
11 2 389 719

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

 Título:

Fecha de publicación de la mención BOPI:

Prioridad:

Fecha de la publicación del folleto de la patente:

Titular/es:

 Inventor/es:

 Agente/Representante:

T3

30.10.2012

25.01.2000 US 177917 P

30.10.2012

PEAK, IAN RICHARD ANSELM y
JENNINGS, MICHAEL PAUL

ARIAS SANZ, Juan

THE UNIVERSITY OF QUEENSLAND  (100.0%)
St Lucia
Brisbane, QLD 4072 , AU

Proteínas que comprenden regiones conservadas del antígeno de superficie de Neisseria
meningitidis NhhA

45

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA12

30

45

73

72

74

54

Número de solicitud europea:96 01946868 .5

Fecha de publicación de la solicitud:97 30.10.2002

Fecha de presentación: 25.01.200196

97 Número de publicación de la solicitud: 1252182

51 Int. CI.:

ES
 2

 3
89

 7
19

 T
3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).

C07K 14/22 (2006.01)

(2006.01)C12N 15/31

_



2 
 

DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas que comprenden regiones conservadas del antígeno de superficie de Neisseria meningitidis NhhA. 
 
Campo de la invención 5 
 
Esta invención se refiere a proteínas nuevas que constituyen formas modificadas de un antígeno de superficie de 
Neisseria meningitidis, a ácidos nucleicos que codifican tales péptidos y polipéptidos nuevos, y al uso de estos en 
diagnóstico, en vacunas terapéuticas y profilácticas y en el diseño y/o cribado de medicamentos. Más 
particularmente, al tener deleciones de aminoácidos no conservados, los antígenos de superficie modificados de la 10 
invención pueden ser útiles en vacunas que inmunizan eficazmente contra un espectro más amplio de cepas de N. 
meningitidis del que se esperaría de un antígeno de superficie salvaje correspondiente. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Neisseria meningitidis es una bacteria Gram negativa y el agente causante de la meningitis meningocócica y 
septicemia. Su único huésped conocido es el ser humano, y la puede llevar asintomáticamente aproximadamente el 
10% de la población (Caugant et al, 1994, Journal of Clinical Microbiology 32 323). 
 
N. meningitidis puede expresar una cápsula de polisacáridos y esto permite la clasificación de las bacterias según la 20 
naturaleza de la cápsula expresada. Hay al menos doce serogrupos de N. meningitidis: A, B, C, 29-E, H, I, K, L, 
W135, X, Y y Z, de los cuales los serogrupos A, B y C causan el 90% de la enfermedad meningocócica (Poolman et 
al, 1995, Infectious Agents and Disease 4 13). Las vacunas dirigidas contra los serogrupos A y C están disponibles, 
pero el polisacárido capsular del serogrupo B es poco inmunogénico y no induce protección en seres humanos. 
 25 
Por tanto, se está examinando la idoneidad de otros componentes de membrana y extracelulares para su inclusión 
en vacunas. Los ejemplos incluyen las proteínas de la membrana externa de clases 1, 2 y 3 (porina; codificada por 
los genes por) y las clases 4 (Rmp) y 5 (proteínas de opacidad; codificadas por los genes opa y opc). 
 
Sin embargo, hasta la fecha, ninguno de estos candidatos es capaz de inducir protección completa, particularmente 30 
en niños (Romero et al., 1994, Clinical Microbiology Review, 7 559; Poolman et al., 1995, anteriormente). 
 
Para crear una vacuna eficaz, es necesario identificar componentes de N. meningitidis que estén presentes en una 
mayoría de cepas, y que sean capaces de inducir una respuesta inmune protectora (por ejemplo, anticuerpos 
bactericidas). 35 
 
A este respecto, se hace referencia a las publicaciones internacionales WO 99/24578, WO99/36544, WO99/58683 y 
WO99/57280, cada una de las cuales describe un número de proteínas candidatas que podrían ser útiles en 
vacunas para inmunizar contra Neisseria meningitidis. 
 40 
A este respecto, se hace referencia particular a la publicación internacional WO99/31132 y Peak et al. 2000, FEMS 
Immunol. Med. Microbiol. 28 329, cada una de las cuales describe un antígeno de superficie nuevo aislado de un 
número de diferentes cepas de N. meningitidis, antígeno de superficie, y variantes alélicas del mismo, que para los 
fines de esta especificación se denominarán como NhhA. 
 45 
Compendio de la invención 
 
Los inventores presentes han descubierto que el antígeno de superficie NhhA tiene regiones polipeptídicas que son 
variables entre cepas de N. meningitidis, y otras regiones que están conservadas entre cepas. Las regiones 
variables pueden ser inmunogénicas y tienden a inducir respuestas inmunes específicas de la cepa, de modo que 50 
las vacunas que incorporan un antígeno NhhA derivado de una cepa particular de N. meningitidis tienden a 
inmunizar preferentemente contra esa cepa particular. Como resultado, los presentes inventores han intentado 
producir un polipéptido NhhA modificado que induzca una respuesta inmune que no sea tan específica de cepa 
como la inducida por NhhA salvaje. Este antígeno NhhA modificado será útil para la producción de vacunas 
terapéuticas y/o profilácticas contra N. meningitidis como se describirá en el presente documento posteriormente. Al 55 
dirigir la respuesta inmune principalmente contra epítopos conservados, tales vacunas deben inmunizar eficazmente 
contra un espectro más amplio de cepas de N. meningitidis del que se esperaría después de la inmunización con 
NhhA salvaje. 
 
