N. meningitidis B
se klonoval do do¢asného vektoru a provedl se skrining sekvenc-

ni analyzou.

[0159] Plazmidova DNA ze spravnych klonl se 3tépila restriké&ni-
mi enzymy BamHI a SphI (New England Biolabs, (NEB)). Vektor
oznac¢eny pLP339 se vybral jako expresivni vektor. Tento vektor
vyuzivad zakladni strukturu pBAD18-Cm (jak se popisuije

v publikaci Beckwith et al., 1995) a obsahuje P4 lipoproteino=-

vou signalni sekvenci a gen P4 netypovatelného Haemophilus in-
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fluenzae (jak se popisuje v publikaci Green et al., 1991). Vek-
tor pLP339 se Castecné S5tépil restrikénimi enzymy BamHI a pak
se 5tépil restrikénim enzymem SphI. Amplifikované fragmenty
2086 (BamHI/SphI) se kaZdy ligoval oddé&lené do vektoru pLP339
(Céaste¢né BamHI/SphI). Tato klonovaci strategie umistila gen
zralého 2086 za signalni sekvenci lipoproteinu P4. Misto roze-
znavané restrikénim enzymem BamHI zUstavad v klonovacim spojeni
mezi signdlni sekvenci P4 a genem 2086 (konstrukce plazmidu
zobrazend na Obr. 7). Nasleduje p¥fiklad sekvence v klonovacim

spojeni BamHI:

[P4 signalni sekvence]- TGT GGA TCC -[zbyvajici 2086 zrala

nukleokyselinova sekvence]

[P4 signdlni sekvence]- Cys Gly Ser -[zbyvajici 2086 zrald ami-

nokyselinovéd sekvence]

[0160] S odkazem na Obr. 7 se kaZdy amplifikovany fragment klo-
noval do modifikovaného vektoru pBAD 18-Cm obsahujiciho vedouci
sekvenci P4. Fermentace se provedla v rekombinantnim E. coli
BLR pPX7343, ktery exprimuje rP4LP2086 (rekombinantni P4 lipi-
dovany 2086), aby se zvy3ila buné&&nid hustota pfidanim dalsi
glukézy. Fermentor se naplnil 10 1 dplného M9 minim&lniho média

podle publikace Sambrook a doplnil se 1 % glukdzou.

[0161] PoZate&ni koncentrace glukézy ve fermentoru byla 45 g/l.
Fermentor se inokuloval, aby se dosdhlo pocate&niho OD -0, 25.
PEi -OD 25 se p¥idalo 20 g/l glukdzy. Kultura se indukovala 1 %
arabinézou p¥i depleci glukdézy p¥i OD 63,4. fermentace pokraco-
vala 3 hodiny po indukci. Vzorky se odebraly v ¢ase t = 0, 1,
2, 3 po indukci a protein se kvantifikoval pouZitim BSA. V cCase
t = 3 byl vytéZek -0,35 g/1 a 7 % celkového buné&&ného proteinu.
Z kultury o objemu 10 1 se shromdZdilo celkem 895 g vlhké bu-

nééné pasty.
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[0162] Ci3t&ni rP4LP2086 se provedlo pouZitim stejnych zpusobil,

jak se popisuje shora v textu v pfikladu 2 sekce A.
Priklad 3

Vyvoj genetiky pro nelipidovany zraly protein 2086:

[0163] K dal3imu hodnoceni imunogennosti proteinu 2086 se pro-

vedlo klonovani a exprese nelipidované formy P2086.
Amplifikace genu ORF 2086 PCR:

[0164] Oligonukleotidy uZivané k PCR amplifikaci genu nelipido-
vaného 2086 jsou uvedeny v tabulce primer tabulka IV. Gen 2086
z kmene 8529 se amplifikoval s primery idenitifikovanymi slou-
Ceninou ¢&. 5135 a 6406 (SEQ ID NO. 308 respektive 312) jak se
ozna¢ilo v tabulce. Gen 2086 z kmene CDC 1573 se miZe amplifi-
kovat primery idenitifkovanymi sloucCeninou &. 5135 a 6474 (SEQ
ID NO. 308 respektive 316). Gen 2086 z kmene 2996 se miZe am-
plifikovat s primery identifikovanymi slouceninou &. 6406 a

6605 (SEQ ID NO. 312 a respektive 320).

[0165] Rysy té&chto primert zahrnuji v kaZdém primeru syntetické
misto rozeznavané restrik&énim enzymem BglII, syntetické misto
rozeznavané restrikénim enzymem NdeI v sloucdeniné ¢. 5135 a
6605. Primer &. 6406 a 6474 amplifikuje gen 2086 s ATG (Met)
fizovanym s druhym aminotermindlnim kodonem (ACG) reprezentuji-
cim substituci jediné aminokyseliny (nahrazuje TGC Cys) zralého

polypeptidu 2086.

[0166] PCR klonovaci vektor byl TOPO-PCR2.1, Invitrogen, Valen-

cia, CA.

[0167] Vektor uZivany k expresi nelipidovaného proteinu 2086

byl pEt9a z Novagen, Madison, WI.
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[0168] E.coli klonovaci kmen byl Topl0, Invitrogen, Carlsbad,
CA.

[0169] E.coli expresivni kmen byl BLR(DE3)pLysS, Novagen, Madi-
son, WI. [0169]

[0170] Kultivacénim médiem pro uUely klonovani bylo Terrific
Broth tekuté médium nebo agar v souladu s Sambrook et al., s 1
% sterilni glukdézou doplnénou glyceroclem a vhodnymi antibiotiky

(ampicilin nebo kanamycin).

[0171] Cist&ni plazmidu prob&hlo s Qiagen Spin Miniprep Kit
(Valencia, CA).

Priprava produkéniho kmene nebo bunééné linie pro expresi neli-
pidovaného 2086:

[0172] Gen 2086 se amplifikoval polymerdzovou feté&zcovou reakci
(PCR) [AmpliTag a ABI 2400 teplotni cycler, Applied Biosystems,
Foster City, CA] z chromozomalni DNA ziskané z meningokokového
kmene 8529. PCR amplifikace genu 2086 vyuZivala dvou oligo-
nukleotidovych primert v kaZdé reakci idenitifikované slou&eni-
nou ¢. 6474 a 5135 (SEQ ID NO. 316 a 308). Amplifikovany PCR
produkt se klonoval pfimo do TOPO-PCR2.1 klonovaciho vektoru a
selekce se provedla na Terrific Broth agaru doplnéném 100 pg/ml
ampicilinem a 20 pg/ml X-Gal. Vybraly se bilé kolonie a nechaly
se kultivovat. Plazmidovd DNA se pfipravila pouZitim Qiagen mi-
niprep kit a provedl se skrining plazmidu za ucelem stanoveni
inzerce PCR fragmentu. Plazmidy nesouci PCR inzert se vystavily
sekvenovani DNA (Big Dye chemistry pouZitim sekvendtoru ABI377,

Applied Biosystems, Foster City, CA).

[0173] Plazmidy vykazujici spravnou sekvenci DNA se 3tépily re-
strikénimi enzymy BglII a fragment BglII se ¢istil na gelu pou-
Zitim &isticiho kitu GeneClean II (Biol01l, Carlsbad, CA). Cis-
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tény fragment BgIII se klonoval do mista rozeznadvaného restrik-
¢nim enzymem BamHI expresivniho vektoru pET%9a. Selekce kloni
pET9%9a/2086 se provedla na plotnach Terrific Broth doplnénych

30 pg/ml kanamycinem. Klony rezistentni ke kanamycinu se kulti-
vovaly a provedla se miniprep plazmidové DNA. Provedl se skri-
ning plazmidli za uc¢elem vhodné orientace genu 2086 v misté& ro-
zeznavaném restrikénim enzymem BamHI. Sprdvné orientované
plazmidy reprezentuji fuzi T7-antigenu vi&i aminokonci genu
2086 (rP2086T7). Tyto genové fuze rP2086T7 se transformovaly do
BLR (DE3) pLysS, provedla se selekce na plotnach s Terrific Bro-
th/Kan a kultury se nechaly rist na Terrific Broth a vyvolala
se exprese fuzniho proteinu rP2086T7 s 1 mM IPTG (isopropyl B-
D-thiogalaktopyranosidem). Fazni protein rP2086T7 se exprimuje

ve vysokych hladinéach.

[0174] Tyto fuzni plazmidy se pak 3tépi restrikénim enzymem
NdeI, ktery deletuje T7-antigen a vaZe se na gen zralého 2086
pfimo na startovaci kodon ATG, ktery poskytuje vektor. Tyto
Ndel deletované plazmidy se transformovaly do bunék Topl0 a se-
lekce probéhla na plotnach Terrific Broth/Kan. Kandidati klonu
se nechaly rUst a provedla se miniprep plazmidové DNA. Plazmi-
dova DNA se sekvenovala, aby se potvrdila delece a integrita
sekvence genu 2086. Tyto plazmidy reprezentuji plazmidoovu mapu
navrZenou pPX7328 (Obr. 6). Plazmidy reprezentujici spravnou
sekvenci DNA se transformovaly do BLR(DE3)pLysS, provedla se
jejich selekce na plotnadch Terrific Broth/Kan a nechaly se rast
v Terrific Broth a indukovala se exprese proteinu 2086 IPTG.
Vektor pET9a selhal pf¥i expresi zralého proteinu 2086 v kmenu

BLR(DE3)pLysS, pokud se odstranil T7-Tag.
Produkce nelipidovaného proteinu 2086:

[0175] Ci5té&né plazmidovad DNA se pouZila k transformaci expre-

sivniho kmene BLR(DE3)pLysS. Bunky BLR(DE3)pLysS nesouci
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plazmidy jsou rezistentni ke kanamycinu a miZe se u nich indu-
kovat exprese proteinu ProA ve vysoké hladiné pfidadnim 1 mM
IPTG. Fazni protein rP2086T7 se miZe exprimovat jako nerozpust-

na inkluzni téliska v bun&&né linii E.coli BLR(DE3)pLysS a po-

skytuje ~40 % celkového proteinu. Tento &i3tény fuzni protein

se pouZzil k imunizaci my3i a generuje vyznamné mnoZstvi bakte-
ricidnich protilatek proti heterolognimu meningokokovému kmenu

(jak se uvadi v tabulce V).
Mutageneze 2086 nelipidovaného genu:

[0176] Mutageneze PCR primerl se provedla na 5 konci genu 2086.
Studie exprese probihaji za UCelem stanoveni, zda T7-Tag se mi-

Ze odstranit, zatimco vykazuje silnou expresi zralého rP2086T7.
Cistény nelipidovany rP2086T7:

[0177] Bunky E. coli BLR(DE3)pLysS exprimujici nelipidovany
rP2086T7 se lyzovaly v mikrofluidizéru v 10 mM Hepes-NaOH/5 mM
EDTA/1 mM Pefabloc SC pH 7,4. Buné&lny lyzat se pak centrifugo-
val p¥i 18 000 xg po dobu 30 minut. Pelet inkluznich té&lisek se
promyl t¥ikrat s 50 mM Tris-HC1l/5 mM EDTA/1 % TritonX-100 pH 8
a pak nasleduje centrifugace pfi 24 000 xg 30 min.. Pelet in-
kluznich télisek se pak dvakrat promyl 50 mM Tris-HCl/5 mM
EDTA/1 % Zwittergent 3-14 pH 8 a pak nédsleduje centrifugace pfi
24 000 xg 15 min.. Pelet inkluznich télisek se pak rozpustil

v 50 mM Tris-HCl/5 mM EDTA/4 M modovina pH 8 dv& hodiny a pak
nasleduje centrifugace, aby se odstranil nerozpustny materidl.
Supernatant (rozpustény rP2086T7) se rozdélil do &tyf stejnych
vzorkli. Jeden vzorek se upravil 50 mM Tris-HCI/5 mM EDTA/250 mM
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NaCl/2 M moCovina pH8 (bez detergentu), jeden se upravil

s 50 mM Tris-HC1l/5 mM EDTA/250 mM NaCl/2 M mocovina/l % hydro-
genovany Triton X-100 pH8 (TX-100), jeden se upravil 50 mM
Tris-HCI/5 mM EDTA/250mM NaCl/2 M moCovina/l % Zwittergent 3-12
pH8 (Z23-12) a jeden se upravil 50 mM Tris-HC1l/5 mM EDTA/250 mM
NaCl/2 M mocovina/l % Zwittergent 3-14 pH8 (Z3-14) pouZitim z&-
sobnich roztokt. K odstranéni mooviny se vzorky dialyzovaly
proti odpovidajicimu pufru, ktery neobsahuje moCovinu a 60 mM
NaCl k redukci koncentrace NaCl. Nerozpustny materidl se od-
stranil centrifugaci pfi 2 000 xg po dobu 15 minut a vysledny
supernatant (opétné& baleny rP2086T7) se pouZil k dal3im experi-
mentim. Homogenita rP2086T7 byla 91 aZ 95 %, jak se stanovilo

pouZitim SDS-PAGE barveného podle Coomassie a laserovou densi-

tometrii.
Postup imunogennosti - jak se popisuje v pfikladu 2

[0178] Tento &¢i3tény fuzni protein se pouZil k imunizaci my3i a
k vytvofeni podstatné hladiny baktericidnich protilatek proti
heterolognimu meningokokovému kmeni (jak se uvadi v tabulce

V dale v textu).
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Tabulka V: Baktericidni titry mysSich protilatek pro rP2086T7

MysSi sérum |popis Heterologni kmen/
H44/76

AF780 tyden |r2086T7, 10 ug 3 200

6

Tyden 0 sou-|Pre-imunitni sérum 10

bor

AE203 tyden (rLP2086, 10 ug (pozitiwvni kon-|6 400

6 trola)*

(* pozitivni kontrolni sérum se vytvofilo imunizaci my3i s
rLP2086)

Priklad 4
Vyvoj chimérickych klonu ORF 2086

[0179] N-terminalni oblast genu 2086 z kmene CDC-1573 obsahuije
opakovany segment, ktery neni pfitomny v genu 2086 z kmen 8529
a 2996 (Obr. 8). Je zfejmé, Ze tento opakovany segment je odpo-
védny za zesilenou expresi rekombinantniho proteinu 2086 ze
dvou expresivnich systémi zaloZenych na E.coli (pET a pBAD).
Sila exprese rekombinantniho proteinu z CDC-1573 2086 byla pod-
statné vys3i v expresivnich systémech pET a pBAD, jak se porov-
navd s rekombinantni expresi z genu 2086 s kmeny 8529 a 2996
pouzitim stejnych systémi. N-termindlni oblast genu 2086 ze
vSech t¥i fetézcl je relativné homologni s vyjimkou uvedeného
opakovaného segmentu. Proto mé& vyznam se domnivat, Ze fize N-
konce CDC-1573 s geny 2086 z kmenu 8529 a 2996, které z té&chto
genl exprimovaly hladiny rekombinantniho proteinu 2086 se zvysi

pouZitim systému pET a pBAD.
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Materialy a zpusoby:

[0180] Chromozomé&lni DNA z kmenl 8529 a 2996 se ¢istila a pou-
Zila se jako templat pro PCR amplifikaci chimérického genu
2086. PCR primery se slouceninou &. 6721 a 5135 (SEQ ID NO. 321
a respektive 308) se pouZily k amplifikaci chimérického genu
2086 z kmene 8529 a PCR primery se slouceninami &. 6721 a 6605
(SEQ ID NO. 321 a respektive 320) se pouZily k amplifikaci chi-
mérického genu 2086 z kmene 2996. PCR produkty se klonovaly
pfimo do vektoru PCR2.1 TOPO od firmy Invitrogen a pak se pro-
vedl skrining aekven&ni analyzou DNA za Gelem idnetiifkovat
intaktni chimericky gen 2086. Gen se pak Stépil z vektoru
PCR2.1 restrikénim enzymem BgIII a BgIII fragment se zaclenil
do mista rozeznavaného restrikénim enzymem BamHI plazmidu
pET%9a. Provedl se skrining inzertd v plazmidu, zda jsou umisté-
né ve vhodné orientaci a pak se Stépily restrikénim enzymem
NdeI. Lineadrni Ndel fragment se samostatné ligoval, aby se do-
sédhlo delece malého Ndel fragmentu, ktery obsahuje T7-tag sek-
venci, kterou pfispivd vektor pET9%9a. Tato delece je p¥imo spo-
jena s promotorem T7 s 5 koncem chimérického genu 2086. Ndel
deletovany plazmid se transformoval do E.coli kmen BL21(DE3) a
provedl se skrining kolonii rezistentnich na kanamycin, aby se

stanovila exprese chimérického proteinu 2086 indukované IPTG.

[01B1] Pocateéni studie indikuji, Ze chimericky gen 2086
z kmene 2996 exprimuje pribliZné dvakrat vice rekombinantniho
proteinu ve srovnani s pfirozenym genem 2996/2086, pokud se ex-

primuje v systému pET9a. Systém pBAD se je3té netestoval.

[0182] Ackoliv se provedl pouze jediny experiment, data indiku-
ji, Ze v pfipadé chimérického genu 2086 dochazi k zesileni
funkce. Vytvofeni CDC-1573 N-termindlnich fazi s geny 2086
z kmenl 8529 a 2996 poskytuje zesileni exprese rekombinantniho

proteinu 2086.
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Priklad 5

2086 PCR skrining kmenu N. meningitidis

[0183] Za uUcCelem stanovit konzervaci genu 2086 mezi klinickymi

izolaty se provedla PCR amplifikace 88 kment N. meningitidis.

[0184] Pocateéni PCR identifikace ORF 2086 vyuZivala primery
uvedené v tabulce IV (uvadi se v pfikladu 2 shora v textu)
identifikované sloudeninou ¢&. 4623, 4624 a 4625 (SEQ ID NO.
303, 304 a respektive 305). Tyto primery se navrhly na zakladé
Sangerovy sekvence N. meningitidis seroskupina A. Aby se umoZ-
nil skrining velkého mnoZstvi kmenl, navrhly se pro gen 2086
vnit¥ni pimery. Provedl se skrining celkem 88 kmen( N. meningi-
tidis pomoci PCR s nové navrZenymi primery 2086 identiifkovany-

mi &. 5005 a 5007 (SEQ ID NO. 306 a 307). S témito primery je

mozZné identifikovat gen 2086 ze 63 z 88 (~70 %) kmenu N. menin-

gitidis (tabulka VI-A).