La presente invención, por tanto, se dirige en general a proteínas aisladas que tienen aminoácidos conservados de 60 
polipéptidos NhhA. 
 
Por tanto, las proteínas de la invención tienen una o más deleciones de aminoácidos no conservados comparados 
con un polipéptido NhhA salvaje correspondiente. 
 65 
En un primer aspecto, la invención proporciona una proteína aislada seleccionada de 
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(a) una proteína aislada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 23; o 
(b) una proteína aislada que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35, que son “polipéptidos 

NhhA modificados de la invención”. 
 
La respuesta inmune es menos específica de cepa que la provocada por dicho polipéptido NhhA salvaje 5 
correspondiente. 
 
Las secuencias de polipéptidos NhhA salvajes se ejemplifican en la figura 1 (SEQ ID NO: 1 a 10). 
 
También se muestra una secuencia consenso de aminoácidos en la figura 1 (SEQ ID NO: 11). 10 
 
Las regiones constantes de un polipéptido NhhA se designan regiones C1, C2, C3, C4 y C5 en la figura 1. 
 
Las regiones variables de un polipéptido NhhA se designan como regiones V1, V2, V3 o V4 en la figura 1. 
 15 
Preferiblemente, una región V1, o al menos una parte sustancial de la misma, se deleciona. 
 
También se describen proteínas aisladas que tienen una secuencia de aminoácidos como se muestra en cualquiera 
de las figuras 6 a 9 (SEQ ID NO: 24 a 27). En la figura 14 (SEQ ID NO: 33 a 39) se proporcionan ejemplos 
adicionales de polipéptidos “maduros” que se predice que resultan de la eliminación de las secuencias señal N-20 
terminal. 
 
Según un segundo aspecto, la invención proporciona un ácido nucleico aislado que codifica un polipéptido según el 
primer aspecto. 
 25 
Las secuencias de ácido nucleico nhhA salvaje se ejemplifican en la figura 2 (SEQ ID NO: 12 a 21). 
 
También se muestra una secuencia consenso de ácido nucleico en la figura 2 (SEQ ID NO: 22). 
 
Preferiblemente las regiones C1, C2, C3, C4 y C5 están codificadas por las respectivas secuencias de nucleótidos 30 
como se muestran en la figura 2. 
 
Preferiblemente las regiones V1, V2, V3 y V4 están codificadas por las respectivas secuencias de nucleótidos como 
se muestran en la figura 2. 
 35 
En una forma de realización particular, el ácido nucleico aislado de la invención tiene una secuencia de nucleótidos 
como se muestra en la figura 5 (SEQ ID NO: 28) que es un ejemplo particular del “ácido nucleico nhhA modificado 
de la invención”. Se describen ácidos nucleicos adicionales en las figuras 6 a 9 (SEQ ID NO: 29 a 32), que son 
ejemplos particulares de los “ácidos nucleicos nhhA modificados de la invención”. 
 40 
La invención según el primer y segundo aspectos se extiende a proteínas de fusión que consisten en la proteína 
aislada del primer aspecto y un compañero de fusión que no deriva de N. meningitidis y ácidos nucleicos que 
codifican dichas proteínas. 
 
Específicamente excluidos del ámbito de la invención están los polipéptidos NhhA y los ácidos nucleicos nhhA 45 
salvajes. 
 
En un tercer aspecto, la invención reside en una construcción de expresión que comprende un vector de expresión y 
un ácido nucleico según el segundo aspecto, en donde dicha secuencia está operativamente unida a uno o más 
ácidos nucleicos reguladores en dicho vector de expresión. 50 
 
En un cuarto aspecto, la invención proporciona una célula huésped que contiene una construcción de expresión 
según el tercer aspecto. 
 
En un quinto aspecto de la invención, se proporciona un método de producir una proteína aislada recombinante 55 
según el primer aspecto, dicho método comprende los pasos de: 
 

(i) cultivar una célula huésped que contiene un vector de expresión según el tercer aspecto de modo que dicho 
polipéptido se exprese en dicha célula huésped; y 

(ii) aislar dicho polipéptido recombinante. 60 
 
También se describe un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a una proteína de la invención, fragmento, 
variante o derivado de la misma. 
 
También se describe un método de detectar N. meningitidis en una muestra biológica que se sospecha que contiene 65 
la misma, dicho método comprende los pasos de: 
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(i) aislar la muestra biológica de un individuo; 
(ii) combinar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo mencionado anteriormente con la muestra biológica; y  
(iii) detectar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo específicamente unido que indica la presencia de N. 

meningitidis. 
 5 
También se describe un método de detectar bacterias N. meningitidis en una muestra biológica que se sospecha 
que contiene la misma, dicho método comprende los pasos de: 
 

(i) aislar la muestra biológica de un paciente; 
(ii) detectar una secuencia de ácido nucleico según el segundo aspecto mencionado en dicha muestra que 10 

indica la presencia de dichas bacterias. 
 