[0185] Expandované oblasti obklopujici gen 2086 v Sangerové
sekvenci N. meningitidis seroskupina A a TIGR sekvenci N. me-
ningitidis serosukupina B se testovaly a provedl se jejich
alignmentu. Primery se navrhly, aby korespondovaly s oblastmi
upstream a downstream genu 2086. U&elem bylo pouZit tyto prime-
ry k amplifikaci vice neZ celé délky proteinu 2086 z rlGznych
kmend N. meningitidis k porovnani sekvenci. PCR amplifikace
jednoho kmene (6557) pouzZitim slouceniny &. 6470 a 6472 (SEQ ID
NO: 313 a respektive 314) vedly k produktu s nizkym vyté&Zkem.
Produkt amplifikovany z kmene 6557 se klonoval a v pfipadé

plazmidové DNA se provedla sekvencéni analyza. Vysledky indikuiji
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novy typ genu 2086 s vé&t3i sekvencéni variabilitou, neZ bylo

moZné drive spatfit. Gen 2086 z kmene 6557 byl ~75 % shodny na

Grovni aminokyseliny s jinymi sekvenovanymi kmeny. Je zajimavé,
Ze kmen 6557 je jeden z 30 % kment, které vychazeji
Zz pfedchoziho testovani 2086 PCR skriningem negativné&, jak se

popisuje shora v textu.

[0186] Navrhly se vnit¥ni primery specifické pro C-terminédlni

variabilni oblast v kmeni 6557. Tyto primery se pouzZily ke

skriningu variabilniho genu 2086 ve ~30 % kmenu, které se dfive

testovaly negativné v pfipadé 2086 PCR skriningem. V3echny do-
stupné kmeny N. meningitidis (n = 88), u kterych se provedl
skrining PCR témito nové idneitifkovanymi vnit#nimi primery

2086 (idnetifikované &. 6495 a 6496; SEQ ID NO. 159 a respekti-

ve 160). Pouze ~30 % kmenl N. meningitidis, které v dfivéjsdim

testu PCR vychazi jako negativni, 2086 se jevi v tomto skrinin-

gu PCR pozitivni. Sada genut amplifikovanych z pfedchozich PCR

negativnich kment (~30 %) by mohla reprezentovat novy typ genu
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2086 nebo druhou rodinu genl 2086 a je oznalena jako 2086 sub-

rodina A. Sada gent 2086 amplifikovanych ze ~70 % kmenu 8529

ziskanych primerd jsou oznaceny jako subrodina B.

[0187] Priklady subrodiny A genu 2086 jsou bez omezeni lise
¢islované sekvence SEQ ID NO: 1 aZ 173. Pfiklady subrodiny gent
B 2086 jsou bez omezeni liSe ¢islované sekvence SEQ ID NO: 175
ag 251.

[0188] Kmeny N. meningitidis uZivané k PCR amplifikaci se vy-
braly s nasledujici tabulky, tabulka VI-A a tabulka VI-B. Kmeny
uvedené v tabulkach jsou neomezené pfiklady kmen N. meningiti-
dis. Kmeny uvedené v tabulce VI-A se klasifikovaly do 2086 pro-
tein subsrodina A a kmeny uvedené v tabulce VI-B se klasifiko-
valy do 2086 protein subsrodina B. Kmeny uvedené v kaZdé tabul-
ce jsou rozdéleny do skupin podle serosubtypl. V tabulce jsou
uvedeny kmeny dostupné z nasledujicich 4 zdrojt: MPHL-
Manchester Public Health Laboratory, Manchester, UK; RIVM,
Bilthoven, The Netherlands; University of Iowa, College of Me-
dicine, Department of Microbiology, Iowa City, IA; a Walter Re-

ed Army Institute of Research, Washington, D.C..

Tabulka VI-A

Kmen Serosubtyp zdroj
M97 251854 B:4z, PI:4 MPHL
M98 250622 B:2b, PI:10 MPHL
M98 250572 B:2b, PI:10 MPHL
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Kmen Serosubtyp zdroj
M98 250771 B:4z, PI.22,14 MPHL
M98 250732 B:d4z, PI.22,614a MPHL
M98 250809 g:18, PLiT.16 MPHL
M97 252697 B:1, PI:b, Pl.18,25 MPHL
M97 252988 B:4, PI:6, P1.18,25,6 MPHL
M97 252976 B:4, PI:o, Pl.18,25 MPHL
M97 252153 B:d, PIL:6, Pl1.18,25 MPHL
M97 253248 BelS, Pl:7, WL, 16 MPHL
CDC1610 P1:NT 4(15), P1.18-7,16-14 CDC
CDE152] Pl.6,3 2Zb(4) CDC
CDC1034 PL.7 4{13) CDC
L8 P1.7:1 1514) Walter Reed
CDC1492 PL.7.1 4{15) CDC
870446 Pl.128,;13 RIVM
CDC2369 Pl1.(9),14 CDC
6557 Pl. (9),14, Pl.22a;l4a RIVM
2996 Pl.5,2, ¥l.5a;2¢ RIVM
NmB PL.5,2, PL.5&,2c UIOWA
L3 Pl.5, 2 Walter Reed
B16B6 Pl.5,2 RIVM
CDE&1135 CDE
L5 PL.NT, Pl.,21=6,1 Walter Reed
L4 P1.21.16 Walter Reed
W135 Walter Reed
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Kmen Serosubtyp zdroj
Cl1 C:16,P1.7,1 cnC
b 5 Walter Reed
Tabulka VI-B
kmen Serosubtyp zdroj
M98 250670 B:l, Pi:q MPHL
M98 250024 B:sl, PI:4 MPHL
M97 253524 B:1, PI:4 MPHL
M97 252060 B:1, PI:4 MPHL
M97 251870 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251836 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251830 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251905 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251898 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251885 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251876 B:dz, PI:4 MPHL
M97 251994 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251985 B:4z, PI:4 MPHL
M97 251957 B:dz, PI:4 MPHL
M97 251926 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252045 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252038 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252026 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252010 B:4z, PI:4 MPHL
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kmen Serosubtyp zdroj
M97 252098 B:dz, PIl:4 MPHL
M97 252083 B:4z, PI:4 MPHL
M97 252078 B:4z, PI:4 MPHL
M98 250735 Bidz, PI:15 MPHL
M98 250797 B:d4z, PI:15 MPHL
M98 250768 B:dz, PI:il5 MPHL
M98 250716 B:2b, PI:10 MPHL
M98 250699 B:4z, PI:10 MPHL
M98 250393 B:4z, PI:10 MPHL
M98 250173 B:4z, PI:+10 MPHL
M97 253462 B:4z, PI:14 MPHL
M98 250762 By 15, PI:7,16 MPHL
M98 250610 d:15, PI:7,16 MPHL
M98 250626 B:15, PL:7,16 MPHL
M97 250571 P:15, Fi1:16 MPHL
M97 252097 B:15, PI:;l6, P1.7b,16 MPHL
M97 253092 B:l, PI:6 MPHL
M97 252029 Bz215,.P1:7, NT MPHL
M97 251875 B:l19:PI:7 NT MPHL
CDC1127 PI.7,16 4(15) CDC
CDC982 PI.7,16 4(15) CDC
eDC1359 PI.7,16 4(15) CDC
CDC798 PI.7,16 15(4) CDC
CDC1078 PI.7,16 15(4) CDC
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kmen Serosubtyp zdroj
CDC1614 PI.7,16 15(4) CDC
CDC1658 P1.7,16 15(4) CDC
H44/76 PI.7,16 15(4) RIVM
CDC1985 PL.7,13 4(15} CRC
L6 Fl.7,.1 214) Walter Reed
CDC1573 Pl.7,1 4(15) CDC
L7 P1.7, (9),1 Walter Reed
CDC937 P1.7,3, Pl1.7b,3 CDC
8529 #.7,3, P1.7b,3 RIVM
880049 P1.7b,4 RIVM
CDC2367 Fl.15 41{15) CDC
H355 PL.19,15 RIVM
CDC1343 P1.14 4(15) chC
M982 Fl.28,:9 RIVM
870227 Pl.5¢c,10 RIVM
B40 P1.5¢,;10 RIVM
5315 Pl.5¢,10 RIVM
CDC983 PL.5;28 CDC
CDC852 P9, 2 CDC
6940 P1.18,25 (6) RIVM
A4

[0189] Jiné kmeny jsou snadno dostupné jako izolAaty

z infikovanych jedincu.
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Priklad 6

Reaktivita antiséra rLP2086 proti meningokovym kmenum:

[0190] Nasledujic tabulka, tabulka VII, ukazuje zkfiZenou reak-
tivitu a zkfiZenou ochranu rLP2086, jak se popisuje shora

v textu. Jak je uvedeno v tabulce rLP2086 se zpracoval a analy-
zoval pouzZitim rlznych postupl zahrnujicich titry testu ELISA
(WCE) s celymi bunkami, baktericidni test (BCA) a test mladych
krys (IR) ke stanoveni bakterialni buné&céné povrchové reaktivity

polyklondlnich protilatek vytvofenych pouZitim proteinu 2086.
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Reaktivita rLP2086-8529 antiséra proti vice meningokokovym kme-

nam

kmen Serosubtyp WCE BC IR
2086 subrodina A

870446 P1.)24,13 808 615 >800

NmB Pl.5a, 2¢c 47 954 <100

6557 Pl1.22a,1l4a 169 479 <25 -
2086 subrodina B

880049 P1.7b, 4 1 402 767 100 +
H44/76 P1.7,16 8 009 507 >6400

H355 P1.19,15 10 258 475 3 200 +
6940 Pl.18,25(6) 5 625 410 800

870227 Pl.5¢,10 4 213 324 =25 +
252097 Pl.7b,16 10 354 512 >800
539/8529 Pl.7b,3 11 &35 7137 3 200

M982 Pl.22,%9 1 896 800 800
CDC~1573 Pl.7a,1 208 259 25

CDC-937 P1.7b; (3] 9 151 863 >800

Priklad 7

[0191] Pfipravily se rGzné konstrukce exprimujici ORF2086. Na-

sledujici tabulka VIII je tabulka konstrukce r2086,

ktera se

pfipravila pro uely vykazujici pfiklady a ilustrujici imple-

mentaci pfedmétného vynalezu bez omezeni.

Tabulka VIII
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Souhrn konstrukce r2086
kon- Promo- |Vedouci exprese |extrakce vektor |% celkového
strukce |tor sekvence proteinu
pPX7340 |T7 pfirozena |Coomas- |[Roszpustny v pET27b 2,5 % zpracova-
sie sarkosylu ny lipoprotein
pPX7341 |T7 P4 Coomas- |Roszpustny v pPET27b 5 % zpracovany
sie sarkosylu lipoprotein
pPX7343 |[Arabi-|P4 Coomas- |Roszpustny v pBAD18cm |7 aZ 10 % zpra-
nose sie sarkosylu covany lipopro-
tein
pPX7325 |T7 T7-tag Coomas- [Inkluzni té&- pET%a 40 az 50 % zra-
fazni/ sie liska lyprotein
zraly
pEX7328 |T7 zraly Coomas- |rozpustny pET9%a 10 % zraly pro-
sie tein

Priklad 8

[0192] V dal3ich studiich s proteiny vnéjsi membrény s depleci
LOS se identifikovaly dalsi kmeny produkujici proteiny wvné&jsi
membrany neZ je PorA, které jsou schopny vyvolat baktericidni
protilatky ke kmenim exprimujicim heterologni subtypy. Déle se
popisuji studie k identifikaci dal3Sich proteind v souladu

s jednim provedenim pfedmétného vyndlezu a pfesné&ji lipoprotei-
nu vnéj3i membrany, které mohou redukovat poclet proteind poZa-
dovanych v meningokokovém imunologickém prostfedku. Tyto dalii

studie doplfiuji studie popsané v predchozich pfikladech.

[0193] Subcelularni frakce, diferencidlni detergentni extrakce,
izoelektricka fokuzace a iontovyménnd chromatografie se pouZily
s imunizaci a bakteriocidnimi testy proti vice kmentm

k identifikaci malych skupin proteinl, které jsou stfedem

z&jmu. Pfimé sekvenovani hlavnich sloZek indikovalo, Ze N-konce
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se blokovaly. Vnit¥ni proteonové sekvence se ziskaly sekvenova-
nim polypeptidd ziskanych z chemického a proteolytického Sté&pe-
ni. Genomovéa sekvence meningokokového kmene skupiny A se ziska-
la z Sangerova centra a analyzovala se skupinou Bioinformatic
pouZitim existujicich a vlastnich algoritml za vzniku zkoumané
databaze. Data peptidové sekvence indikovala, Ze ORF2086 je
stfedem zajmu. Primery zaloZené na tomto ORF se pouZily v PCR
genu P2086 z kmene 8529. Analyza sekvence genu, skute&nost, Ze
N-konec je blokovan a jeho subceluldrni lokace indikovala, Ze
P2096 je lipidovany protein vnéjsi membrany LP2086), rLP2086-
8529 a varianta z jinych meningokokovych kmenl se rekombinanté
exprimovala jako lipoprotein v E.coli pouZitim H. influenzae P4
signalni sekvence. Tyto rekombinantni proteiny se izolovaly

z membran E. coli diferencidlni detergentovou extrakci, se &is-
tily pouZitim iontovyménné chromatografie a pouZily se

k imunizaci my3i. My3i anti-LP2086 séra umoZfiovala baktericidni
aktivitu proti nékolika rtznym typim kment N.meningitidis. Dal-
8i analyza genu P2086 z fady kmeni N. meningitidis ukazala, Ze
tyto sekvence spadaji do dvou skupin oznacenych subrodina A a B
(Obr. 12). Antisérum proti proteinim subrodiny B byla bakteri-
cidni proti deviti kmenim proteinl subrodiny B a jednomu kmeni
exprimujicimu protein subsrodiny A. Antiséra subrodiny A byla
baktericidni proti kmenim subrodiny A. Smés jednoho rPorA a
jednoho rLP2086 vyvolala komplementarni protildtky umoZiujici
rozsdhlejsi pokryti vakciny, neZ jsou protildtky vyvolané libo-

volnym samotnym proteinem.

[0194] Tato pozorovani vedou k nasledujicim zavértm. Antigeny
rLP2086 jsou schopny vyvolat baktericidni protilatky proti me-
ningokokovym kmentm, které exprimuji heterologni PorA a hetero-
logni proteiny P2086. Rodina antigent P2086 je moZné pouZit ja-
ko wakcinu nebo imunogenni bud samotnou nebo v kombinaci

S jinymi neisserialnimi antigeny.
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[0195] Dal3i text popisuje podrobné nasledujici studii. Zjisti-
lo se, Ze komplexni smés rozpuSténych protein vnéjsi membrany
(sOMP) vyvolava PorA nezavislé baktericidni protildtky proti
kmenim exprimujicim heterologni PorA proteiny. Postup diferen-
cialni detergentové extrakce, izoelektricka& fokuzace a iontovy-
ménna chromatografie nadsledovany imunizaci my3i se pouZil ke

zjisténi imunologicky aktivnich sloZek.

[0196] V kaZdém kroku se u sér testovala povrchovad reaktivita a
baktericidni aktivita proti né€kolika kmenim, které obsahuji se-
rosubtypové antigeny, které jsou reprezentanty celosvétové epi-

demiologie meningokokového onemocnéni.

[0197] Tento postup separace a imunizace se pouzil
k identifikaci nového zk¥iZené reaktivniho imunogenniho kandi-

dédta pro skupinu B N. meningitidis.

[0198] Vytvofeni PorA deficientich kmenl - porA chromozomalni
lokus se klonoval do plazmidu pPX7016 z kmene 2996. V plazmidu
promotor porA, S/D box a prvni 38 N-termindlni kodony se dele-
tovaly a nahradily se kazestou exprimujici KanR. Plazmidy se
linearizovaly restrikénimi enzymy a pfirozené se transformovaly
do kmend serosubtypu PI:5,2; PI:9; PI:7,16; PI:15; PI:4; PI:3 &
PI: 10. Vybraly se transformanti rezistentni ke kanamycinu a
provedl se skrining ztraty PorA monoklondlnimi protiliatkami

specifickymi pro serosubtyp v testu ELISA.

[0199] Baktericidni test: Popisuje se v publikaci Mountzourous,
K.T. and Howell, A.P. Detection of Complement-Mediated Antibo-
dy-Dependent Bactericidal Activity in a Flourescence-Based Se-
rum Bactericidal Assay for Group B Neisseria meningitidis. J

Clin Microbiol. 2000;38:2878-2884.
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[0200] Test ELISA s celymi bufikami: Suspenze celych bunék N.
meningitidis se fedila tak, aby optickd hustota byla 0,1 p¥i
620 nm ve sterilnim 0,01 M fosfore&nanu, 0,137 M NaCl, 0,002 M
KCl (PBS). Z této suspenze se pfridalo do kaZdé prohlubné& desti-
¢ek Nunc Bac T (kat.# 2-69620) s 96 prohlubnémi 0,1 ml. Bufky
se su8ily na destickéach pfi teploté 37 °C pfes noc. Destidky se
promyly tfikrat promyvacim pufrem (0,01 M Tris-HCl, 0,139M Na-
Cl/KCl, 0,1 % Brij-35, pH 7,0-7,4). Redé&ni antisera se provedlo
v PBS, 0,05 % Tween-20/Azid a 0,1 ml se pfeneslo na potaZené
desticky a ty se inkubovaly p#i teploté& 37 °C. Desti&ky se pak
tfikrat promyly promyvacim pufrem. Kozi-anti-my3i IgG AP (Sou-
thern Biotech) se fedily 1:1 500 v PBS/0,05 % Tween-20, do kazZ-
dé prohlubné& se pfidalo 0,1 ml a destic¢ky se inkubovaly p#i
teplot& 37 °C 2 hodiny. Desti&ky se promyly (jak se uvadi shora
v textu). Roztok substratu se fedil para-
nitrofenylfosforeénanem (Sigma) v diethanolaminu v koncentraci
lmg/ml. Na destiky se pfidalo 0,1 ml substrdtu do jedné pro-
hlubné a v3e se inkubovalo pfi teploté& mistnosti jednu hodinu.
Reakce se zastavila 50 ul/prohlubefi 3 N NaOH a destic¢ky se ode-

¢italy pfi 405 nm s referené¢ni hodnotou odectenou pfi 690 nm.

[0201] Indukce rekombinantniho PorA: Kmeny BLR(DE3) /pET9a se
nechaly rist pfes noc p¥i teploté& 37 °C v HySoy pudé& (Sheffield
Products) doplné&né Kan-30 a 2 % glukdézou. Réno se kultury kul-
tivované pfes noc fedily 1/20 v HySoy Broth Kan-30 a 1 % glyce-
rol a nechaly se rust p#i 37 °C 1 hodinu. Tyto kultury se indu-
kovaly pridanim IPTG v kone&né koncentraci 1 mM. Kultury se ne-

chaly rist po dobu 2 aZ 3 hodiny a pak se shromazdily.

[0202] Cist&ni rekombinantniho PorA: rPorA se rozpustil
z inkluznich télisek E. coli 8 M moCovinou a opé&tné se sbalil
dialyzou proti pufru, ktery neobsahuje mocovinu. Opétné& sbaleny

rPorA se pak koncentroval diafiltraci a pufr se vyménil na ko-
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loné G25 za NaPOy pH6. Dialyzovany rPorA se pak zavedl na kati-

ontovyménnou kolonu (S Fractogel) a eluoval se 1 M NaCl.

[0203] sOMP z kmene 8529 (P1.7-2,3) vyvolal PorA nezavisle na
baktericidni aktivité& u my3i proti kmenim exprimujicim hetero-
logni serotypy. Nasledujici tabulka IX ukazuje baktericidni ak-

tivitu u studovanych kmeni.

Tabulka IX
Testovany kmen Serosubtyp BCsoTitr!
P1.7-2,3 1 280
539 539 PorA-
NST? 1 080
P1.7,16 3 285
H44/76 H44/76 PorA-
NST 2 620
P1.19,15 >1 350
H355 H355 PorA-
NST >1 350
P1.7-2,4 290
880049 880049 PorA-
NST 85
Pl.22:9 85
M982 M982 PorA-
NST <50

[0204] Pfiprava sOMP: Membrany N. meningitidis se extrahovaly s
TX~100, Zwittergent 3-14 a Zwittergent 3-14/0,5 M NaCl. sOMP se
rozpustily v extraktu Zwittergent 3-14/0,5 M NaCl. Extrakce se
provedla pouzitim postupu dobfe znamého v oboru, jak se naptk.

popisuje v dokumentu patent USA &. 6,355,253.

[0205] Imunogennost: Samice my$i Swiss-Webster se imunizovaly

25 ug celkového proteinu upraveného adjuvans s 20 pg QS-21
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v tydnu 0 a 4. Konecné vykrvaceni a analyza dat se provedla

v tydnu 6.

1 baktericidni titry (BCso) prezentované jako reciproéni Ffedé&ni
antiséra, které redukuje pocet Zivych bunék na 50 %. Tyden 0

normdlni mysi sérum vykazovalo titry BCsy <25.
2 NST = neserotypovatelné

[0206] V tabulce X se nach&zi souhrn &i3té&ni a charakterizace
rekombinantniho lipidovaného P2086 (rLP2086) jak pro subrodinu
Atak i B.

Cisténi subsrodina A rLP2086

Tabulka X
Varianta rLP2086 |A.A. homologie (%)'|teoretické pI|&istota (%)?
870446 o &, 80
2996 il 5,9 95
M97 252988 il 63 96
4 1 3 68 6,4 82
M98 250771 62 T 83

Cisténi subrodina B rLP2086

Tabulka XI

Varianta rLP2086 |A.A. homologie (%)'|teoretické pI|&istota (%)?2
8529 100 7,5 96
M982 94 6,3 96
88049 92 6,2 90
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Varianta rLP2086 |A.A. homologie (%)'|teoretické pI|&istota (%)?

CDC1573 87 5,6 93

[0207] Zplsob &isténi: VSechny varianty se rozpustily z E. coli
membran s TX-100 (s vyjimkou rLP2086-8529, které se rozpustily
sarkosylem nebo v moCoviné). Dal3iho ¢isténi se dosédhlo kombi-
naci aniontovyménné chromatografie (TMAE), chromatografie

s exkluzi podle velikosti a/nebo kationtovymé&nné chromatografie

(S Fractogel) v Tris-HCl nebo NaP0O4 pufru.
1. aminokyselinova homologie ve srovnani s P2086 z kmene 8529

2. Cistota, jak se stanovila SDS-PAGE a laserovou densitomet-

rii pruhu barveného podle Coomassie (barveni Simply Blue).

[0208] Testovala se imunogennost &lena subrodiny B rLP2086-8529

proti homolognim a heterolognim kmenum.

[0209] Tabulka XII dale v textu ukazuje imunogennost ¢lena sub-
rodiny B rLP2086-8529 testovanou proti homolognim a heterolo-

gnim kmenum.
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Tabulka XII
Cilovy |[Subrodi-| Serosubtyp ci- A.A. Titry v testu| BCsg
kmen |na P2086| lového kmene |homolo-| ELISA® celé | titr®
gie® bunky
538 B P1.7-2,3 100 >1 458 000 3 200
H44/76 B Bl 156 100 >1 458 000 3 200
H355 B ' P1,19,15 100 >1 458 000 3 200
CDC937 B P1.7-2,3-4 100 >1 458 000 >800
M97
252097 B P1.7-2,16 100 >1 458 000 >800
870227 B P1.5-2,10 100 >1 458 000 <25
6940 B P1.18,25,6 97 900 162 >800
M982 B P1.22,9 94 435 909 200
880049 B P1.7-2,4 92 349 912 400
SDE 1573 B P1.7-1,1 87 102 508 25
870446 A Pl.12<1, 13 71 389 829 800
M98
250771 A P1.22,14 62 139 387 <25
NmB A Bl.n=1,2~2 b | <2 000 <25

[0210] Postup vakcinace: My3i Swiss-Webster 6 aZ 8 tydnu staré

se imunizovaly 10 pg rLP2086-8529 + 20 pg QS-21 v tydnu 0 a 4.

Provedla se analyza dat v tydnu 6 pfi kone&ném vykrvaceni.

a) aminokyselinova homologie se porovnavala s rLP2086-8529

b) koneéné titry se vyjad¥ily jako recipro&ni hodnota ¥edéni

pfi absorpci = 0,1
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c) titry BC-50 reprezentované jako recipro¢ni hodnota Fedé&ni
anti-séra, které redukuji pocet Zivotaschopnych bunék o 50
%. V tydnu 0 normalni my3i sérum vykazovalo BC50 titry

<10.

[0211] Tabulka XIII vykazuje imunogennost &lena subrodiny B
rLP2086-2996, ktera se testovala proti homolognim a heterolo-

gnim kmenim.

Tabulka XIII

A.A. Titr v testu
Cilovy |[Subrodi-| Serosubtyp ci- BCsg
Homolo-| ELISA® s celymi
kmen |na P2086| lového kmene titr®
gie® butikami
NmB A Pl.5-1,2-2 99,6 8 979 <25
870446 A ¥l.12~1,13 99 <1 458 000 >800
M97
A P1:18:25;8 98 320 732 >800
252697
6557 A Pl.22-1,14~1 98 17 319 <25
M98
A Pl.22,14=1 89 241 510 >800
250732
M98
A Pl.22;14 89 447 867 800
250771
H44/76 B P1.7,16 T2 56 386 <29

[0212] Postup vakcinace: Samice my3i Swiss-Webster se imunizo-
valy 10 pg rLP2086-2996 + 20 pg QS-21 v tydnu 0 a v tydnu 4.

Analyza dat se provedla v tydnu 6 po kone&ném vykrvaceni.

1. aminokyselinovd homologie P2086 v porovnani s rLP2086-2996
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2. koncové titry vyjadfené jako reciproéni hodnota fedé&ni p¥i

absorbanci = 0,1

3. baktericidni (BC50) titry prezentované jako reciproéni
hodnota fedéni anti-séra, které redukuji pocet Zivo-
taschopnych bunék o 50 %. V tydnu 0 normdlnimy3i sérum vy-

kazovalo BCS50 titry <10.

[0213] Tabulka XIV uvedend dale v textu ukazuje, Ze antisérum k
rLP2086 a rPorA je komplementarni se smiSenou a testovanou bak-

tericidni aktivitou.

Tabulka XIV
NMB 880049 870227 6557
H44/76 H355
Antisera (P1l.5- (P1.7- (P1.5- (P1.22-
(P1.7,16) (P1.19,15%)
1,2-2) 2,4) 2. 18) 1,14-1)
Anti-
rLP2086 +
>3 200 >800 200 >800 200 200
t#¥i rPorA
antiséra
kontroly
anti-
6 400 <25 100 3 200 <25 <25
rLP2086
Odpovidaji-
ci monova-
- 1 600 - 200 400
lentni rPo-
rA antisera

[0214] Postup vakcinace: 6 aZ 8 tydnl staré samice my3i Swiss-
Webster se imunizovaly bud 10 pg rLP2086-8529/20 ug QS-21 nebo
15 pg rPorA/100 ug MPL v tydnu 0 a 4. Analyza dat se provedla

v tydnu 6 pfi konecném vykrvaceni.
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[0215] Baktericidni titry (BC500) vyjadfené jako reciproéni

hodnota fed&ni anti-séra redukuji pocet Zivotaschopnych bunék o

50 %. V tydnu 0 normalni my3i séra vykazovala BC50 titry <10.

[0216] Tabulka XV ukazuje,

rA vyvolavaji u my3i baktericidni protilatky.

Tabulka XV

Ze smési rLP2086 subrodin a dva rPo-

M98 MS8 M97
H44/76 |6940 (880049 |M982 870446 |NmB 6557
250771 (250732 [252697
SfB® SfB SfB SfB  |SfA® SfAa SfA SfA SfA SfA
P1.22
i 5 P1.18 |P1.7- |P1.22 |P1.22,1 |P1.22,1 |P1.18,2 |P1.12- |P1.5- |-
T 25,6 2,4 ,9 4 fd 5,6 1,15 Q.22 |1, 14
1
Antigen
rLP2086-
8529 +
>800 >800 |200 400 |800 >B00 >800 >800 |- <25
rLP2086-
2996
rLP2086-
8529 +
rLP2086-
2996 + >800 BOO 100 200 |400 400 >800 >800 [>800 |200
rP1.5-1,2-2
+ rPl.22-
1,14-1
Monovalent-
ni kontro- |>800 >B800 |200 400 |800 >800 >800 >800 |>800 |[800
1y°©

[0217] Postup vakcinace: Samice my3i Swiss-Webster 6 aZ 8 tydnl

staré se imunizovaly 10 pg kaZdého proteinu + 20 ug QS-21

v tydnu 0 a 4. Analyza dat se provedla v tydnu 6 po kone&ném

vykrvaceni.
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1. Baktericidni (BC50) titry prezentované jako reciproéni
hodnota fedéni anti-sera, které redukuje pocdet Zivo-
taschopnych bunék o 50 %. V tydnu 0 normdlni my$i sérum

vykazovalo hodnoty titrd BC50 <10.
2. SfA - subrodina A, SfB - subrodina B

3. Relevantni monovalentni kontrola: rLP2086-8529, rLP2086-
2996, rP1.5-1,2-2 nebo rPl.22-1,14-1 antisera

[0218] Nasleduje souhrn vysledkl shora v textu popsanych stu-
dii. Anti-rLP2086 antisérum je baktericidni proti kmenim 13/16.
Dvanact kment exprimujicich rlzné subtypy se usmrtily anti-
P2086 sérem. Baktericidni aktivita anti-rLP2086 séra je komple-
mentadrni k anti-rPorA séru. Smési P2086 a PorA vyvolavaji kom-
plementarni baktericidni protilatky u myS8i. Diferencialni de-
tergentovad extrakce, ¢isténi a imunizace ve spojeni s funkénim
protilatkovym testem proti fadé kmend se maZe pouZit

k identifikaci novych vakcinaénich kandidatd. P2086 se identi-
fikoval jako vakcinaé&ni kandidat, ktery vyvolava baktericidni
protilatky proti kmentm heterolognim jak u P2086 tak i rPorA.
TudiZ rodina 2086 proteint se miZe pouZit k vakcinaci buda sa-

motnd nebo v kombinaci s jinymi neisseridlnimi kmeny.
Priklad 9

[0219] V souladu s pfedchozimi pfiklady u dal3i meningokokal-
nich kmenl riznych seroskupin se provedl skrining PCR

v pEitomnosti genu ORF2086. Nakonec se provedl skrining 100 me-
ningokokovych kment. DAle se popisuje studie a jeji vysledky.

Tyto vysledky dopliiuji data z pfedchozich p¥iklada.

[0220] Dvé sady vnitfnich PCR primert specifickych pro C-
termindlni variabilni oblasti se vyuZivaly k diskriminaci mezi

sekvencemi genii subsrodiny A a B. Pfitomnost PCR amplifikované-
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ho produktu pfibliZné& 350 bp indikovala, Ze genové sekvence
2086 byly pfitomné na chromozomu. V3echny kmeny vykazovaly je-
diny PCR produkt v ocekdvané velikosti. Provedl se alignmentu
nukleotidovych sekvenci 55 gent ORF2086 v plné délce (DNAStar
MegAlign) a pouZily se k vytvofeni fylogenetického stromu (Obr.

12).

[0221] Devét z té&chto genl 2086 se rekombinantné exprimovaly
jako rLP2086 lipoprotein v promotorovém systému indukovatelném
pBAD arabindézou a t¥i z téchto genl se rekombinantné& exprimova-
ly jako rP2086 nelipidovany protein v IPTG indukovatelném pET
systému. Tyto rekombinantni proteiny se exprimovaly v E. coli
B. Cistény rekombinantni protein se pouZil k imunizaci my3i a
mySi antisérum se testovalo za uUcelem stanoveni IgG titrd a je-
jich baktericidni aktivity proti ruznym heterolognim meningoko-

vym kmendm.

[0222] ORF 2086 se amplifikovaly PCR z jednoho nasledujiciho
templatu: celé meningokokové buriky, ¢i3té&né chromozomalni DNA a

plazmidova DNA.

[0223] Devét gent ORF 2086 se klonovalo do vektoru pLP339, kte-
ry fuzuje Haemophilus P4 vedouci sekvenci s 5' koncem ORF 2086
genti. E. coli kmen BLR se pouZil jako hostitelsky kmen pro re-
kombinantni expresi lipidované formy rP2086 z pBAD/ORF 2086
klonti. (Obr. 10A). Promotor pBAD indukovatelny arabindzou ¥idi
expresi P4 signal/ORF 2086 fuzni protein, aby se exprimovala
lipidovand forma rP2086. Tf¥i geny P2086, kterym chybi signédlni
sekvence, se klonovaly do vektoru pET9%9a za vysoce aktivni pro-
motor fadga T7. Kmen E. coli BL21(DE3) se pouZil jako hostitel-
sky kmen pro rekombinantni expresi nelipidované formy ORF 2086
z klon pET9a/ORF 2086 clones. (Obr. 10B) DE3 lysogen v E. coli
kmenu BL21 se miZe indukovat k expresi T7 RNA polymerazy ¥ize-

nou lacUV5 promotorem p¥idanim IPTG. Jak se popisuje v publika-
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ci WCE; FEMS Micro. Lett., 48 (1987) 367-371 a BCA; J. Clin.
Microbiol., 38 (2000) 2878-2884.

[0224] Gen ORF2086 se klonoval a sekvenoval z 55 rlznych kment
N. meningitidis. Provedl se alignment nukleotidovych sekvenci
(DNAStar MegAlign) a pouZily se k vytvofeni fylogenniho stromu
(Obr. 12). Tento strom odhalil dvé& rtzné subrodiny nukleotidové
sekvence genu ORF 2086. Dvé rodiny genu jsou podobné bud svym
5°konci nebo obsahuji podstatnou variaci blizko jejich 3 konct.
ACkoliv se jevi podstatné& variabilni, jisté klicové oblasti ge-
nu jsou u raznych kmenl vysoce homologni. Tyto konzervované ob-
lasti poskytuji funké&ni kontinuitu v pfipadé proteinu a mohou
indikovat zkfiZené ochranné epitopy, které se budou zkoumat ja-

ko vakcinac¢ni cile.

[0225] Gen 2086 se klonoval s nékolika meningokokovych kment
seroskupina B a exprimoval se se signdlni sekvenci lipidace ne-
bo bez ni. Na Obr. 11A a 11B fotografie gell ukazuje lyzaty ce-
lych bunék E.coli B exprimujici protein r2086. Nelipidované
forma fuzovana s T7-Tag exprimovala nejvy33i hladinu. Sekvence
T7-Tag miZe poskytovat stabilitu mRNA a podstatné& zesiluje hla-
dinu pfeloZeného polypeptidu. Tento fizni protein je uloZen

v inkluznich téliskdch a miZe se Cistit a opétné sbalit podle
znamého protokolu. Lipidované a nelipidované formy P2086 se ex-
primovaly v pfibliZné 5 aZ 8 % celkového buné&&ného proteinu

s vyjimkou fuze T7-Tag, kterda exprimuje rP2086 jako pfibliZné
50 % celkového proteinu. Nelipidovand forma proteinu je roz-
pustna a lokalizovand v cytoplazmé. Lipidovanad forma proteinu
se jevi byt spojena s membranovou frakci a je rozpustna

v detergentu.

[0226] Rekombinantni lipidovany protein 2086 z N. meningitidis
B kmen 8529 disledné& vyvolava vy38i titry IgG v séru neZ neli-

pidovana forma (tabulka CVI dale v textu), coZ koreluje dobfe
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se zesilenou hladinou baktericidni aktivity proti homolognim

tak i heterolognim meningokovym kmenum (tabulka XVII déle

v textu). Protein ve své pfirozené lipidované formé vykazuje

tercidrni strukturu prezentace antigenu a/nebo zachyceny lipid

miZe plsobit jako adjuvans stimulujici vy33i imunogenni odezvu.