En un sexto aspecto, la invención proporciona un método para diagnosticar la infección de un individuo por N. 
meningitidis, dicho método comprende los pasos de: 
 15 

(i) poner en contacto un muestra biológica de un individuo con una proteína aislada o proteína de fusión de la 
invención; y 

(ii) determinar la presencia o ausencia de un complejo entre dicha proteína aislada o proteína de fusión y 
anticuerpos específicos de N. meningitidis en dicha muestra, en donde la presencia del dicho complejo es 
indicativa de dicha infección. 20 

 
Preferiblemente, el individuo es un mamífero. 
 
Más preferiblemente, el individuo es un ser humano. 
 25 
También se describe el uso de una proteína aislada según el primer aspecto mencionado, el uso de ácidos nucleicos 
según el segundo aspecto o el uso de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo mencionado anteriormente en un kit 
para detectar bacterias N. meningitidis en una muestra biológica. 
 
En un séptimo aspecto de la invención, se proporciona una composición farmacéutica que comprende una proteína 30 
aislada según el primer aspecto mencionado. 
 
Preferiblemente, dicha composición farmacéutica es una vacuna. 
 
También se describe un método de prevenir la infección de un paciente por N. meningitidis, que comprende el paso 35 
de administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de la vacuna anteriormente mencionada. 
 
También se describe un método de identificar un fragmento inmunógeno de una proteína aislada según el primer 
aspecto mencionado, que comprende los pasos de: 
 40 

(i) producir un fragmento de dicho polipéptido; 
(ii) administrar dicho fragmento a un individuo; y 
(iii) detectar una respuesta inmune en dicho individuo, respuesta que incluye la producción de elementos que 

específicamente se unen a N. meningitidis y/o dicho polipéptido y/o un efecto protector contra la infección 
por N. meningitidis. 45 

 
Preferiblemente, el individuo es un mamífero. 
 
Más preferiblemente, el individuo es un ser humano. 
 50 
Breve descripción de las figuras y tablas 
 
Tabla 1: Identificación de los aminoácidos de las regiones conservadas (C1, C2, C3, C4 y C5) y las regiones 
variables (V1, V2, V3 y V4) de un polipéptido NhhA de cada una de las diez (10) cepas indicadas de N. meningitidis. 
También se indican las SEQ ID NO relevantes. Columna 1 = designación de la cepa. Las SEQ ID NO: 1-9 se 55 
describieron previamente en la solicitud en tramitación junto a esta WO99/31132; las secuencia de NhhA y nhhA de 
la cepa Z2491 se obtuvieron de http://www.sanger.ac.uk/Projects/N_meningitidis/; columna 2 = numeración de 
aminoácidos de la región C1; columna 3 = numeración de aminoácidos de la región V1; columna 4 = numeración de 
aminoácidos de la región C2; columna 5 = numeración de aminoácidos de la región V2; columna 6 = numeración de 
aminoácidos de la región C3; columna 7 = numeración de aminoácidos de la región V2; columna 8 = numeración de 60 
aminoácidos de la región C4; columna 9 = numeración de aminoácidos de la región V4; columna 10 = numeración 
de aminoácidos de la región C5. Nótese que también se indica la numeración de aminoácidos de la secuencia 
consenso (SEQ ID NO: 11) también se indica. 
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Tabla 2: Tabla de sustituciones de aminoácidos. 
 
Figura 1: Alineamientos de la secuencia de aminoácidos de las secuencias de aminoácidos de polipéptidos NhhA de 
diez (10) cepas de N. meningitidis (SEQ ID NO: 1-10) junto con la secuencia consenso (SEQ ID NO: 11). Los 
nombres de las cepas y las secuencias de los polipéptidos usados en este alineamiento corresponden a los nombres 5 
de las cepas y SEQ ID NO en la columna 1 de la tabla 1. Los aminoácidos se indican por las abreviaturas de única 
letra estándar. Los aminoácidos consenso se muestran solo donde los residuos están completamente conservados. 
Las regiones conservadas (subrayado doble, marcadas C1, C2, C3, C4, C5) y las regiones variables (subrayado 
sencillo, marcadas V1, V2, V3, V4) se indican bajo la secuencia consenso. Las secuencias de aminoácidos en esta 
figura se designan consistente con la tabla 1 como sigue: PMC21 = SEQ ID NO: 1; H41 = SEQ ID NO: 2; P20 = SEQ 10 
ID NO:3; EG327 = SEQ ID NO:4; EG329 = SEQ ID NO:5; H38 = SEQ ID NO:6; H15 = SEQ ID NO: 7; BZ10 = SEQ 
ID NO:8; BZ198 = SEQ ID NO:9; Z2491 = SEQ ID NO:10; y secuencia consenso = SEQ ID NO: 11. 
 