Tabulka XVI

Imunitni odezva vyvolana v tydnu 6 WCE pouZitim 8529 rP2086

(nelipidovany) vs.

8529 rLP2086

(lipidovany)

MySi sérum

Meningokokové kmeny

Antigen (10|Adjuvans
H44/76 H355 870227 880049 870446
ug) (20 ug)
212
rP2088 QS-21 273 238 ST 102 947 |69 124 21 466
5 384 4 819 |2 930 1 307
rLP2086 QsS-21 886 056
306 061 946 091

Tabulka XVII

8529 rP2086 vyvolava slab3i baktericidni aktivitu neZ 8529

rLP2086

My3i sérum

Meningokokové kmeny

Antigen (10 ug) Adjuvant (20 ug) |H44/76 |H355 |880049 |NMB
rP2086 gs-21 200 100 <25 <25
rLP2086 Qs-21 6 400 |3 200 |100 <25
Pre-imunitni - <10 <10 <10 <10
Pozitivni kontrola |- 1 600 100 200 1 600
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Nasleduje souhrn vysledkld studie. V3echny testované kmeny N.

meningitidis B vykazuji gen podobny genu 2086. Reprezentovany
jsou alespon dvé rodiny genu 2086: subsrodina A p#¥iblizZzné& 30 %
kmenl a subrodina B - pfibliZn& 70 % kment. Gen 2086 se klono-

val a sekvenoval z 55 kment N. meningitidis. Sekvence

v subrodiné A jsou ~86-100 % shodné na tUrovni DNA. Sekvence

v subrodiné B jsou ~89,5-100 % shodné na urovni DNA. Sekvence

v subrodiné A jsou vs. subrodiny B ~60,9 %-74 % shodné na urov-

ni DNA. Homology 2086 se identifikovaly skriningem PCR nésle-

dovné:

N. meningitidis A, B, C, W135, Y

N. lactamica

N. gonorrhoeae FA1090

Né&kolik gent ORF 2086 se klonovalo a rekombinantné exprimovalo

lipidované verze P2086 se exprimovaly z deviti meningokokovych

kment.
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[0227] Tyto rekombinantni proteiny se &istily a pouzivaly

k vakcinaci my3i.

[0228] Vyslednd antiséra jsou baktericidni.

[0229] Nelipidované verze P2086 se exprimovaly ze t¥i shora

uvedenych deviti kment. rLP2086 vyvoladvaji vy33i imunitni ode-

zvu neZz rP2086.

rLP2086 také vyvolava zesilenou baktericidni

aktivitu proti homolognim a heterolognim menigokovym kmentm.

Priklad 10

[0230] Nasledujici tabulky XVIII a XIX vykazuji charakterizaci

variant &lent dvou subrodin.

Tabulka XVIII

Varianty subrodina A rLP2086 - charakterizace

rLP2086- |rLP2086- |rLP2086- |rLP2086- |rLP2086-
252988 250771 870446 2996 €11
Rustové médi- [HySoy HySoy HySoy HySoy HySoy
um
rozpustnost rTX-100 TX-100 TX-100
o rTX-100 =|rTx-100 =
23-12 23-12
Kroky ¢isténi |TMAE S HQ Poros |HQ Poros |TMAE SEC |TMAE S
Fractogel [SEC SEC Fractogel
SEC
Cistota (%) 96 83 80 95 82
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Varianty subrodina A rLP2086 - charakterizace

rLP2086- |rLP2086- |rLP2086- |[rLP2086- |rLP2086-
252988 250771 870446 2996 Cl1
vytézek (mg/g (0,2 Q.7 0,8 0,5 (fer=-10,1
bunéény pe- mentor)
let)
Veli- ([SEC 134 000 155 000 132 000 163 000 126 000
kost (23-12)
MS 27 897 - - 27 878 28 139
(712 1i- (750 1i- |[(6B2 l1li-
pid) pid) pid)
Teplotni 66 °C - NT 65 *C 63 "¢
denaturace
stfedni bod
transice (Ty)
"
Dostupny pro- |2,7 mg 1 mg (Z3-|5,0 mg 44 mg 1,1 mg
tein (mg) 12
8529 homolo- |71 62 i | T2 68
gie sekvence
(%)
Tabulka XIX
Varianty subrodiny B rLP2086 - charakterizace
rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086-
8529 M982 880049 CDC15%73
Rustové médium Apollon Apollon HySoy HySoy
(Sanford)
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Varianty subrodiny B rLP2086 - charakterizace

rLP2086- rLP2086- rLP2086- rLP2086-
8529 M982 880049 CDC1573
rozpustnost 4 M mocovi- rTX-100 rTX~-100
rTX-100 =
na = 23-12 =2z3-12
23-12
Kroky ¢isténi TMAE S TMAE S TMAE S TMAE SEC
Fractogel Fractogel |Fractogel
Cistota (%) 96 96 90 93
Vytézek (mg/g bu- (0,2 (fer- 1,6 (fer- |0,4 1,0
néény pelet) mentor) mentor)
veli- SEC (23- (95 000 110 000 100 000 120 000
kost 12) 150 000
MS 27 785 (82227 719 28 044 28 385
lipid) (711 1i- (819 1li- (823 li-
pid) pid) pid)
Teplotni denatura-|70 °C 5 "k 62 °C NT
ce stredni bod
transice (Ty) °C
Dostupny protein mocovina — |sbér 1 - 3,6 mg 4,9 mg
(mg) 34 mg 47 mg
Sarc - 36émg|sbér 2 -
17 mg
8529 homologie 100 94 92 87

sekvence (%)
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[0231] Tabulka XX dale v textu poskytuje vysledky fluorescené-

niho sérového baktericidniho testu pro 2986 subrodinu A.
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Tabulka XX
popis 250771 |870446 |6557 |[NMB M98 M97
250732 (252697
rLP2086-252988, 10 >800 >800 <25 |- >800 >800
ug (99 R)* (88 ) {39 %)% |93 %>
rLP2086-Cl11l, 10 ng 200 >880 <25 |- 200 400
(91 %)*
rLP2086-250771, 10 >800 >800 <25 |- >800 >800
Hug (92 $)*|(99 %)* (96 %)*|(84 %)*
rLP2086-870446, 10 400 >800 <25 |- 400 400
Mg (99 %)*
rLP2086-2996, 10 png |800 >800 <25 |- >800 >800
(99 %)~ (93 #)*|(72 %) *
rLP2086-8529 + 800 >800 <25 |- >800 >800
rLP2086-2996, 10 ng (99 %)* (80 %)* (72 &)*
rLP2086-8529 + - 800 200 |>800 |- -
rPl.22a,14a + (98
xPl.oa,ze, 10 ng %) *
rLP2086-8529 + 400 >800 200 |>800 |400 >800
rLP2086-2996 + (99 %) (99 (88 %)*
rPl1.22a,14a + %)*
Pl B5a,2e, 10 ug
NMB/rLP2086-8529 ve- |- 100 - 400 - -
sicles, 20 ug
rPl1.22a,14a, 10 pg 25 - 800 |- 100 -
¥xPl.5a,2¢, 10 ng - - - >800 |- =
(99
$)*
EP 2 341 063

09 E13117.docx



- 140 - T 321 1%
s 8 TE* 3 A5
popis 250771 |870446 |6557 NMB M98 M97
250732 (252697
rLP2086-8529, 10 ng |- 800 - - - -
rPl1.22a,14a, 25 pg 200 - - - 800 -
rPl,18,.2%.6, 5 pg - - - -
nPl1.22,9 (M982), 25 |- - 100 |- - -
ng
Pre-imunni mysi sé- |<10 <10 <10 |10 <10 <10
rum (negativni kont-
rola)
800 400 800 (1 600 |*~* ol
Poznamky :

* Procenta indikuji % BC aktivity p¥i fedéni 1:800.

** Pozitivni kontrola neni dostupna.

- netestované sérum

Priklad 11

[0232] Nasledujici fakta dale demonstruiji,

Ze P2086 se exprimu-

je v neisserialnich kmenech a poskytuje dalsi specifické p¥i-

klady exprese P2086 v nékolika kmenech.

[0233] Buné&lné lyzaty se pfipravily s bufikami z kultur na plot-
nach resuspendovanych v SDS vzorkovém pufru a zah#itém na 98 °C
po dobu 4 minuty. Vzorky se nanesly v mnoZstvi 30 aZ 50 ug cel-

kového proteinu do kaZdé prohlubné na 10 az 20 % gelech

(ICN) a

elektroforéza probé&hla pfi 175 V. Gely se pfenesly na nitroce-

lulézovou membréanu,

ktera se pak blokovala po dobu 30 minut 5 %

praskovym mlékem ve fyziologickém roztoku pufrovaném Trus

{Blotto) .
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niho antiséra vzniklého proti jednotlivym variantam rLP2086 u

my3i.

[0234] Na Obr. 17 a 18 western bloty ukazuji reaktivitu rLP2086

mySiho antiséra k P2086 subsrodiny A a B lyzatd celych bunék.

V piipadé blotu buné&ného lyzatu subrodiny A pouZivané antisé-
rum vzniklo proti rLP2086-2996, -870446 a -250771 s rLP2086-
250771 fedéném 1/500 v Blotto a dal3i se fedily v poméru 1/1
000 v Blotto. V p¥ipadé blotu buné&ného lyzatu subrodiny B uZi-
vand antisera vznikla proti rLP2086-8529 (¥edé&no 1/1 000 v
Blotto), -CDC1573. -MS82 a -880049 (tyto tfi se fedily v poméru
1/500 v Blotto). Primadrni antiséra a blot se inkuboval pfi tep-
lot& 4 °C pfes noc. Blot se promyl, sekunddrné se pfidaly kozi-
anti-mys8i AP v fedéni 1/500 v Blotto a blot se inkuboval 30 mi-
nut pfi teploté& mistnosti. Po promyti se vyvinul blot pouzitim

BCIP/NBT Membrane Phosphatase Substrate System (KPL).
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[0236] Z popisu vynalezu je patrné, Ze je moZné provést fadu
zmén a modifikaci, jak definuji pfipojené naroky. V dal3im tex-
tu se popisuji vyhodna provedeni podle pfedmétného vynalezu
spolu s fadou pozitivnich alternativ. Tato provedeni jsou pouze

pfiklady a pro vynalez nejsou omezujici.
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[0237] Zv1asté vhodna provedeni jsou uvedena v nasledujicich

odstavcich.

1.

(a)

(b)

(c)

B

Prostfedek obsahujici:

alespon jeden protein kédovany otevienym ¢tecim ramcem
Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevfieny &teci ré&-
mec kédujici zk¥iZené reaktivni imunogenni antigen a
uvedeny zkfiZené& reaktivni imunogenni antigen poskytuji-
ci u jedince imunogennost proti infekci Neisseria menin-

gitidis seroskupina B; nebo

alesponn jednu imunogenni ¢ast alespon jednoho proteinu

popsaného v (a); nebo

alesponn jeden bioclogicky ekvivalent alespon jednoho pro-
teinu popsaného v (a) nebo imunogenni fragment popsany

()

Prostfedek podle odstavec 1, kde alespofl jeden protein ob-
sahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 254

aZ 259.

. Prostfedek podle odstavec 1, kde alespofi jeden protein ké-

dovany ORF2086 v libovolném z neisseridlnich kment L3
6275, CDC2369, CDC1034, L4 891, Bl6B6, W135 (ATCC35559),
Cll, Y (ATCC35561), M98 250732, MS8 250771, CDCl1l135, M97
252153, CDC1610, CDC1492, L8 M978; M97 252988, M97 252697,
6557, 2996, M97 252976, M97 251854, CDC1521, M98 250622,
870446,M97 253248,M98 250809, L5 M981, NMB nebo M98
250572,

. Prostfedek podle odstavce 1, kde alespori jeden protein ob-

sahuje libovolnou z aminokyselinovych sekvenci SEQ ID NO:
260 az 278 nebo 279 aZ 299.
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5. Prostfedek podle odstavce 1, kde alesponl jeden protein je
kédovan ORF2086 v libovolném z neisseridlnich kment
880049, M982, CDC1573, M97 253524 nebo M98 250670.

6. Prostfedek podle odstavce 1, kde alespoii jeden protein ob-
sahuje aminokyselinovou sekvenci oznacenou sudym &islem

SEQ ID NO: 2 aZ 174.

7. Prostfedek podle odstavce 6, ktery dale obsahuje alesporii
jeden protein obsahujici libovolnou aminokyselinovou sek-
venci ze sekvenci oznalenych sudym Cislem SEQ ID NO: 176
aZ 252.

8. Prostfedek podle odstavce 1, kde alesponi jeden protein ob-
sahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sekvenci

oznac¢enych sudym Cislem SEQ ID NO: 224 azZ 252.

9. Prostfedek podle odstavce 1, kde alesponn jeden protein,
imunogenni &ast nebo biologicky ekvivalent neni patogenni

a v podstaté neobsahuje infek&ni necistoty.

10. Prostfedek podle odstavce 1, kde alesponi jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost pfibliZné 26 000 aZz

30 000 daltonti, jak se stanovilo hmotnostni spektroskopii.

1l. Prostfedek podle odstavec 10, kde alespon jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost pfibliZzné 28 aZ 35 kDa,

jak se stanovilo na 10 aZ 20 % SDS polyakrylovém gelu.

1Z. Prostfedek podle odstavce 1, kde uvedeny prostifedek
navic obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, ¥fedidlo, ad-

juvans nebo nosic.

i e Prostfedek podle odstavce 1, kde uvedeny prostfedek

navic obsahuje nosic.
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14. Prostfedek podle odstavce 1, kde uvedeny prostfedek
navic obsahuje adjuvans.
15, Prostfedek podle odstavce 14, kde uvedené adjuvans
obsahuje kapalinu.
16. Prostfedek podle odstavce 1, kde proteinem je rekom-
binantni protein.
G I Prostfedek podle odstavce 1, kde se protein izoloval

z pfirozeného Neisseria species.

18. Prostfedek podle odstavce 1, kde proteinem je lipo-
protein.

19. Prostfedek podle odstavce 1, kde protein neni lipido-
van.

20, Prostfedek podle odstavce 1, kde prostifedek navic ob-

sahuje alespofl jeden PorA, PorB, protein vazajici transfe-

rin nebo opacitni protein (Opc).

2l Prostfedek podle odstavce 1, kde prostfedek navic ob-
sahuje alesponn jeden dal3i povrchovy antigen Neisseria
species, pfi¢emZ uvedenym dal3im povrchovym antigenem je

non-ORF2086 protein.

" 8 Prostfedek podle odstavce 1, ktery dale obsahuje po-
lysacharid.
23. Prostfedek podle odstavce 1, kde uvedeny prostfedek

obsahuje dalsi peptid, polypeptid nebo protein, pficemi
uvedeny prostfedek tvo¥i konjugat, ktery vyvolava u savce

imunitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.

24. Prostfedek obsahujici
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alespon jeden imunogenni protein nebo polypeptid obsahuji-

ci libovolnou ze SEQ ID NO: 254 aZ 259.

25 Prostfedek podle odstavce 24, kde alespon jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p#ibliZné& 26 000 azZ

30 000 daltonti, jak se stanovilo hmotnostni spektroskopii.

26. Prostfedek podle odstavce 25, kde alesponl jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost pf#ibliZné& 28 aZ 35 kDa,
jak se stanovilo na 10 % aZ 20 % SDS polyakrylamidovém ge-
k.

27 . Prostfedek podle odstavce 24, ktery navic obsahuije
farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, adjuvans nebo no-

sic.

28. Prostfedek podle odstavce 24, kde uvedeny prostfedek

dadle obsahuje nosic.

29. Prostfedek podle odstavce 24, kde uvedeny prostfedek

navic obsahuje adjuvans.

30. Prostfedek podle odstavce 29, kde uvedené adjuvans

obsahuje kapalinu.

1. Prostfedek podle odstavce 24, kde protein neni lipi-

dovan.

a2 Prostfedek podle odstavce 24, kde proteinem je rekom-

binantni protein.

33, Prostfedek podle odstavce 24, kde protein nebo poly-

peptid se izoloval z pfirozeného Neisseria species.

34. Prostfedek podle odstavce 24, kde proteinem je lipo-

protein.
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. Prostfedek podle odstavce 24, kde prostfedek dale ob-
sahuje alespofi jeden PorA, PorB, protein vazajici transfe-

rin nebo opacitni protein (Opc).

36. Prostfedek podle odstavce 24, kde prostfedek dale ob-
sahuje alespofl jeden dal3i povrchovy antigen Neisseria

species, uvedenym dal3im povrchovym antigenem je non-
ORF2086 protein.

£ f 8 Prostfedek podle odstavce 24, ktery dadle obsahuje po-
lysacharid.
38. Prostfedek podle odstavce 24, kde uvedeny prostfedek

obsahuje dal3i peptid, polypeptid nebo protein, uvedeny
prostfedek tvofici konjugat, ktery u savce vyvolava imu-

nitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.

39. Prostfedek obsahujici: alespori jeden imunogenni pro-
tein nebo polypeptid obsahujici libovolny z SEQ ID NO: 260
az 278.

40. Prostfedek podle odstavce 39, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje farmaceuticky p¥ijatelny pufr, fedidlo, ad-

juvans nebo nosic.
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a1 . Prostfedek obsahujici:

alespon jeden imunogenni protein nebo polypeptid obsahuji-

ci libovolnou ze sekvenci SEQ ID NO: 279 az 299,

42. Prostfedek podle odstavce 41, pficemZ uvedeny pro-
stfedek dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedi-

dlo, adjuvans nebo nosic.

43, Prostfedek obsahujici:

alesponi jeden izolovany protein obsahujici aminokyselino-

vou sekvenci SEQ ID NO: 300;
kde x je libovolnad aminokyselina;

pficemZ oblast od aminokyseliny v poloze 5 k aminokyseliné

v pcloze 9 je libovolnéd z 0 aZ 5 aminokyselin;

kde oblast z aminokyseliny v poloze 67 k aminokyseliné

v poloze 69 je libovolna z 0 aZ 3 aminokyselin;

a kde aminokyselina v poloze 156 je libovolnd z 0 aZ 1

aminokyseliny.

44, Prostfedek podle odstavce 43, kde oblast od aminoky-
seliny v poloze 5 do aminokyseliny v poloze 9 obsahuje 0,

4 nebo 5 aminokyselin.

45 Prostfedek podle odstavce 43, kde oblast od aminoky-
seliny v poloze 67 do aminokyseliny v poloze 69 obsahuje 0

nebo 3 aminokyseliny.

46. Prostfedek podle odstavce 43, kde alespon jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p#ibliZné 26 000 aZ

30 000 daltonl, jak se stanovilo hmotnostni spektroskopii.
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Prostfedek podle odstavce 46,

kde alesponl jeden pro-

tein vykazuje molekulovou hmotnost pfibliZné& 28 aZ 35 kDa,

jak se stanovilo na 10 aZ 20 % SDS polyakrylovém gelu.

48.

Prostfedek podle odstavce 43,

kde uvedeny prostifedek

dadle obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, ¥edidlo, ad-

juvans nebo nosic.

49. Prostfedek podle

nosigé.

ol . Prostfedek podle

juvans.

- Prostfedek podle

nu.

o92.

dovan.

Prostfedek podle

93. Prostfedek podle

binantni protein.

4.

odstavce

odstavce

odstavce

odstavce

odstavce

43,

43,

50,

43,

43,

Prostfedek pdole odstavce 43,

z pfirozeného Neisseria species.

a9,

protein.

b

sahuje alespon jeden PorA,

rin nebo opacitni protein

- ¥ 8

Prostfedek podle odstavce 43,

Prostfedek podle odstavce 43,

(Opc) .

Prostfedek podle odstavce 43,

ktery navic obsahuje

ktery obsahuje dale ad-

ktery obsahuje kapali-

kde

protein neni lipi-

kde proteinem je rekom-

kde protein se izoloval

kde proteinem je lipo-

kde prostfedek dale ob-

PorB, protein vazajici transfe-

kde prostfedek déle ob-

sahuje alespon jeden dal3i povrchovy antigen Neisseria
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species, pficemZ uvedenym dalSim povrchovym antigenem je

non-0ORF2086 protein.

58. Prostfedek podle odstavce 43, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje polysacharid.

59. Prostfedek podle odstavce 43, kde uvedeny prostfedek
obsahuje dal3i peptid, polypeptid nebo protein, uvedeny
prostfedek tvofici konjugét, ktery vyvolava u savce imu-

nitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.
60. Prostfedek obsahujici:

(a) alesponn jeden protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci libovolné se sekvenci oznacenych soudym &is-

lem SEQ ID NO: 2 aZ 252;

(b) alespon jeden protein kodovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem,
ktery obsahuje libovolnou sekvenci nukleové kyseliny

z téch ¢islovanych lichym &islem SEQ ID NO: 1 aZ 253;

(c) alespofi jednu imunologickou ¢ast alespon jednoho pro-

teinu popsaného (a) nebo (b); nebo

(d) alespofi jeden biologicky ekvivalent alespofi jednoho
proteinu popsany v (a) nebo (b) imunogenni fragment

popsany v (c).

61. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponn jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci z téch

oznacéenych sudymi &isly SEQ ID NO: 2 az 174.

B Prostfedek podle odstavce 61, ktery dale obsahuje
alesponn jeden protein obsahujici libovolnou aminokyselino-

vou sekvenci ze sudé ¢islovanych SEQ ID NO: 176 aZz 252.
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b3 Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponl jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 2 aZ 12.

64. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponi jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 14 az 24.

L Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponl jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 26 azZ 42.

66. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponi jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

€¢islovanych SEQ ID NO: 50 aZ 60.

w8 Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponi jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé&

¢islovanych SEQ ID NO: 62 aZ 108.

68. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponn jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé
¢islovanych SEQ ID NO: 110 aZ 138.

69. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponl jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 140 aZ 156.

i Prostfedek podle odstavce 60, kde alespofl jeden pro-
tein obsahuje libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO:158 az 174.

i Prostfedek podle odstavce 60, kde alespofi jeden pro-
tein obsahuije libovolnou aminokyselinovou sekvenci ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 223 aZ 252.
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s Prostfedek podle odstavce 60, ktery dale obsahuje

alesponl jeden PorA, PorB, protein vazajici transferrin ne-

bo opacitni protein (Opc).

s Prostfedek podle odstavce 60, ktery dale obsahuje
alespon jeden dal3i povrchovy antigen Neisseria species,
ptic¢emZ dal3im povrchovym antigenem je protein non-
ORF2086.

74. Prostfedek podle odstavce 60, kde alesponl jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p#ibliZné 26 000 aZ

30 000, jak se stanovilo hmotnostni spektroskopii.

- Prostfedek podle odstavce 74, kde alespofi jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost pfibliZné& 28 aZ 35 kda,

jak se stanovilo na 10 aZ 20 % SDS polyakrylamidovém gelu.

76. Prostfedek podle odstavce 60, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, ad-

juvans nebo nosié.

i Prostfedek podle odstavce 60, kde uvedeny prostfedek

dadle obsahuje nosic.

78. Prostfedek podle odstavce 60, kde uvedeny prostiedek

dale obsahuje adjuvans.

T8, Prostfedek podle odstavce 78, kde uvedené adjuvans

obsahuje kapalinu.

80. Prostfedek podle odstavce 60, kde protein neni lipi-
dovany.
81. Prostfedek podle odstavce 60, kde proteinem je rekom-

binantni protein.
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82. Prostfedek podle odstavce 60, kde protein se izoloval
z pfirozeného Neisseria species.
83. Prostfedek podle odstavce 60, kde proteinem je lipo-
protein.
84. Prostfedek podle odstavce 60, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuije polysacharid.
85. Prostfedek podle odstavce 60, kde uvedeny prost¥edek

obsahuje dal3i peptid, polypeptid nebo protein, piicemz
uvedeny prostfedek tvofi konjugat, ktery vyvolava u savce

imunitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.
86. Prostfedek obsahujici:

alesponl jeden antigen prvniho bakteridlniho kmene Neisse-
ria species, ktery poskytuje imunogennost proti infekci

jedince druhym bakteridlnim kmenem Neisseria species.

87. Prostfedek podle odstavce 86, kde prvnim kmenem je
kmen Neisseria species a uvedenym druhym kmenem je Neisse-

ria meningitidis seroskupina B.

88. Prostfedek podle odstavce 86, kde prvnim kmenem je
libovolny z kment L3 6275, CDC2369, CDC1034, L4 891,
B16B6, W1i35 (ATCC35559), Cell, Y{ATCC35561), M98 250732,
M98 250771, CDC1135, M97 252153, CDC1610, CDC1492, L8
M978; M97 252988, M97 252697, 6557, 2996, M97 252976, M97
251854, CDC1521, M98 250622, 870446,M97 253248,M98 250809,
L5 M981, NMB nebo M98 250572.

89. Prostfedek podle odstavce 86, kde prvnim kmenem je
libovolny z kment 880049, M982, CDC1573, M97 253524 nebo
M98 250670.
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90. Prostfedek podle odstavce 86, kde proteinem je rekom-
binantni protein.
- Prostfedek podle odstavce 86, kde protein se izoloval
z pfirozeného Neisseria species.
92. Prostfedek podle odstavce 86, kde proteinem je lipo-
protein.
03. Prostfedek podle odstavce 86, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, ad-

juvans nebo nosic.

94. Prostfedek podle odstavce 86, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje nosic.

95. Prostfedek podle odstavce 86, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje adjuvans.

96. Prostfedek podle odstavce 95, kde uvedené adjuvans

obsahuje kapalinu.

97. Prostfedek podle odstavce 86, kde protein neni lipi-

dovan.

98. Prostfedek podle odstavce 86, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje polysacharid.

B89, Prostfedek podle odstavce 86, kde uvedeny prostfedek
obsahuje dal3$i peptid, polypeptid nebo protein, uvedeny
prostfedek tvofi konjugat, ktery vyvolava u savce imunitni

odezvu k dvéma nebo vice patogentm.
100. Prostfedek obsahujici:

alespon jeden izolovany protein obsahujici aminokyselino-

vou sekvenci SEQ ID NO: 301;
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kde x je libovolnd aminokyselina;

kde oblast od polchy aminokyseliny 5 do polohy aminokyse-

liny 8 je libovolny z 0 aZ 8 aminokyselin;

kde oblast od polohy aminokyseliny 66 k poloze aminokyse-

liny 68 je libovolnad z 0 aZ 3 aminokyselin.

101. Prostfedek podle odstavce 100, kde alesponl jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p¥ibliZné& 26 000 az

30 000, jak se stanovilo hmotnostni spektrodkopii.

102. Prostfedek podle odstavce 101, kde alespoii jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p#ibliZné& 28 aZ 35 kDa,

jak se stanovilo na 10 aZz 20 % SDS polyakrylovém gelu.

103. Prostfedek podle odstavec 100, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje farmaceuticky p¥ijatelny pufr, ¥fedidlo, ad-

juvans nebo nosic.

104. Prostfedek podle odstavce 100, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje nosic.

105, Prostfedek podle odstavce 100, kde uvedeny prostfedek

dédle obsahuje adjuvans.

106. Prostfedek podle odstavce 105, kde uvedené adjuvans

obsahuje kapalinu.

107. Prostfedek podle odstavce 100, kde protein neni lipi-
dovan.
108. Prostfedek podle odstavce 100, kde proteinem je re-

kombinantni protein.
1009. Prostfedek podle odstavce 100, kde protein se izolo-

val z pfirozeného Neisseria species.
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110. Prostfedek podle odstavce 100, kde proteinem je lipo-
protein.
i i v 4 Prostfedek podle odstavce 100, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje polysacharid.
118, Prostfedek podle odstavce 100, kde uvedeny prostfedek

obsahuje dal3i peptid, polypeptid nebo protein, uvedeny
prostfedek tvofici konjugéat, ktery vyvoladva u savce imu-

nitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.

113, Prostfedek podle odstavec 100, kde oblast od polohy
aminokyseliny 5 k poloze aminokyseliny 8 obsahuje 0 nebo 4

aminokyseliny.

134. Prostrfedek podle odstavce 100, kde oblast od aminoky-
seliny v poloze 66 k aminokyselin& v ploze 68 obsahuje 0

nebo 3 aminokyseliny.
115. Prostredek obsahujici:

alesponi jeden izolovany protein obsahujici aminokyselino-

vou sekvenci SEQ ID NO: 302;
kde x je libovolnéd aminokyselina;

kde oblast od polohy aminokyseliny 8 k poloze aminokyseli-

ny 12 je libovolny pocet od 0 do 5 aminokyselin.

116. Prostfedek podle odstavce 115, kde oblast od polohy
aminokyseliny 8 k poloze aminokyseliny 12 obsahuje 0 nebo

5 aminokyselin.

317, Prostfedek podle odstavce 115, kde alespofl jeden pro-
tein vykazuje molekulovou hmotnost p¥ibliZné& 26 000 aZ

30 000, jak se stanovilo hmotnostni spektroskopii.
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118, Prostfedek podle odstavce 117, kde alespon jeden pro-

tein vykazuje molekulovou hmotnost p#ibliZné& 28 aZ 35 kDa,

jak se stanovilo na 10 aZ 20 % SDS polyakrylamidovym gelu.

119 Prostfedek podle odstavce 115, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, ad-

juvans nebo nosicé.

120. Prostfedek podle odstavce 115, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje nosic.

i2l. Prostfedek podle odstavce 115, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje adjuvans.

122. Prostfedek podle odstavce 121, kde uvedené adjuvans

obsahuje kapalinu.

123. Prostfedek podle odstavce 115, kde protein neni lipi-
dovan.
124, Prostfedek podle odstavce 115, kde proteinm je rekom-

binantni polypeptid.

1295, Prostfedek podle odstavce 115, kde protein se izolo-

val z pfirozeného zdroje.

126. Prostfedek podle odstavce 115, kde uvedeny prostfedek

dale obsahuje polysacharid.

127. Prostfedek podle odstavce 115, kde uvedeny prostifedek
obsahuje dal3i peptid, polypeptid nebo protein, pficemiZ
uvedeny prostfedek tvofi konjugat, ktery vyvolava u savce

imunitni odezvu k dvéma nebo vice bakteriim.

128. Prostfedek obsahujici:
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alesponn jednu protilatku, ktera se imunospecificky vaZe na

libovolny z:

(a) alesponn jeden protein kédovany otevienym &tecim
réamcem Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevie-
ny &teci réamec kéddujici zk¥iZené reaktivni imuno-
genni antigen a uvedeny zkfiZené reaktivni imuno-
genni antigen poskytujici u jedince imunogennost
proti infekci Neisseria meningitidis seroskupina B;

nebo

(b) alespofl jednu imunogenni &a&st alespon jednoho pro-

teinu popsaného v (a); nebo

(c) alesponi jeden biologicky ekvivalent alesponl jednoho
proteinu popsaného v (a) nebo imunogenni fragment

popsany (b).

129, Prostfedek podle odstavce 128, kde protildtkou je mo-
noklonalni protiléatka.

130. Prostfedek podle odstavce 128, dale obsahujici farma-

ceuticky pfijatelny nosic.
131. Prostfedek obsahujici:

alespofl jednu protilatku, ktera se imunospecificky vaZe na

libovolny z:

(a) alespon jeden protein obsahujici libovolnou ze sek-
venci SEQ ID NO: 254 aZ 259; nebo

(b) alespon jednu imunogenni ¢&ast alespon jednoho pro-

teinu popsaného v (a):; nebo
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(c) alespon jeden biologicky ekvivalent alesponi jednoho
proteinu popsaného v (a) nebo imunogenni fragment

popsany (b).

132. Prostfedek podle odstavce 131, kde alespoii jeden pro-
tein, jeho imunogenni &&st nebo jeho biologicky ekvivalent
obsahuje SEQ ID NO: 260 aZ 299.

133. Prostfedek podle odstavce 131, kde alespofi jednou

protilatkou je monoklondlni protilatka.
134. Prostfedek obsahujici:

alesponi jednu protilatku, kterd se imunospecificky véaZe na
alesponi jeden izolovany protein obsahujici aminokyselino-
vou sekvenci SEQ ID NO: 300;

kde x je libovolna aminokyselina;

kde oblast z polohy aminokyseliny 5 do polohy aminokyseli-

ny 9 obsahuje libovolnych 0 aZ 5 aminokyselin;

kde oblast z polohy aminokyseliny 67 do polohy aminokyse-

liny 69 obsahuje libovolnych 0 aZ 3 aminokyseliny; a

kde poloha aminokyseliny 156 obsahuje libovolnou z 0 aZ 1

aminokyselin.

133 . Prostfedek podle odstavce 134, kde alespon jednou

protilatkou je monoklondlni protiléatka.
136. Prostfedek obsahujici:

alespofl jednu protilatku, ktera se imunospecificky vaZe na

libovolny z:
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(a) alespon jeden protein obsahujici libovolnou aminoky-
selinovou sekvenci ze sudé &islovanych SEQ ID NO: 2

az 252; nebo

(b) alespon jeden protein kodovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem,
ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny

z libovolnych liSe &islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253;

(c) alespofl jednu imunogenni &ast alespoinl jednoho protei-

nu popsaného v (a) nebo (b); nebo

(d) alespon jeden biologicky ekvivalent alesponi jednoho
proteinu popsaného (a) nebo (b) nebo imunogenni frag-

ment popsany v (c).

137. Prostfedek obsahujici:

alespon jeden polynukleotid, ktery kdéduje (a) alesponn je-
den protein kodovany otevfenym &tecim radmcem Neisseria
species (ORF2086) nebo alesponl jednu imunogenni oblast ne-
bo biologicky ekvivalent uvedeného alesponi jednoho protei-
nu, uvedeny otevfieny &teci réamec kdéddujici zkfiZené reak-
tivni imunogenni antigen a uvedeny zkfiZené reaktivni imu-
nogenni antigen poskytujici jedinci imunogennost proti in-
fekci Neisseria meningitidis seroskupina B; nebo (b) hyb-
ridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem popsanym

v odstavci (a).

138. Prostfedek podle odstavce 137 dale obsahujici vedouci

sekvenci P4 (SEQ ID NO: 322).

139. Prostfedek podle odstavce 137, kde uvedeny prostfedek

obsahuje vektor.
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140. Prostfedek podle odstavce 139, kde vektorem je
plazmid.
141. Porstfdek podle odstavce 139, kde vektorem je fag.
142. Prostfedek podle odstavce 137, kde pfisné podminky

jsou vysoce pfisné podminky southern hybridizace.

143. Prostfedek podle odstavce 137, ktery dale obsahuje P4
vedouci sekvenci (SEQ ID NO: 322).

144, Prostfedek podle odstavce 137, kde polynukleotidem je
rekombinantni polynukleotid.

145. Prostfedek podle odstavce 137, kde polynukleotid se

izolova z pfirozeného zdroje.

146. Prostfedek podle odstavce 137, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje sekvenci nukleové kyseliny kédujici dalsi

peptid, polypeptid nebo protein.
£ o Prostfedek obsahujici:

alesponi jeden polynukleotid, kde (a) kéduje alespoifi jeden
izolovany protein obsahujici libovolnou ze sekvenci SEQ ID
NO: 254 aZ 259, 260 aZ 278 nebo 279 aZ 299 nebo (b) hybri-
dizuje za pfisnych podminek s libovolnym z polynukleotidi

popsanych v odstavci (a).

148. Prostfedek podle odstavce 147, ktery dale obsahuje
vedouci sekvenci P4 (SEQ ID NO: 322).

149. Prostfedek podle odstavce 147, ktery obsahuje vektor.

150. Prostfedek podle odstavce 147, kde pfisné podminky

jsou velmi p¥isné podminky southern hybridizace.
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151 Prostfedek podle odstavce 147, ktery dale obsahuje
vedouci sekvenci P4 (SEQ ID NO: 322).
1925 Prostfedek podle odstavce 147, kde polynukleotidem je

rekombinantni polynukleotid.

153. Prostfedek podle odstavce 147, kde polynukleotid se

izoloval z pfirozeného zdroje.

154. Prostfedek podle odstavce 147, ktery navic obsahuje
sekvenci nukleové kyseliny kédujici daléi peptid, polypep-
tid nebo protein.