Figura 2: Alineamiento de secuencias de nucleótidos de ácidos nucleicos nhhA de diez (10) cepas de N. 
meningitidis, secuencias que codifican las secuencias de aminoácidos de la figura 1. Las regiones C1, C2, C3, C4, 15 
C5 y V1, V2, V3, V4 son como se describen en la figura 1 y la tabla 1. Las secuencias de ácido nucleico en esta 
figura se designan como sigue: PMC21 = SEQ ID NO: 12; H41 = SEQ ID NO: 13; P20 = SEQ ID NO:14; EG327 = 
SEQ ID NO:15; EG329 = SEQ ID NO:16; H38 = SEQ ID NO:17; H15 = SEQ ID NO: 18; BZ10 = SEQ ID NO:19; 
BZ198 = SEQ ID NO:20; Z2491 = SEQ ID NO:21; y secuencia consenso = SEQ ID NO: 22. 
 20 
Figura 3: Mapa plasmídico correspondiente a pCO14K con un producto de amplificación por PCR que codifica NhhA 
de PMC21 salvaje operativamente unido al promotor porA. (No dibujado a escala). 3A: Las flechas de trazo grueso 
indican la organización de los genes porA y kanR en pCO14K. Se muestran los cebadores oligonucleotídicos 
HOMP5’ y HOMP3’AN usados para amplificar el gen nhhA de la cepa PMC21. El gen nhhA se muestra mediante 
una flecha de puntos, el promotor porA mediante una caja negra, y se muestran los sitios de restricción EagI y NcoI 25 
usados para sustituir porA con nhhA como se describe en el ejemplo 2. 3B Organización de genes en 
pIP52(PMC21), como se describe en el ejemplo 2. Se muestra el sitio BglII usado para construir un mutante como se 
describe en el ejemplo 4. 
 
Figura 4: Representación esquemática de la estrategia de PCR por extensión de solapamiento de ayuste para la 30 
deleción de regiones específicas de polipéptidos NhhA. Se muestra un esquema del gen nhhA salvaje en la parte 
superior de las figuras 4A-C, y se muestra nhhA recombinante en la parte inferior de esas figuras, con las regiones 
variables mostradas como cajas negras y las regiones constantes como cajas vacías. Las flechas indican la 
localización aproximada de los cebadores oligonucleotídicos. Las líneas con trazos verticales indican productos de 
amplificación. Donde la secuencia de oligonucleótidos es de regiones discontinuas de un ácido nucleico nhhA, esto 35 
se muestra por una línea de puntos entre tales regiones discontinuas. Escala aproximada indicada. Las líneas 
verticales dobles indican que solo se muestra una parte de la región C5. A: muestra la estrategia como se describe 
en el ejemplo 6. B: muestra la estrategia como se describe en el ejemplo 7. C: muestra la estrategia como se 
describe en el ejemplo 8. 
 40 
Figura 5: (A) secuencia de aminoácidos del polipéptido mutante de deleción de NhhA de PMC 21 (SEQ ID NO: 23) 
producido en el ejemplo 4; y (B) secuencia de nucleótidos codificante (SEQ ID NO: 28). 
 
Figura 6: (A) secuencia de aminoácidos del polipéptido mutante de deleción de NhhA de H41 (SEQ ID NO: 24) 
producido en el ejemplo 5; y (B) secuencia de nucleótidos codificante (SEQ ID NO: 29). 45 
 
Figura 7: (A) secuencia de aminoácidos del polipéptido mutante de deleción de NhhA de PCM21 (SEQ ID NO: 25) 
producido por PCR de solapamiento por ayuste en el ejemplo 6; y (B) secuencia de nucleótidos codificante (SEQ ID 
NO: 30). 
 50 
Figura 8: (A) secuencia de aminoácidos del polipéptido mutante de deleción de NhhA de PCM21 (SEQ ID NO: 26) 
producido por PCR de solapamiento por ayuste en el ejemplo 7; y (B) secuencia de nucleótidos codificante (SEQ ID 
NO: 31). 
 
Figura 9: (A) secuencia de aminoácidos del polipéptido mutante de deleción de NhhA de PCM21 (SEQ ID NO: 27) 55 
producido por PCR de solapamiento por ayuste en el ejemplo 8; y (B) secuencia de nucleótidos codificante (SEQ ID 
NO: 32). 
 
Figura 10: Alineamientos de secuencias de aminoácidos de las secuencias de mutantes de deleción de NhhA y 
salvaje. Estos polipéptidos se produjeron como se describe en el ejemplo 2, ejemplo 3, ejemplo 4 y ejemplo 5. Los 60 
aminoácidos se indican por la abreviatura de una letra. Las regiones conservadas marcadas C1, C2, C3, C4 y C5 
correspondientes a las definidas en la tabla 1 y la figura 1 se indican por un subrayado doble de las secuencias de 
longitud completa de H41 y PMC21, y las regiones variables marcadas V1, V2, V3 y V4 correspondientes a las 
definidas en la tabla 1 y la figura 1 se indican por un subrayado sencillo de las secuencias de longitud completa de 
H41 y PMC21. 65 
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Figura 11: Inmunotransferencia que muestra NhhA sobreexpresada. Se separaron 45 µg de proteína celular total en 
un SDS-PAGE en gradiente del 4-20% antes de transferir a un filtro de nitrocelulosa e inmunotransferencia como se 
describe en el ejemplo 9. Carril 1: Cepa parental que muestra el nivel salvaje de expresión de NhhA. Carril 2: Cepa 
P6 (sobreexpresa NhhA de PMC 21 como se describe en el ejemplo 2). Carril 3: Cepa PΔ6 (sobreexpresa NhhA 5 
truncada de PMC 21 como se describe en el ejemplo 3). Carril 4: Cepa H14 (sobreexpresa NhhA de H41 descrita en 
el ejemplo 3). Carril 5: Cepa HΔ8 (sobreexpresa NhhA truncada de H41 descrita en el ejemplo 5). Carril 6: cepa 2A 
(expresión de NhhA eliminada por mutación del gen nhhA como se describe en la publicación internacional 
WO99/31132).  Se indica la migración de los estándares: 185 kDa, 119 kDa, 85 kDa, 62 kDa, 51,2 kDa, 38,2 kDa, 
22,4 kDa. El polipéptido NhhA salvaje está presente como una banda inmunorreactiva de alto peso molecular 10 
presente en el carril 1 pero ausente del carril 6. 
 