155. Prostfedek obsahujici:

alesponn jeden polynukleotid, ktery (a) kéduje alesponi je-
den protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 300, x je libovolnd aminokyselina, oblast od aminoky-
seliny v poloze 5 do aminokyseliny v poloze 9 je libovolna
0 az 5 aminokyselin, oblast od aminokyseliny v poloze 67
do polohy aminokyseliny 69 je libovolnad z 0 aZ 3 aminoky-
selin; a aminokyselina v poloze 156 je libovolnd 0 aZ 1
aminokyselina neb (b) hybridizuje za pfisnych podminek

s libovolnym ze zde popsanych polynukleotidd v odstavci
(a) .

156, Prostfedek podle odstavce 155, dale obsahujici wedou-
ci sekvenci P4 (SEQ ID NO: 322).

18F. Prostfedek obsahujici:

(a) alespon jeden polynukleotid, ktery kéduje alespon je-
den z (i) alesponi jeden protein obsahujici aminokyse-
linovou sekvenci libovolné ze sudé& ¢islovanych sek-
venci SEQ ID NO: 2 aZ 252; (ii) alespofl jeden protein

kédovany polynukleotidem, ktery hybriodizuje za piis-
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nych podminek s polynukleotidem, ktery obsahuje sek-
venci nukleové kyseliny libovolni z li3e &islovanych
SEQ ID NO: 1 aZ 243, (iii) alespofl jednu imunogenni
Cast alesponn jednoho proteinu popsanou v (i) nebo
(ii); nebo (iv) alespofl jeden biologicky ekvivalent
alesponn jednoho proteinu popsaného v (i) nebo (ii)

nebo imunogenni fragment popsany v (iii) nebo

(b) alespofi jeden polynukleotid, ktery hybridizuje za
pfisnych podminek s libovolnym z polynukleotidl po-

psanych v odstavci (a).

158. Prostfedek podle odstavce 157, kde uvedeny alespoii
jeden polynukleotid obsahuje libovolnou sekvenci nukleové

kyseliny z li3e ¢&islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253.

159. Prostfedek podle odstavce 157, kde uvedeny prostfedek

obsahuje vektor.

160. Prostfedek podle odstavce 157, kde pfisné podminky

jsou velmi p¥isné podminky southernovy hybridizace.

161. Prostfedek podle odstavce 157, kde uvedeny prostfedek
dédle obsahuje sekvenci nukleové kyseliny kédujici dalsi

peptid, polypeptid nebo protein.
162. Prostfedek obsahujici:

(a) alespofi jeden polynukleotid, ktery kéduje alespoi je-
den antigen prvniho bakteridlniho kmene Neisseria
species, ktery poskytuje imunogennost proti infekci
jedince sekundérnim bakteridlnim kmenem Neisseria

species; nebo
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(b) alespon jeden polynukleotid, ktery hybridizuje za
pEisnych podminek s alespofi jednim polynukleotidem

popsanym v odstavci (a).

152, Prostfedek podle odstavce 162, kde uvedeny alespoi
jeden izolovany polynukleotid obsahuje sekvenci nukleové

kyseliny libovolné z liSe &islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253.

164. Prostfedek podle odstavce 162, ktery déle obsahuje
vedouci sekvenci P4 (SEQ ID NO: 322).

185. Prostfedek podle odstavce 162, kde uvedeny prostfedek

obsahuje vektor.

166. Prostfedek podle odstavce 162, kde pfisnymi podminka-

mi jsou silné p¥isné podminky southernovy hybridizace.

167. Prostfedek podle odstavce 162, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje sekvenci nukleové kyseliny kédujici dalsi

peptid, polypeptid nebo protein.
168. Prostfedek obsahujici:
vektor obsahujici libovolny z:

(a) alespofl jeden protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci libovolné z SEQ ID NOS: 254-259, 260-278 ne-
bo 279-299; nebo

(b) alesponl jedna imunogenni ¢ast alespofi jednoho protei-

nu popsaného v odstavci (a); nebo

(c) alespon jeden biologicky ekvivalent alespofi jednoho
proteinu v odstavci (a) nebo imunogenni fragment po-

psany v odstavci (b).
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169. Prostfedek podle odstavce
plazmid.
370: Prostfedek podle odstavce
141, Prostfedek podle odstavce
rioféqg.
132, Prostfedek podle odstavce
fag.
173. Prostfedek obsahujici:

168,

168,

168,

168,

kde

kde

kde

kde

vektorem

vektorem

vektorem

vektorem

je

je fag.

je bakte-

je mirny

vektor obsahujici alespofl jeden polynukleotid, ktery kédu-

je protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:

300;

kde x je libovolnad aminokyselina;

kde oblast od aminokyseliny v poloze 5 k poloze aminokyse-

liny 9 je libovolnd z 0 aZ 5 aminokyselin;

kde oblast od polohy aminokyseliny 67 k poloze aminokyse-

liny 69 je libovolna z 0 aZ 3 aminokyseliny; a

kde aminokyselinou v poloze 156 je libovolna z 0 aZ 1 ami-

nokyseliny.

174. Prostfedek podle odstavce 173,

plazmid.

375, Prostfedek podle odstavce 173,

176. Prostfedek obsahujici:

vektor obsahujici libovolny z:
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(a) alesponn jeden polynukleotid, ktery kéduje alespoin je-

den z polypeptidd oznacenych lichymi &isly SEQ ID NO:
2 az 252; nebo

(b) alespofl jeden polynukleotid, ktery hybridizuje za

177.

pfisnych podminek s alespoil jednym polynukleotidem

popsanym v odstavci (a).

Prostfedek podle odstavce 176, kde vektor obsahuje

sekvenci nukleové kyseliny podle libovolné z SEQ ID NO: 1

Az 153.
177. Prostfedek podle odstavce 176, kde vektorem je plazmid.
178. Prostfedek podle odstavce 176, kde vektorem je féag.
179. Prostfedek podle odstavce 176, kde vektorem je bakterio-
faqg.
180. Prostfedek podle odstavce 176, kde vektorem je mirny
fag.
181. Prostfedek obsahujici:

hostitelskou bufiku transformovanou/transfekovanou nebo infi-

kovanou vektorem, uvedeny vektor obsahuje libovolnou sloZku

Z:

(a)
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alesponl jeden protein kdédovany otevienym &tecim ramcem
Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevieny Cteci ra-
mec kédujici zkfiZené reaktivni imunogenni antigen a
uvedeny zkfiZené& reagujici imunogenni antigen poskytuji-
ci u jedince imunogennost proti infekci Neisseria menin-

gitidis seroskupina B; nebo
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alespon jednu imunogenni ¢ast alesponl jednoho proteinu

popsaného v odstavci (a); nebo

alesponn jeden biologicky ekvivalent alespoifi jednoho pro-
teinu popsaného v odstavci (a) nebo imunogenni fragment

poppsany v odstavci (b).

Prostfedek obsahujici:

hostitelskou burfiku transformovanou/transfekovanou nebo infi-

kovanou vektorem, uvedeny vektor obsahujici libovolny z:

(a)

(b)

(c)

183.

alespofi jeden protein obsahujici libovolnou z SEQ ID NO:
254-259, 260-278 nebo 279-299; nebo

alespofi jeden imunogenni ¢&ast z alespofi jednoho proteinu

popsaného v (a); nebo

alesponl jeden biologicky ekvivalent alespori jednoho pro-
teinu popsaného v (a) nebo imunogenni fragment popsany

v odstavci (b).

Prostfedek pfipraveny postupem zahrnujicim:

expresi sekvence nukleové kyseliny v hostitelské bunice kédu-

14¢c1

(a)

(b)
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libovolny z:

alespon jeden protein kodovany otevienym Ctecim ramcem
Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevieny Cteci ra-
mec kédujici zkriZené reaktivni imunogenni antigen a
uvedeny zk¥iZené& reaktivni imunogenni antigen poskytuji-
ci jedinci imunogennost proti infekci Neisseria meningi-

tidis seroskupina B; nebo

alesponl jednu imunogenni &&st alesponn jednoho proteinu

popsaného v odstavci (a); nebo
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(c) alespon jeden biologicky ekvivalent alespofii jednoho pro-
teinu popsaného v odstavci (a) nebo imunogenni fragment

popsany v odstavci (b).

184. Prostfedek podle odstavce 183, kde sekvence nukleové kyse-

liny je libovolna z liSe &islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253.

185. Prostfedek podle odstavce 183, kde sekvence nukleové kyse-
liny kéduje protein obsahujici libovolnou se sud& &islovanych
SEQ ID NO: 2 az 252.

186. Prostfedek podle odstavce 183, kde sekvence nukleové kyse-
liny kéduje protein obsahujici libovolny ze sudé& ¢&islovanych
SEQ ID NO: 2 aZ 174.

187. Prostfedek podle odstavce 183, kde protein vykazuje mole-
kulovou hmotnost pf¥ibliZné& 26 000 aZz 30 000, jak se stanovilo

hmotnostni spektroskopii.

188. Prostfedek podle odstavce 187, kde protein vykazuje mole-
kulovou hmotnost p¥ibliZné& 28 aZz 35 kDa, jak se stanovilo na 10

az 20 % SDS polyakrylamidovém gelu.

189. Prostifde podle odstavce 183, kde uvedeny prostfedek déle
zahrnuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, adjuvans nebo

nogié.

190. Prostrfedek podle odstavce 183, kde uvedeny prostfedek dale

zahrnuje nosic.

191. Prostfedek podle odstavce 183, kde uvedeny prostfedek dale

obsahuje adjuvans.

192. Prostfedek podle odstavce 191, kde adjuvans je kapalina.
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193. Prostfedek podle odstavce 183, kde proteinem je lipidovany

protein.
194. Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:
izolaci a ¢i3téni z Neisseria species libovolného z:

(a) alespon jeden protein kodovany otevienym &tecim ramcem
Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevieny C&teci ra-
mec kédujici zk¥iZené reaktivni imunogenni antigen a
uvedeny zkfiZené& reaktivni imunogenni antigen poskytuji-
ci jedinci imunogennost proti infekci Neisseria meningi-

tidis seroskupina B; nebo

(b) alespon jednu imunogenni Cé&st alesponl jednoho proteinu

popsaného v odstavci (a); nebo

(c) alespon jeden biologicky ekvivalent alespori jednoho pro-
teinu popsaného v odstavci (a) nebo imunogenni fragment

popsany v odstavci (b).

195. Prostfedek podle odstavce 194, kde alespoil jeden poly-
nukleotid obsahuje sekvenci nukleové kyseliny podle libovol-
ného z liSe ¢islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253.

196. Prostfedek podle odstavce 194, kde zplsob dale zahrnuje
zavedeni nepfirozené vedouci sekvence do alesponi jednoho izo-

lovaného polynukleotidu.

197, Prostfedek podle odstavce 196, kde nepfirozenou vedouci

sekvenci je vedouci sekvence P4 (SEQ ID NO: 322).
198. Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:

izolaci a ¢€i5téni z Neisseria species libovolného z:
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(a) alespon jeden protein obsahujici libovolnou ze sekvenci

SEQ ID NO: 254-259, 260-278 nebo 279-299; nebo

(b) alespofl jednu imunogenni &ast alesporni jednoho proteinu

popsaného v odstavci (a); nebo

(c) alesponl jeden biologicky ekvivalent alesponi jednoho pro-
teinu popsaného v odstavci (a) nebo imunogenni fragment

popsany v odstavci (b).

199. Prostfedek podle odstavce 198, kde polypeptid vykazuje mo-
lekulovou hmotnost pribliZné& 26 000 aZ 30 000, jak se stanovilo

hmotnostni spektroskopii.

200. Prostfedek podle odstavce 199. kde polypeptid vykazuje mo-
lekulovoh hmotnost pfibliZné 28 aZ 35 kDa, jak se stanovilo na

10 aZ 20 % SDS polyakrylamidovém gelu.

201. Prostfedek podle odstavce 198, kde uvedeny prostfedek na-
vic obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, adjuvans

nebo nosic.

202. Prostfedek podle odstavce 198, kde uvedeny prostfedek déle

obsahuje nosic.

203. Prostfedek podle odstavce 198, kde uvedeny prostfedek dale

obsahuje adjuvans.

204. Prostfedek podle odstavce 203, kde uvedené adjuvans obsa-

huje kapalinu.

205. Prostfedek podle odstavce 198, kde proteinem je lipidovany

protein.

206. Prostfedek pfipraveny postupem zahrnujicim:
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zaClenéni do vektoru alesponn jednoho izolovaného proteinu, kte-

ry obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 300;
kde x je libovolna aminokyselina;

kde oblast od polohy aminokyseliny 5 do polohy aminokyseliny 9

obsahuje libovolny z 0 aZ 5 aminokyselin;

kde oblast od polohy aminokyseliny 67 do polohy aminokyseliny

69 je libovolnd z 0 aZ 3 aminokyselin; a

kde v poloze aminokyseliny 156 je libovolnd z 0 aZ 1 aminokyse-

lina.
207. Prostfedek podle odstavce 206, kde vektorem je plazmid.
208. Prostfedek podle odstavce 206, kde vektorem je fag.

209. Prostfedek podle odstavce 206, kde vektorem je bakterio-
faqg.

210. Prostfedek podle odstavce 206, kde vektorem je mirny fag.

211. Prostfedek podle odstavce 206, ktery dale obsahuje nepf¥i-

rozenou vedouci sekvenci.

212. Prostfedek podle odstavce 211, kde nepfirozenou vedouci

sekvenci je vedouci sekvence P4 (SEQ ID NO. 322).
213. Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:

expresi v hostitelské bufice (a) alesponl jednoho izolovaného po-
lynukleotidu, ktery kéduje alespofi jeden protein kédovany ote-
vienym C¢tecim rdmcem Neisseria species (ORF2086) nebo alespoii

jednou imunogenni C¢asti nebo biologickym ekvivalentem uvedeného
alespon jednoho proteinu, uvedeny otevieny Cteci ramec kédujici

zk¥iZené reaktivni imunogenni antigen a uvedeny zk¥iZené reak-
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tivni imunogenni antigen poskytujici jedinci imunogennost proti
infekci Neisseria meningitidis seroskupina B a (b) nepfirozenou
vedouci sekvenci spojenou s uvedenym alespoil jednim izolovanym

polynukleotidem.

214. Prostfedek podle odstavce 213, kde nepfirozenou vedouci

sekvencl je vedoucl sekvence P4 (SEQ ID NO. 322).
215. Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:

expresi sekvence nukleové kyseliny v hostitelské bufice, pfidemz

sekvence kéduje libovolny z:

(a) alespon jeden protein kodovany otevienym Ctecim ramcem
Neisseria species (ORF2086), uvedeny otevieny &teci ra-
mec kédujici zk¥iZené& reaktivni imunogenni antigen a
uvedeny zkfiZené& reaktivni imunogenni antigen poskytuji-
ci jedinci imunogennost proti infekci Neisseria meningi-

tidis seroskupina B; nebo

(b) alesponn jednu imunogenni ¢ast alesponl jednoho proteinu

pecpsaného v odstavci (a); nebo

(c) alespon jeden biologicky ekvivalent alespofi jednoho pro-
teinu popsaného v odstavci (a) nebo imunogenni fragment

popsany v odstavci (b); nebo

expresi nukleové kyseliny v hostitelské bufice, pfic¢emZ sek-
vence nukleové kyseliny hybridizuje za pfisnych podminek

s nasledujici sekvenci nukleové kyseliny.

216. Prostfedek podle odstavce 215, kde sekvenci nukleové kyse-
liny je libovolnad z li3e &islovanych sekvenci SEQ ID NO: 1 aZ
253;
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217. Prostfedek podle odstavce 215, kde sekvenci nukleové kyse-
liny je libovolnad z liSe ¢islovanych sekvenci SEQ ID NO: 2 az
252,

218. Prostfedek podle odstavce 215, kde protein vykazuje mole-
kulovou hmotnost pfibliZné& 26 000 aZ 30 000, jak se stanovilo

hmotnostni spektroskopii.

219. Prostfedek podle odstavce 218, kde protein vykazuje mole-
kulovou hmotnost p¥ibliZné& 28 aZ 35 kDa, jak se stanovilo na 10

az 20 % SDS akrylamidovém gelu.

220. Prostfedek podle odstavce 215, kde uvedeny prostfedek dale
obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, adjuvans nebo

nosic.

221. Prostfedek podle odstavce 215, kde uvedeny prostfedek dale

zahrnuje nosic.

222. Prostfedek podle odstavce 215, kde uvedeny prostfedek dale

zahrnuje adjuvans.

223. Prostfedek podle odstavce 222, kde uvedené adjuvans obsa-

huje kapalinu.

224. Prostfedek podle odstavce 215, kde prisné podminky jsou

velmi pfisné podminky southernovy hybridizace.
225. Prostfedek pfipraveny postupem, ktery obsahuje:
izolaci a ¢isténi Neisseria species libovolného z:

(a) alespofi jednoho polynukleotidu, ktery kdéduje alespont
jeden polypeptid obsahujici libovolnou aminokyselinovou

sekvenci ze sudé &islovanych SEQ ID NO: 2 aZ 252; nebo
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(b) alespofi jeden polynukleotid, ktery hybridizuje za pris-
nych podminek s alespoil jednim polynukleotidem popsanym

v odstavci (a).

226. Prostfedek podle odstavec 225, kde alespoii jeden poly-
nukleotid obsahuje libovolnou sekvenci nukleové kyseliny z lise

¢islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253.

227. Prostfedek podle odstavce 225, kde postup dale zahrnuije
zavedeni nepfirozené vedouci sekvence s alespoil jednim poly-

nukleotidem.

228. Prostfedek podle odstavce 227, kde nepfirozenou vedouci

sekvenci je P4 vedouci sekvence (SEQ ID NO: 322).
229. Prostfedek pfipraveny postupem zahrnujicim:
izolaci a ¢i3téni Neisseria species libovolného z:

(a) alespon jeden protein obsahujici aminokyselinovou sek-
venci libovolného z liSe &islovanych SEQ ID NO: 2 az
2523

(b) alespon jeden protein kédovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za stringentnich podminek s polynukleotidem
obsahujicim libovolnou sekvenci nukleové kyseliny z li3e

Cislovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253;

(c) alespon jedna imunologickéd &ast alespoii jednoho proteinu

popsaného v (a) nebo (b); nebo

(d) alesponn jeden biologicky ekvivalent alesponi jednoho pro-
teinu popsaného v (a) nebo (b) nebo imunogenni fragment

popsany v (c).
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230. Prostfedek podle odstavce 229, kde protein vykazuje mo-
lekulovou hmotnost 26 000 az 30 000, jak se stanovilo hmot-

nostni spektroskopii.