Figura 12: Polipéptidos mutantes de deleción de NhhA aislados. Los polipéptidos NhhA se aislaron como se describe 
en el ejemplo 9 antes de su separación en SDS-PAGE del 4-20%. El gel de poliacrilamida se tiñó con Coomassie. 
Carril 1: Preparación OMC de la cepa que sobreexpresa el polipéptido NhhA de PMC21 truncado descrito en el 15 
ejemplo 6. Carril 2: Polipéptido NhhA de PMC21 truncado purificado. Carril 3: Preparación OMC de la cepa que 
sobreexpresa el polipéptido NhhA de PMC21 truncado descrito en el ejemplo 4. Carril 4: Polipéptido NhhA de 
PMC21 truncado purificado. Carril 5: Preparación OMC de una cepa que sobreexpresa el polipéptido NhhA de 
PMC21 descrito en el ejemplo 2. Carril 6: Polipéptido NhhA de PMC21 purificado. Carril 7: Marcadores de peso 
molecular de 173 kDa, 111 kDa, 80 kDa, 61 kDa, 49 kDa, 36 kDa. Nótese que la especie reactiva de alto peso 20 
molecular en todos los carriles excepto el 6 probablemente representa multímeros de polipéptidos NhhA. Otras 
bandas son probablemente formas menos estables de NhhA o productos de degradación. Nótese que estos están 
ausentes del carril 6. 
 
Figura 13: Inmunotransferencia usando suero de ratón anti-proteína NhhA. En todos los paneles, los carriles 1, 3, 5, 25 
7 contienen OMC de la cepa que sobreexpresa el polipéptido NhhA, y los carriles 2, 4, 6 y 8 contienen OMC de la 
cepa 2A que no expresa NhhA. Panel A: Carriles 1 y 2: ratón A inoculado con NhhA de PMC21 salvaje a una 
dilución 1:1000. Carriles 3 y 4: ratón A inoculado con NhhA de PMC21 salvaje a una dilución 1:10.000. Carriles 5 y 6, 
ratón B inoculado con NhhA de PMC21 salvaje a una dilución 1:1000. Carriles 7 y 8: ratón B inoculado con NhhA de 
PMC21 salvaje a una dilución 1:10.000. Panel B: Carriles 1 & 2: ratón C inoculado con el polipéptido NhhA de 30 
PMC21 truncado (ejemplo 4) a una dilución 1:1000. Carriles 3 & 4: ratón C inoculado con el polipéptido NhhA de 
PMC21 truncado (ejemplo 4) a una dilución 1:10.000. Carriles 5 & 6: ratón D inoculado con el polipéptido NhhA de 
PMC21 truncado (ejemplo 4) a una dilución 1:1000. Carriles 7 y 8: ratón D inoculado con el polipéptido NhhA de 
PMC21 truncado (ejemplo 4) dilución 1:1000. Panel C: Carriles 1 & 2: ratón E inoculado con NhhA de PMC21 
truncado (ejemplo 6) a una dilución 1:1000. Carriles 3 y 4: ratón E inoculado con NhhA de PMC21 truncado (ejemplo 35 
6) a una dilución 1:10.000. Carriles 5 & 6: ratón F inoculado con NhhA de PMC21 truncado (ejemplo 6) a una 
dilución 1:1000. Carriles 7 y 8: ratón F inoculado con NhhA de PMC21 truncado (ejemplo 6) a una dilución 1:1000. 
 
Figura 14: Mutantes de deleción del polipéptido NhhA maduro predichos. A: proteína madura predicha descrita en el 
ejemplo 2 (SEQ ID NO: 33); B: proteína madura predicha descrita en el ejemplo 3 (SEQ ID NO: 34); C: proteína 40 
madura predicha descrita en el ejemplo 4 (SEQ ID NO: 35); D: proteína madura predicha descrita en el ejemplo 5 
(SEQ ID NO: 36); E: proteína madura predicha descrita en el ejemplo 6 (SEQ ID NO: 37); F: proteína madura 
predicha descrita en el ejemplo 7 (SEQ ID NO: 38); y G: proteína madura predicha descrita en el ejemplo 8 (SEQ ID 
NO: 39). 
 45 
Descripción detallada de la invención 
 
A lo largo de esta especificación, a menos que el contexto lo requiera de otra manera, se entenderá que las palabras 
“comprender”, “comprende” y “que comprende” implican la inclusión de un entero o grupo de enteros indicados pero 
no la exclusión de cualquier otro entero o grupo de enteros. 50 
 
Con respecto a la nomenclatura, NhhA se usa en el presente documento cuando se hace referencia a proteínas de 
la invención, mientras que nhhA se usa en el presente documento cuando se hace referencia a ácidos nucleicos de 
la invención. También se entenderá que las proteínas y ácidos nucleicos NhhA/nhhA incluyen las proteínas y ácidos 
nucleicos HiaNm/hianm referidos en el documento WO99/31132, por ejemplo, sin limitación a los mismos. 55 
 