231. Prostfedek podle odstavce 230, kde protein vykazuje mo-
lekulovou hmotnost p¥ibliZné 28 aZ 35 kDa, jak se stanovilo

na 10 az 20 % SDS polyakrylamidovém gelu.

232. Prostfedek podle odstavce 229, kde uvedeny prostfedek
dale obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedidlo, adju-

vans nebo nosicé.

233. Prostfedek podle odstavce 229, kde uvedeny prostfedek

navic obsahuje nosic.

234. Prostfedek podle odstavce 229, kde uvedeny prostfedek

dédle obsahuje adjuvans.

235. Prostfedek podle odstavce 234, kde uvedené adjuvans ob-

sahuje kapalinu.

236. Prostfedek podle odstavce 229, kde p¥isné podminky jsou

velmi pfisné podminky southernovy hybridizace.
237. Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:
zaclenéni do vektoru libovolného z:

(a) alesponi jeden izolovany polynukleotid, ktery kdéduje ale-
spoii jeden polypeptid obsahujici libovolnou lise &islo-
vanych SEQ ID NO: 2 aZ 252; nebo

(b) alesponl jeden izolovany polynukleotid, ktery hybridizuje
za pfisnych podminek s alespofl jednim polynukleotidem

podle odstavce (a).

238. Prostfedek podle odstavce 237, kde vektorem je plazmid.
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fag.

242.
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Prostfedek podle odstavce

Prostfedek podle odstavce

Prostfedek podle odstavce

Prostfedek podle odstavce

pfirozenou vedouci sekvenci.

243,

sekvenci je P4 vedouci sekvence

244,

Prostfedek podle odstavce

231,

237,

237,

231,

242,

L] Ll . . . ssee
.« o0 . e L1 LA
. LBl . . . . sae
. . see 0 . . . L] -
L L L L] . . .
LA . ese ese ass sse

kde vektorem je fag.

kde vektorem je bakterio-

kde vektorem je mirny

ktery dale obsahuje ne-

kde neprirozenou vedouci

(SEQ ID NO: 322).

Prostfedek pfipraveny postupem obsahujicim:

expresi v hostitelské bulice jednoho polynukleotidu, ktery (a)

kéduje alesponl jeden protein kodovany otevienym &tecim rémcem

Neisseria species (ORF2086)

nebo alespon jednou imunogenni

¢asti nebo biologickym ekvivalentem uvedeného alespofi jednoho

proteinu, uvedeny otevfeny C&teci ramec kédujici zkriZené re-

aktivni imunogenni antigen a uvedeny zk¥fiZené reaktivni imu-

nogenni antigen poskytujici jedinci imunogennost proti infek-

cli Neisseria meningitidis seroskupina B; nebo (b) hybridizuje

za pfisnych podminek s libovolnym z polynukleotidd popsanych

v odstavci (a).

245.

Prostfedek podle odstavce 244,

ktery navic obsahuje ne-

pfirozenou vedouci sekvenci spojenou s uvedenym alespon jed-

nim polynukleotidem.

246. Prostfedek podle odstavce 245,

sekvenci je vedouci sekvence P4

247.
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alespon jeden imunogenni antigen Neisseria meningitidis, kte-
ry neni specificky pro kmen, pfic¢emZ antigen neni patologicky

a v podstaté& neobsahuje Zadné infek&ni necistoty.

248. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje amino-
kyselinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné& 70 % shodu
aminokyselinové sekvence s libovolnou ze sudé& &islovanych SEQ
ID NO: 2 aZ 6.

249, Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponi pfibliZné 70 % shodu ami-
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé cislovanou SEQ ID NO: 8
a4k 12.

250. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponl p¥ibliZné 70 % shody ami-
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé& &islovanou SEQ ID NO:
14 aZ 18.

251. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné& 70 % shody ami-
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO:

20 az 24.

252. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shody ami-
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé& ¢islovanou SEQ ID NO:
2b a4 30.

253. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci wvykazujici alespon pfibliZné 70 % shody ami-
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé& &islovanou SEQ ID NO:
32 az 36.
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254. Antigen podle odstavece 247, kde antigen obsahuje aminoky-

selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné 70 % shodu ami-

nokyselinové sekvence s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO:

A8 Az §2.

255. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné 70 % shody

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 44 aZz 48.

256. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pf¥ibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO: 50 aZ 54.

257. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespont pfibliZné& 70 % shodu s

libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 56 aZ 60.

258. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponl pfibliZné 70 % shodu ami
nokyselinové sekvence s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO:

62 az 66.

259. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 68 aZz 72.

260. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci wvykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé c&islovanou SEQ ID NO: 74 aZz 78.

261. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO: 80 aZ 84.
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262. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon p¥ibliZné& 70 % shodu

s libovolnou ze sudé &islovanych SEQ ID NO: 86 aZ 90.

263. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 92 az 96.

264. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 98 aZ 102.

265. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO:104 aZz 108.

266. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 110 az 114.

267. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 116 az 120.

268. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponl pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé& ¢islovanou SEQ ID NO: 122 aZ 126.

269. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 128 azZ 132.

270. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponi pribliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO: 134 aZ 138.
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271. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 140 aZz 144.

272. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponi pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 146 aZ 150.

273. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofl p¥ibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé& &islovanou SEQ ID NO: 152 aZ 156.

274. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO:158 aZ 162.

275. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon p¥ibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 164 aZ 168.

276. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponi pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé& &islovanou SEQ ID NO: 170 aZ 174.

277. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon p¥ibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé& &islovanou SEQ ID NO: 176 aZ 180.

278. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon p¥ibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 182 aZ 186.

279. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponn pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 188 az 192.
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280. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 194 aZ 198.

281. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 200 aZz 204.

282. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofl pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 206 aZ 210.

283. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponn p¥ibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO: 212 aZ 216.

284. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofl pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢islovanou SEQ ID NO: 218 aZ 222.

285. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 224 aZ 228.

286. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespofi pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 230 aZ 234.

287. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alespon pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 236 az 240.

288. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponn pfibliZné 70 % shodu

s libovolnou sudé &islovanou SEQ ID NO: 242 aZ 246.
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289. Antigen podle odstavce 247, kde antigen obsahuje aminoky-
selinovou sekvenci vykazujici alesponl pfibliZné& 70 % shodu

s libovolnou sudé ¢&islovanou SEQ ID NO: 248 az 252.

290. PouZiti prostfedku podle odstavce 1 aZ 289 k pfipravé lé-

¢ebného prostfedku k vyvolani imunitni odezvy u savce.

291. PouZiti podle odstavce 290, kde uvedney prostfedek se

aplikuje parenteralné.

292. PouZiti podle odstavce 290, kde uvedney prostfedek se

aplikuje mukozalné.

293. PouZiti prostfedku podle odstavce 1 aZ 289 k pifipravé lé-

c¢ebného prostfedku proti bakteridlni meningitid& u savce.

294. PouZiti podle odstavce 293, kde uvedney prostfedek se

aplikuje parenterélné.

295. PouZiti podle odstavce 293, kde uvedeny prostfedek se

aplikuje mukozalné.

296. PouZiti podle odstavce 293, kde uvedeny prostfedek se

aplikuje subkutanni nebo intramuskuldrni injekci.
297. Zpusob pripravy prostfedku obsahujiciho:

expresi sekvence nukleové kyseliny v hostitelské bufice kédujici

libovolnou z:

alespofi jeden kdédovany otevienym Ctecim radmcem Neisseria spe-
cies (ORF2086), uvedeny otevieny Cteci rémec kédujici zkiiZe-
né reagujici imunogenni antigen a uvedeny zkfiZené reaktivni
imunogenni antigen poskytujici u jedince imunogennost proti

infekci Neisseria meningitidis seroskupina B; nebo
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(a) alespon jednu imunogenni ¢a&st alespon jednoho proteinu

popsaného v odstavci (a); nebo

(b) alespon jeden biologicky ekvivalent alespoili jednoho pro-
teinu popsaného v (a) nebo imunogenni fragment popsany

v v odstavci (b).

298. Zplsob podle odstavce 297, kde sekvence nukleové kyseli-

ny se exrimuje in wvivo.

299. Zpasob podle odstavce 297, kde sekvence nukleové kyseli-

ny se exrimuje in vitro.

300. ZpUsob podle odstavce 297, ktery dale osahuje asociaci

vedouci sekvence P4 (SEQ ID NO: 322).

301. Zplsob podle odstavce 297, kde alespofi jeden protein ob-
sahuje libovolnou z SEQ ID NO: 254 aZ 299.

302. Zpusob ptipravy prostfedku zahrnujiciho:

izolaci a ¢&i3téni z N. meningitidis alespon jednoho poly-
nukleotidu, ktery (a) kéduje u jedince alespoili jeden protein
kédovany otevienym ¢tecim rémcem z Neisseria species
(ORF2086) seroskupina B; nebo (b) hybridizuje za pfisnych
podminek s libovolnym ze zde popsanych polynukleotidd v (a).

303. Zpusob podle odstavce 302, kde pfisné podminky jsou vel-

mi p¥isné podminky southernovy hybridizace.
304. Zpusob pripravy prostfedku obsahujiciho:

izolaci a ¢isténi z Neisseria species libovolného z proteint,

imunogenni &asti nebo zde popsanych biologickych ekvivalenti.
305. ZplUsob pfipravy protilatkového prostfedku, ktery zahrnu-

je:
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ziskani protilédtek ze zviftete po zavedeni do zvifete pro-
stfedku, ktery obsahuje libovelny z proteinli, imunogennich

¢asti nebo zde popsanych biologickych ekvivalenta.
306. Zpusob vyvolani imunitni odezvy u savcl zahrnujici:

aplikaci u€inného mnoZstvi jednoho nebo vice prostfedkd podle

odstavce 1 aZz 289 savci.

307. ZpGsob podle odstavce 306, kde uvedeny prostfedek se

aplikuje parenteralné.

308. Zplsob podle odstavce 306, kde uvedeny prostfedek se

aplikuje mukozalné.

309. Zpusob prevence nebo lé¢by bakteridlni meningitidy u

savce, ktery zahrnuje:

aplikaci savci u€inného mnoZstvi jednoho nebo vice prostfedkl

podle osdtavce 1 aZz 289.

310. Zpasob podle odstavce 309, kde uvedeny prostfedek se
aplikuje parenteralné.

311. Zpusob podle odstavec 309, kde uvedeny prostfedek se

aplikuje mukozalné.

312. Zpusob podle odstavce 309, kde prostfedek se aplikuje

subkutanni nebo intramuskuldrni injekci.

313. Zplsob prevence nebo 1lé&by bakteridlni meningitidy u

savce obsahujici:

aplikaci savci G¢€inného mnoZstvi protilatkového prost¥edku
obsahujiciho protilatky, které se imunospecificky vaZi na

protein, imunogenni &ast nebo biologicky ekvivalent obsahuji-
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ci aminokyselinovou sekvenci libovolné sudé& ¢islované SEQ ID

NO: 2 az 252 nebo libovolné z SEQ ID NO: 254 az 299.

314. Zpusob podle odstavce 313,

se aplikuje

325,

se aplikuje

316.

se aplikuje

1 bt

kde protilatkovy prostfedek
parenteralné.

Zpisob podle odstavce 313, kde protilatkovy prostfedek

mukozalné.

Zpusob podle odstavce 313, kde protilatkovy prostfedek

subkutédnni nebo intramuskuldrni injekci.

Zpusob pfipravy prostfedku obsahujiciho:

expresi sekvence nukleové kyseliny v hostitelské bufice kdédu-

jici libovolny z:

(a)

{c)

(d)

alesponn jeden protein obsahujici aminokyselinovou sek-
venci libovolné ze sudé& &islovanych SEQ ID NO: 2 azZ 252
nebo libovolné z SEQ ID NO: 254 az 299;

alespon jeden protein kdédovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem obsa-
hujicim sekvenci nukleové kyseliny podle libovolného ze

sudé ¢islovanych SEQ ID NO: 1 aZ 253;

alespon jedna imunologicka Ea&st alesponn jedncho proteinu

popsaného v odstavci (a) (b):

nebo nebo

alespon jeden biologicky ekvivalent alesponi jednoho pro-
(a)

(&) .

teinu popsaného v odstavci nebo

(b) nebo imunogenni

fragment popsany v odstavci

318. Zplsob podle odstavce 317,

ny se exprimuje in vivo.
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319. zplsob podle odstavce 317, kde sekvence nukleové kyseli-

ny se exprimuje in vitro.
320. Zpuisob podle odstavce 317, kde vektorem je plazmid.
321. Zpusob podle odstavce 317, kde vektorem je féag.

322. Zplsob podle odstavce 317, ktery dale obsahuje asociaci
s nepfirozenou vedouci sekvenci s uvedenym alespofli jednim

izolovanym polynukleotidem.

323. Zpusob podle odstavce 317, kde nepfirozenou vedouci sek-

vencli je vedouci sekvence P4 (SEQ ID NO: 267).
324. Zpusob pfipravy prostfedku obsahujiciho:

izolaci a Cisténi z Neisseria species alesponl jednoho izolo-
vaného proteinu, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ

ID NO: 300;
kde x je libovolnad aminokyselina;

kde oblast od polohy aminokyseliny 5 do polohy aminokyseliny

9 je libovolnd 0 aZ 5 aminokyselin;

kde oblast z polohy aminokyseliny 67 do polohy aminokyseliny

69 je libovolna z 0 aZ 3 aminokyseliny; a

kde aminokyselina v poloze 156 je libovolnd z 0 aZ 1 aminoky-

seliny.

325. Zpusob podle odstavce 324, ktery déle obsahuje zavedeni
nepfirozené vedouci sekvence do alespon jednoho izolovaného po-

lynukleotidu.

326. Zpusob podle odstavce 324, kde nepfirozenou vedouci sek-

venci je vedouci sekvence P4 (SEQ ID NO: 322).
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327. Zpusob pripravy prostfedku obsahujiciho:

izolaci a &i3téni z Neisseria species libovolného z:

(a)

(b)

328.

alespon jednoho proteinu obsahujiciho aminokyselinovou
sekvenci libovolné ze sudé& &islovanych SEQ ID NO: 2 az
252 nebo aminokyselinovou sekvenci libovolné z SEQ ID

NO: 254-259, 260-278 nebo 279-299; nebo

alesponi jeden protein kédovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem obsa-
hujicim sekvenci nukleové kyseliny libovolné ze sudé

¢islovanych SEQ ID NO: 1 aZz 253.

Zpisob podle odstavce 327, kde pfisné podminky jsou sil-

né pfisné podminky southernovy hybridizace.

329.

je:

Zplsob pfipravy protildtkového prostfedku, ktery obsahu-

ziskani proilatek ze zvifete po zavedeni do zvifete prostfed-

ku,

(a)

(b)

330.

ktery obsahuje:

alespofi jeden protein obsahujici aminokyselinovou sek-
venci libovolné ze sudé& ¢€islovanych SEQ ID NO: 2-252 ne-
bo aminokyselinové sekvence libovolné z SEQ ID NOS: 254-
259, 260-278 nebo 279-299; nebo

alesponn jeden protein kédovany polynukleotidem, ktery
hybridizuje za pfisnych podminek s polynukleotidem podle
libovolného z liSe &islovanych SEQ ID NO: 1 aZz 253.

Zpusob podle odstavce 329, kde pfisné podminky jsou vel-

mi pfisné podminky southernovy hybridizace.
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331. Transformovana/transfekovand nebo infikovand buné&&nd linie

obsahujici:

rekombinantni bufiku, kterd exprimuje sekvenci nukleové kyseli-
ny, ktera (a) kéduje alespori jeden izolovany protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci libovolné z SEQ ID NO: 254-259, 260-
278 nebo 279-299 nebo (b) hybridizuje za pfisnych podminek

s libovolnym z polynukleotidl popsaného v (a).

332. Transfromovanad/transfekovand nebo infikovanad bunécéna linie

obsahujici:

rekombinantni bufiku, kterd exprimuje sekvenci nukleové kyseli-
ny, kterd (a) kéduje alespon jeden protein kodovany otevienym
Ctecim ramcem z Neisseria species (ORF2086) nebo alespoini jednu
imunogenni ¢&&st nebo biologicky ekvivalent uvedeného alespon
jédnoho proteinu, uvedeny otevieny &teci rdmec kdédujici zkiiZe-
né reaktivni imunogenni antigen a uvedeny zkfiZené& reaktivni
imunogenni antigen poskytujici jedinci imunogennost proti in-
fekci Neisseria meningitidis seroskupina B nebo (b) hybridizuje
s za pfisnych podminek s libovolnym z polynukleotidl popsanych

v odstavci (a); nebo

rekombinantni bunfiku, kterd exprimuje sekvenci nukleové kyseliny
kédujici: (c) alesponn jeden polypeptid kédovany libovolnym z
(a) nebo (b); nebo (d) alespofi jeden polypeptid obsahujici ami-
nokyselinovou sekvenci libovolné ze sudé ¢islovanych SEQ ID NO:
g anane.

333. Transformovand/transfekovand nebo infikovana buné&&na linie
podle odstavce 332, kde polypeptidem je monoklonalni protilat-
ka.

334. Transformovand/transfekovana nebo infikovanad buné&nd linie

podle odstavce 332, kde rekombinantni bunkou je hybridom.
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335. Transformovana/transfekovand nebo infikovana bunéénad linie

podle odstavce 332, kde rekombinantni bunfikou je triom.