La presente invención se basa, al menos en parte, en la elucidación de regiones conservadas y menos conservadas 
en el polipéptido NhhA en diez (10) cepas de N. meningitidis. Se predice que las regiones correspondientes estén 
conservadas en otras variantes alélicas de los polipéptidos NhhA ejemplificados. 
 60 
Se apreciará que es central a la presente invención la realización de que mediante la deleción de aminoácidos no 
conservados en un polipéptido NhhA salvaje para formar un polipéptido NhhA modificado de la invención, se puede 
provocar una respuesta inmune tras la inmunización por dicho polipéptido de la invención que, al dirigir la respuesta 
inmune contra epítopos conservados, proporcionará protección contra una o más cepas heterólogas de N. 
meningitidis. 65 
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Como se usa en el presente documento, aminoácidos “no conservados” son residuos de aminoácidos presentes en 
un polipéptido NhhA salvaje de una primera cepa de N. meningitidis, pero que no están presentes en un polipéptido 
NhhA salvaje de una o más otras cepas. 
 
Adecuadamente, los polipéptidos que tienen al menos una parte de una de las regiones V1, V2, V3 o V4 5 
delecionada con respecto a la secuencia salvaje correspondiente se pueden denominar colectivamente como 
ejemplos de “mutantes de deleción”. 
 
Se apreciará que los inventores presentes han identificado las regiones V1, V2, V3 y V4 como que son regiones de 
los polipéptidos NhhA salvajes que tienen frecuencias relativamente altas de aminoácidos no conservados 10 
comparadas con las regiones relativamente conservadas C1-C5. 
 
De las regiones V, las regiones V1 (hipervariable) y V2 tienen la frecuencia más alta de aminoácidos no 
conservados, mientras que V3 y V4 tienen frecuencias relativamente más bajas. Sin embargo, la región V1 
constituye una proporción más significativa de los polipéptidos NhhA salvajes que la región V2 (en términos de 15 
aminoácidos totales). Las proteínas aisladas según el primer aspecto mencionado tienen una parte sustancial de la 
región V1 delecionada. 
 
Para los fines de esta invención, mediante “aislado” se quiere decir material que se retirado de su estado natural o 
se ha sometido de otra manera a manipulación humana. El material aislado puede estar sustancial o esencialmente 20 
libre de componentes que normalmente lo acompañan en su estado natural, o puede estar manipulado de modo que 
esté en un estado artificial junto con componentes que normalmente lo acompañan en su estado natural. El material 
aislado puede estar en forma nativa o recombinante. 
 
Mediante “proteína” se quiere decir un polímero de aminoácidos. Los aminoácidos pueden ser aminoácidos 25 
naturales o no naturales como se entiende bien en la técnica. 
 
Un “péptido” es una proteína que tiene no más de cincuenta (50) aminoácidos. 
 
Un polipéptido es una proteína que tiene cincuenta (50) o más aminoácidos. 30 
 
Como se usa en el presente documento, la frase “provoca una respuesta inmune” se refiere a la capacidad de un 
polipéptido aislado de la invención para producir una respuesta inmune en un mamífero al que se administra, en 
donde la respuesta se dirige a N. meningitidis y/o dicho polipéptido. Preferiblemente, la respuesta inmune incluye la 
producción de anticuerpos bactericidas. Más preferiblemente, la respuesta inmune es protectora contra la infección 35 
por N. meningitidis. 
 
“Específico de cepa” se usa en el presente documento en el contexto de una respuesta inmune que se dirige a, o al 
menos se dirige predominantemente a, una cepa autóloga de N. meningitidis. 
 40 
Como se usa en el presente documento, “reactividad cruzada” significa una capacidad de un polipéptido de la 
invención de provocar una respuesta inmune dirigida a una o más cepas heterólogas de N. meningitidis. 
 
Como se usa en el presente documento, “protección cruzada” significa una capacidad de un polipéptido de la 
invención de provocar una respuesta inmune y mediante ella proporcionar protección contra la infección por una o 45 
más cepas heterólogas de N. meningitidis. 
 
Por tanto, a la luz de lo anterior, dicho polipéptido de la invención se puede denominar en el presente documento 
como un “inmunógeno” o como que es “inmunogénico”. 
 50 
Se pueden ejemplificar proteínas NhhA modificadas adicionales mediante las secuencias de aminoácidos mostradas 
en las figuras 6 a 9 (SEQ ID NO: 24-27) y la figura 14. También se contemplan fragmentos, derivados y variantes 
(tales como variantes alélicas) de estas proteína ejemplificadas. 
 
Por ejemplo, se pueden delecionar aminoácidos de cualquiera de las secuencias C1-5 mostradas en la figura 1, 55 
mientras que no se necesita delecionar todos los aminoácidos no conservados en las regiones V1-4 para reducir la 
inmunogenicidad específica de cepa.  
 
Por tanto, las proteínas aisladas anteriores pueden incluir fragmentos de las regiones C1-5 y V1-4. 
 60 
En efecto, como se describirá posteriormente en el presente documento en los ejemplos, puede ser ventajoso para 
los fines de la producción basada en ADN recombinante de los polipéptidos anteriores, delecionar uno o unos pocos 
aminoácidos de una región C1, C2, C3, C4 y/o C5 o una región V1, V2, V3 y/o V4 en el interés de utilizar sitios de 
endonucleasas de restricción convenientes y lograr un alto nivel de expresión de proteínas inmunogénicas estables. 
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Un “fragmento” incluye una secuencia de aminoácidos que constituye menos del 100%, pero al menos el 20%, 
preferiblemente al menos el 50%, más preferiblemente al menos el 80% o incluso más preferiblemente al menos el 
90% de dichas regiones C1, C2, C3, C4 o C5. 
 
Los fragmentos, por ejemplo, pueden ser péptidos que comprenden tan poco como doce aminoácidos tal como la 5 
región C2 (SEQ ID NO: 11) o secuencias de al menos veinte aminoácidos contiguos, o más de cien aminoácidos 
contiguos que corresponden a parte o todo de la regiones C1, C2, C3, C4 y/o C5 descritas en el presente 
documento. 
 
Otros fragmentos ejemplificados en el presente documento son polipéptidos NhhA modificados que han 10 
experimentado procesamiento postraduccional para formar un polipéptido maduro, tal como se muestra en la figura 
14. 
 
En otra forma de realización, un “fragmento” es un péptido pequeño, por ejemplo, de al menos 6, preferiblemente al 
menos 10 y más preferiblemente al menos 20 aminoácidos de longitud, que comprende uno o más determinantes 15 
antigénicos o epítopos derivados de proteínas NhhA modificadas. También se contemplan fragmentos más largos 
que comprenden más de un péptido, y se pueden obtener mediante la aplicación de técnicas de ácido nucleico 
recombinante estándar o sintetizar usando técnicas de síntesis en fase líquida o sólida convencionales. Por ejemplo, 
se puede hacer referencia a síntesis en solución o síntesis en fase sólida como se describe, por ejemplo, en el 
capítulo 9 titulado "Peptide Synthesis" por Atherton y Shephard que se incluye en una publicación titulada "Synthetic 20 
Vaccines" editada por Nicholson y publicada por Blackwell Scientific Publications. De forma alternativa, se pueden 
producir péptidos mediante digestión de un polipéptido de la invención con proteinasas tales como endoLys-C, 
endoArg-C, endoGlu-C y estafilococinas proteasa V8. Los fragmentos digeridos se pueden purificar mediante, por 
ejemplo, técnicas de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 
 25 
Como se usa en el presente documento, polipéptidos “variantes” son polipéptidos en los que uno o más aminoácidos 
se han sustituido por aminoácidos diferentes. Se entiende bien en la técnica que algunos aminoácidos se pueden 
cambiar a otros con propiedades en general similares sin cambiar la naturaleza de la actividad del polipéptido 
(sustituciones conservadoras). Las sustituciones conservadoras ejemplares en los polipéptidos se pueden hacer 
según la tabla 2. 30 
 
Se pueden hacer cambios sustanciales en la función seleccionando sustituciones que son menos conservadoras 
que las mostradas en la tabla 2. Otros cambios serían sustituciones no conservadoras y se pueden tolerar 
relativamente menos de estas. En general, las sustituciones que probablemente produzcan los cambios mayores en 
las propiedades de un polipéptido son esas en que (a) un residuo hidrofílico (por ejemplo, Ser o Thr) se sustituye 35 
por, o mediante, un residuo hidrofóbico (por ejemplo, Ala, Leu, Ile, Phe o Val); (b) una cisteína o prolina se sustituye 
por, o mediante, cualquier otro residuo; (c) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva (por ejemplo, Arg, 
His o Lys) se sustituye por, o mediante, un residuo electronegativo (por ejemplo, Glu o Asp) o (d) un residuo que 
tiene una cadena lateral voluminosa (por ejemplo, Phe o Trp) se sustituye por, o mediante, uno que tiene una 
cadena lateral más pequeña (por ejemplo, Ala o Ser) o sin cadena lateral (por ejemplo, Gly). 40 
 
El término “variante” también incluye polipéptidos NhhA producidos de variantes alélicas de las secuencias 
ejemplificadas en esta especificación. 
 
Las variantes del polipéptido NhhA pueden estar dentro del ámbito del término “homólogos polipeptídicos”. 45 
 
Los homólogos polipeptídicos comparten al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80% y más preferiblemente 
al menos el 90% de identidad de secuencia. 
 
Como en general se usa en el presente documento, un “homólogo” comparte una relación de secuencia de 50 
nucleótidos o aminoácidos definible con un ácido nucleico o polipéptido de la invención según pueda ser el caso. 
 
Por ejemplo, se contempla que tales homólogos tienen secuencias de aminoácidos que se diferencian de las 
ejemplificadas en el presente documento, pero que son inmunogénicas y proporcionan inmunidad con protección 
cruzada. 55 
 
Específicamente excluidos del ámbito del término “homólogos” están los polipéptidos NhhA y ácidos nucleicos nhhA 
salvajes. 
 
Incluidos en el ámbito de los homólogos están los “ortólogos”, que son polipéptidos funcionalmente relacionados y 60 
sus ácidos nucleicos codificantes, aislados de especies bacterianas diferentes de N. meningitidis. 
 