336. Transformovanad/transfekovand nebo infikovand bunécénd linie

obsahujici:

rekombinantni buniku, ktera exprimuje sekvenci nukleové kyseliny

obsahujici:

(a)

alesponi jeden polynukleotid, ktery kéduje protein obsa-
hujici libovolnou ze sudé& kodovanych SEQ ID NO: 2 aZ
252;

(b) alespon jeden polynukleotid obsahujici sekvenci nukleové
kyseliny libovolné lisSe &islované SEQ ID NO: 1 aZ 253;

(c) alespon jeden polynukleotid, ktery hybridizuje za pfis-
nych podminek s libovolnym (a) nebo (b); nebo rekombi-
nantni bunka, kterd exprimuje sekvenci nukleové kyseliny
kédujici:

(d) alesponi jeden polypeptid kodovany libovolnou (a), (b)
nebo (c); nebo

(e) alesponn jeden polypeptid obsahujici aminokyselinovou
sekvenci libovolné ze sudé &islovanych SEQ ID NO: 2 aZ
o A

337. Transformovana/transfekovand nebo infikovanad buné&&na 1li-

nie podle odstavce 336, kde polypeptidem je monoklondlni pro-

tilatka.

338. Transformovand/transfekovand nebo infikovana buné&na 1li-

nie podle odstavce 336, kde rekombinantni bufikou je hybridom.
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339. Transformovana/transfekovand nebo infikovana bunécéna li-

nie podle odstavce 336, kde rekombinantni bufikou je trioma.
340. Zptsob identifikace imunogenniho proteinu zahrnujici:

detekéni baktericidni aktivitu ve vzorku testovaném proti an-
tiséru ORF2086.

341. Zpusob k idneitifkaci imunogenniho proteinu, ktery obsa-

huje:

detekci polynukleotidu ve vzorku tetsovaném proti sondé

nukleové kyseliny ORF2086.
342. Prostredek, jak se v podstaté popisuje shora v textu.

343. PouZiti v podstaté, jak se popisuje shora v textu.
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PATENTOVE NAROKY

;I Prostfedek obsahujici alesponl jeden protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci vykazujici shodu sekvence vy$3i nei
97 % s aminokyselinovou sekvenci libovolné z SEQ ID NO. 58, 56
a 60.

-3 Prostfedek podle naroku 1, kde uvedeny alespofli jeden pro-
tein obsahuje aminokyselinovou sekvenci libovolné jedné z SEQ

ID NO: 58, 56 a 60.

- Prostfedek podle naroku 1, kde uvedeny alespoii jeden pro-
tein se sklada z aminokyselinové sekvence vykazujici shodu sek-
vence vy33i1i neZ 97 % s aminokyselinou libovolné sekvence z SEQ

ID RO: 58, 56 a o0.

4. Prostfedek podle naroku 1 aZz 3, kde uvedeny alespofil jeden

protein je lipidovén.

5. Prostfedek podle naroku 1 aZ 3, kde uvedeny alespon jeden

protein neni lipidovan.

6. Prostfedek podle libovolného z na&roka 1 aZ 5, kde uvede-

nym alesponi jednim proteinem je rekombinantni protein.

p g8 Prostfedek podle libovolného z narokd 1 aZz 6, kde uvedeny
prostfedek dadle obsahuje farmaceuticky pfijatelny pufr, fedi-

dlo, adjuvans nebo nosicé.

8. Prostfedek podle naroku 7, kde adjuvans je hydroxid hli-

nity nebo fosfore&¢nan hlinity.

9. Prostfedek podle libovolného z narokt 1 aZ 8, kde pro-

stfedek dadle obsahuje jiné aktivni imunogeny.

EP 2 341 063
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10. Prostfedek podle libovolného z na&roka 1 aZ 8, kde pro-
stfedek déle obsahuje jiné imunogenni polypeptidy Neisseria

species.

b Prostfedek podle libovolného z n&roku 1 aZ 10, kde pro-
stfedek dale obsahuje alesponl jeden PorA, PorB, protein vazaji-
ci transferin, opacitni protein (Opc) nebo alesponi jeden dal3i
povrchovy antigen Neisseria species, pfiCemZ uvedenym dal3im

povrchovym antigenem je non-ORF2086 protein.

o o Prostfedek podle libovolného z narokua 1 aZ 11, ktery dale

obsahuje polysacharid.

13. Izolovany polynukleotid vykazujici alesponnt 90 % shodu
s libovolnou jednou nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 57, 55 a
59.

i 1 Prostfedek obsahujici alespofi jeden polynukleotid, ktery
kéduje aklespon jeden protein obsahujici aminokyselinovou sek-

venci libovolné z SEQ ID NO: 58, 56 a 60.

15 Prostfedek podle nédroku 14, kde uvedeny alespon jeden po-
lynukleotid obsahuje sekvenci nukleové kyseliny libovolné z SEQ
ID NO: 57, 55 a 59.

16. Prostfedek obsahujici alespon jednu protiladtku, kterd se
imunospecificky vaZe na protein obsahujici aminokyselinovou

sekvenci libovolné z SEQ ID NO: 58, 56 a 60.

17. Vektor obsahujici sekvenci ¥idicl expresi vykazujici pro-
motorové sekvence a inicia¢ni sekvence a nukleotidovou sekven-
ci, které kéduje polypeptid libovolné z SEQ ID NO: 58, 56 a 60,
nukleotidovou sekvenci lokalizovanou na 3° ve vztahu

s promotorovou a iniciaéni sekvenci.

18. Hostitelskd& bunika obsahujici vektor podle naroku 17.

EP 2 341 063
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19. Zpusob pfipravy prostfedku obsahujiciho expresi sekvence

nukleové

kyseliny v hostitelské burice kédujici alespofi jeden

protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci libovolné z SEQ ID

NO: 58, 56 a 60.

20. Prost¥edek podle libovolného z narokl 1 aZ 12 nebo 14 aZ
16 k pouziti jako léZebného prostfedku.

2. Prostfedek podle libovolného z ndrokl 1 aZz 12 nebo 14 aZ
16 k pouZiti ve zplsobu zahrnujicim imunitni odezvu u savce.
&+ Prostfedek podle libovolného z narokll 1 aZ 12 nebo 14 aZ
16 k pouziti p¥i zplsobu zmirnéni nebo prevenci infekce N. me-

ningitidis u ¢lovéka.
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Identifikace sloZek u neadsorbovanych TMAE frakci: SDS-PAGE izolace

peptidl

CNBr Stépeni neadsorbované TMAE frakce ndsledované SDS-PAGE a N-

termindlnim sekvenovani fragmentd z blotu PVDF

mwkd 1 2 3
203y
1 - TMAE neadsorbovany 116
ne3tépeny '
2 - TMAE neadsorbovany i P4431 -SEQ ID NO: 327
LysC 3tépeny 50 i
3 - TMAE neadsorbovany = pfedpokladani mw 37 675
CNBR Stépeny 2
33 4 . b
-
e vy O P2086 -SEQ ID NO: 212
s :/ pfedpokladani mw 28 000
- 'q$
10-20% SDS-
PAGE

* 2190

L4

|
N
o
(o)}
|
sease
seese
.
e e @
.
assse
.
™ .
snsene
.
.
sssene
.
.
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.
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e &
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Identifikace sloZek v neadsorbované TMAE frakci: Izolace peptidl
s reverzni fazi

Enzymatické 35tépeni neadsorbované TMAE frakce nasledované chroma-
tografickou separaci s reverzni fazi peptidd a pfimym N-

termindlnim sekvenovanim

molekulovd hmotnost ) i
enzymaticke retenéni &as N-terminalni
5t&peni peptidu (min.) peptidu (d) iD

GluC (V8) | 6.716 2069.7 P5163
LysC 13.800 3351.2 P4431
LysC 13.800 3351.2 P2086
ArpC 6.860 2278.9 P5163

'Pd4431 (SEQ ID NO: 327)

pitedpokladana mw 36 775

P2086 (SEQ ID NO: 212)

piedpokladani mw 27 100

P5163 (SEQ ID NO: 328)

ptedpokladand mw 7 081

|
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I
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-
-
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C¢isténi rLP2086

Bunky BLR DE3 pLysS
pET27b 2086A1

|

sarkosylovy extrakt

l

TMAE chromatografie

l

chromatografie na SP se-
fardze
84 % homogenity

<

l-sarkosylovy ex-
trakt
34.8 e g 2-SP sbér

1.1
10 az 20 % SDS-

PAGE Coomassie

barveni

*190

- 80¢C -

.
esnes
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Identifikace sloZek v neadsorbované TMAE frakci:
LC-MS/MS

SDS-PAGE nasledované gelovou excizi, proteolytické
Stépeni a LC-MS/MS analyza (kapalnd chromatografie
tandem hmotnostni spektrodkopie

-
.- P4431 (SEQ ID NO: 327)

80 ww
Bl P2086 (SEQ ID NO: 212)

33

» P5163 (SEQ ID NO: 328)
28y

208
10 aZ 20 % SDS-

PAGE barveni Tw

podle Coomassie

* 140

- 60C -
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exprese rLP2086

" 190

l1- preindukce

2- postindukce

rLP2086

I
N
=
[

i
10 az 20 % SDS-
PAGE barveni
podle Coomassie
= :..:
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10 20 30

I ] 3
CSSGGGG[--- - - YAADIGAGLADALTAPLD 8529 nat.pro
CSS5GGGG|----- YAADIGAGLADALTAPLD 2996 nat.pro
C3S5GGGGSCCCGIVTADIG[TJGLADALTAPLD 1573 nat.pro

5 aminokyselinovych repetic
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Identifikace imunogenni sloZky v Nm kmenu 8529

A. diferencialni detergentni extrak-
-r
ce

B.preparativni izoelektricka fokuzace
e et
| Muaninacd

provedeno v BioRad Roto v souladu s instrukcemi vyrobce.

TX-100: BC titry pro 4/5 testovanych kmeni 1% 7/10 a 1%4/6 amfolytového roztoku uZivaného v 1% TX-

Zwittergent 3-12 e
Zwitlcrgem 3-14 sbér frakci v pI rozmezi pfibliZné 5,6 aZ 7,6
Zwittergent 3.14+NaCl BC titry pro 4/4 tetsovanych kment
Sarcosyl -
Zwittergent 3-14+heat
-

C. aninontovyménnéd chromatografie

Protein se separoval z amfolytl pouZitim sraZeni s 90 % ethanolem
chromatografie se provedla pouZitim TMAE pryskyfice s Tris-HCl pH8 pufru a
NaCl eluce. 1% TX-100 ve vSech pufrech

neadsorbovana frakce: BC titry pro 3/3 testovanych kmena

<4 |

!

"19q0

6

S1¢C
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Aniontovym&nnd neadsobovand frakce: Tii hlavni pruhy
(~40 kd, ~30 kd, ~9kd) na SDS-PAGE se termindlné& sekve-
novaly a blokovaly se, coZ indikuje, Ze to miZe byt li-

poprotein

pouZiti GLIMMER a Wyeth ORF prediktoru

chemické a proteolytické SRS
5tépeni celkové frakce

k vyvolani ORF v genomové sekvenci N.
meningitidis skupina A ze Sangerova

I~

CNBr Stépeni ~18 kd
fragment

~

I

LysC 35tépeni ~3,3 kd
fragment

-— pouZiti aminokyselinové sek-
Istanoveni aminokyselinové sek- vence z chemického a proteoly—
vence N-terminalniho peptidu tického Stépeni k vyhledéni

Sangerovy genomové DNA sekven-

'

peptid odpovidajici ORF &. 2086

190

g6
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Obr. 10A

Lipidovany rP2086

pBADl18-arabinéza promotor

Obr. 10B

nelipidovany rP2086
pET%9a-T7 promotor
8529, CDC-1573 a 2996

’

fl origin
Smal 2086 orf

pPX7328
(5986 BP)

EcoSTI

lac 1

LT1Z
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Obr. 11A
rLP2086 exprimovany v pBAD/BLR

indukce arabinézy

Arab. Arab. Arab. Arab.
Marker 7343 7343 PW62 PWI05 PWI102

. : T - < U . e

123

L *
86 b
5i dipgierd wiifpe wsmeslt A

.*'. " l.:.‘! _“,_1"?*

0 i MR TSN

8529 1573 2996 250771

Obr. 11B
rP2086 exprimovany v pET/BL21 (DE3)
IPTG indukce s/bez T7-Tag

207 Wil

123 sl

86 _I‘. » -y e, f;-g * iy

51 firnif

whtrinip e

TR o Al EERP

A

Lt ol BT

Nmpn o

81¢
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Obr. 12
L36275@® P1.5,2
CDC2368 P1:(9),24
CDC1034 Pi:7
L4 891 ()% P1:21,16
[ B1686 P1:5,2
W135 (ATCC3I5559%
Clix
Y (ATCC38561 )
M88 250732 P1:22.14a
d !ﬂﬂ 250771 P1:22,14
CDC1135
- MO7 252153 ?1:18,28
CDC1612 P1:18-7,16-4
CDC14082 PM:7.1
L8 Ma78 (B) Pi:7.1
M87 252988 P1:18,25,6
MS87 252697 P1:180,25
B557 Pl1:22a,14a
2686 Pl:5a,7%¢
: M37 252976 P1:18,25
subrodina A M7 251854 P14
— cDC1s P1:6.3
MO8 250622 P1:10
870445 P1:12a,13
M97 253248 P1:7,16
M98 250808 P1:7.16
LS M9€1 (B) P1:21-6,1
'~ NMB Pl:Sa,2c
M9G 250572 o
r Ad Sanford %
F M7 251836 %7 |
F MB87 251857 P14
M87 251885 PL:4
M37 252060 Pio4
I M37 251870 P1:4
. I M97 251994 Pl:4
M98 250024 Pl:4
M37 251905 Pl
M37 251876 Pl:4
- M37 251898 Pl:4
- M7 2561830 P14
cDcear P1:7b,3
M37 252087 P1:7b, 16
870227 PL:Sc,10
H355 P1:19,15
He4_T6 P1:7,16
8529 P1:7b,3
subrodina B :%‘,“, B2y
- BB0049 P1:7b, 4
M37 253524 P14
Ma7 261885 P1:4
M37 251926 P1:4
- M9B 250670 P1:4
CDC15713 P.7,1
19
T L T L] 1
20 15 10 . - | 0
nukleotidova substituce " .
(x100)
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Data s testu ELISA s celymi bunikami pro rLP2086 subrodina A

kmeny subrodiny B

Antisera

kmeny subrodiny A

1,400,000 - — _
B 1LP2086.2996
W LP2086-870446
—— = 1LP2086-260771
D1 P2086-252088
100000 +—  mrLP2086-Ci1 NPT S——
800,000 P — e —
” 00,000 > — R
{400,000 4--- — .
,; :
200,000 4o

N B .

H44/76
8roz22r
6940
M982
820049

-t

kmeny testované

1573
6557

81686

Mo7252697

Meand Chunla acw Miata

v baktericidnim Y teStovany kmen na plOtné

testu

870448

250572

| 250732

252988

E

|

50771

* 190

€1

DZZ -



X00p°LLLIELT 60
€90 I¥E 2 d3

Py

data z testu ELISA s celymi bunkami pro rLP2086 subrodiny

B
Antisera
kmeny subrodiny B kmeny subrodiny A
1,400,000 =
urLP2086-8528
1200000 1  aiP2088-M982 ||
%4 BLP2086-880048
rt = 1000000
5 3 | WAP2086-1573
6 3 802000
&
-
© ¥ sooe00
= -
-t
400,000
200,000
0
| — g

kmeny testované
v baktericidnim testu

testovany kmen na

desticce

" 190
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Sy

rLP2086 smidend studie - WCE titry

kmeny subrodiny B

kmeny subrodiny A

b— — ——

| mrp2086-6529 +rP2086-2096
= _ OrlP208B-8529 ;ontrola
1,200,000 - — o 3 '_ﬂﬂ.PZ%ﬁ-EEQE kontrola
1,000,000 T T R G
ot
3
K ' 800,000 & T =
|
o)
© . 600,000 - ——-
o= Y | F
- ) -
(- ; : -
T 400,000 - T o
200,000 -  REBEE  SRE

k32

- . la o] ' o

D — atwnirn fantad an testovan}’, kmen

kmeny testované

v baktericidnim testu

el

81686
(a70ue |
250872
250732
252988
250771

c1

|

na desticéce

" 190
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o R

o It T
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v

rLP2086/I'POI'A smiSens studie - WCE j;itry

kmeny subrodiny B

kmeny subrodiny A

1,400,000 -

1.200.000 4

.

.

b————— kmeny testované

v baktericidnim tetsu

0 LP2086-8529 + rLP2086-2006 +

P1.5a2c + P 1.228,14a
m LP2086-8529 + rP1.50,2¢ +

P1.22a,14a

E —{mLP2086-8528 + 1L P2086-2556

M87252697

e

kmeny testované na

desticce

252988

" 190
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Obr, 117

Reaktivita rLP2086 my3iho antiséra s P2086 subrodina B

s lyzatem celych buné&k N. meningitidis v testu western blot

pfirozeny P2086

marker molekulové hmotnosti kDa

§ ' 7-CDC1359

2 —M97 251985 8 — CDC1658
3-CDC937 9 — M97 252026
A - 6940 10 — M97 252029
5-M97 251926 11— M982
6-CDC1573

, buné&né lyzaty bunék P2086 subrodina B jsou v3echny N. meningiti-
dis skupina B

EP 2 341 063
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Obr. 18

Reaktivita rLP2086 my$iho antiséra s P2086 subrodina B

s lyzatem celych bunék N. meningitidis a N. lactamica v testu

western blot

markery molekulové hmotnosti (kDa)

2- skupina A N.meningitidis A4
(P2086 subrodna A)

3-skupina C N.meningitidis - Cl11
4- skupina Y N.meningitidis
ATCC35561

5- skupina W135 N.meningitidis
ATCC35559

EP 2 341 063
09 E13117.docx

skupina N.meningitidis

7-CDCl1034

8 - M98 250732
9 - NmB

10 - 6557

11 - CDC1521
12 - M97 252153

_ 1 pfirozeny P2086
‘
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REFERENCE CITOVANE V POPISU

Tento seznam referenci citovanych prihlasSovatelem slouZi jen
pro pohodli ¢tendfe. Tento seznam netvori &dst evropského pa-
tentu. I kdyZ byla vytvdreni seznamu referenci vénovdna velkd
péce, nelze vyloucit chyby nebo opomenuti a EPU se v této sou-
vislosti zfikd jakékoli zodpovédnosti. '
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