Los términos usados en el presente documento para describir las relaciones de secuencia entre ácidos nucleicos y 
polipéptidos respectivos incluyen “ventana de comparación”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de 
secuencia” e “identidad sustancial”. Puesto que los respectivos ácidos nucleicos/polipéptidos pueden comprender 65 
cada uno (1) solo una o más partes de una secuencia de ácido nucleico/polipéptido completa que están compartidos 
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por los ácidos nucleicos/polipéptidos, y (2) una o más partes que son divergentes entre los ácidos 
nucleicos/polipéptidos, las comparaciones de secuencias típicamente se realizan comparando las secuencias en una 
“ventana de comparación” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de 
comparación” se refiere a un segmento conceptual de típicamente 12 residuos contiguos que se compara a una 
secuencia de referencia. La ventana de comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) 5 
de aproximadamente el 20% o menos comparada con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o 
deleciones) para el alineamiento óptimo de las secuencias respectivas. El alineamiento óptimo de secuencias para 
alinear una ventana de comparación se puede realizar mediante implementaciones computarizadas de algoritmos 
(programa Geneworks por Intelligenetics; GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA, en el paquete de software genético de 
Wisconsin versión 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE UU) o mediante inspección y 10 
el mejor alineamiento (es decir, el que produce el porcentaje de homología más alto en la ventana de comparación) 
generado por cualquiera de los varios métodos seleccionados. También se puede hacer referencia a la familia de 
programas BLAST como, por ejemplo, divulgaron  Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25 3389. 
 
Se puede encontrar una discusión detallada del análisis de secuencias en la unidad 19.3 de CURRENT 15 
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al. (John Wiley & Sons Inc NY, 1995-1999). 
 
El término “identidad de secuencia” se usa en el presente documento en su sentido más amplio para incluir el 
número de coincidencias de nucleótidos o aminoácidos exactos teniendo en cuenta un alineamiento apropiado que 
usa un algoritmo estándar, teniendo en cuenta el nivel al que las secuencias son idénticas en una ventana de 20 
comparación. Por tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando dos secuencias 
óptimamente alineadas en la ventana de comparación, determinando el número de posiciones en las que se produce 
las bases del ácido nucleico idénticas (por ejemplo, A, T, C, G, I) en ambas secuencias para dar el número de 
posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la 
ventana de comparación (es decir, el tamaño de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el 25 
porcentaje de identidad de secuencia. Por ejemplo, se puede entender que “identidad de secuencia” signifique el 
“porcentaje de coincidencia” calculado por el programa informático DNASIS (versión 2.5 para Windows; disponible 
de Hitachi Software engineering Co., Ltd., San Francisco Sur, California, EE UU). 
 
Por tanto, está dentro de las capacidades del experto en la materia preparar homólogos polipeptídicos, tales como 30 
variantes como se han definido en el presente documento anteriormente, por tecnología de ADN recombinante. Por 
ejemplo, se pueden mutar ácidos nucleicos usando mutagénesis al azar, por ejemplo, usando mutagénesis con 
transposones, o mutagénesis dirigida. Los fragmentos de ADN resultantes se clonan después en huéspedes de 
expresión adecuados tal como E. coli usando tecnología convencional y se detectan los clones que mantienen la 
actividad deseada. Donde se han derivado los clones usando técnicas de mutagénesis al azar, los clones positivos 35 
se tendrían que secuenciar para detectar la mutación. 
 
Como se usa en el presente documento, polipéptidos “derivados” son polipéptidos que se han alterado, por ejemplo, 
por conjugación o formación de complejos con otros grupos químicos o por técnicas de modificación postraduccional 
como se entendería en la técnica. Tales derivados incluyen deleciones y/o adiciones de aminoácidos a polipéptidos 40 
NhhA o variantes de los mismos, en donde dichos derivados provocan una respuesta inmune. 
 
Las “adiciones” de aminoácidos pueden incluir la fusión de los polipéptidos de la invención con otros polipéptidos o 
proteínas. A este respecto, se apreciará que los polipéptidos de la invención se pueden incorporar en polipéptidos 
mayores, y también se puede esperar que tales polipéptidos mayores sean inmunogénicos. Los polipéptidos como 45 
se ha descrito anteriormente se pueden fusionar con una proteína adicional, por ejemplo, que no deriva de N. 
meningitidis. La otra proteína puede, a modo de ejemplo, ayudar en la purificación de la proteína. Por ejemplo, se 
puede usar una etiqueta de polihistidina o una proteína de unión a maltosa. De forma alternativa, puede producir una 
respuesta inmune que sea eficaz contra N. meningitidis o puede producir una respuesta inmune contra otro 
patógeno. Otras posibles proteínas de fusión son las que producen una respuesta inmunomoduladora. Los ejemplos 50 
particulares de tales proteínas incluyen proteína A o glutatión S-transferasa (GST). Además, el polipéptido se puede 
fusionar a un componente de vacuna basado en oligosacáridos donde actúa como una proteína soporte. 
 
Otros derivados incluyen, pero no están limitados a, modificación en las cadenas laterales, incorporación de 
aminoácidos no naturales y/o sus derivados durante la síntesis de péptidos, polipéptidos o proteínas y el uso de 55 
entrecruzadores y otros métodos que imponen restricciones conformacionales en los polipéptidos, fragmentos y 
variantes de la invención. Los ejemplos de modificaciones en las cadenas laterales contemplados por la presente 
invención incluyen modificaciones de grupos amino tal como mediante acilación con anhídrido acético; acilación de 
grupos amino con anhídrido succínico y anhídrido tetrahidroftálico; amidinación con metilacetimidato; carbamoilación 
de grupos amino con cianato; piridoxilación de lisina con piridoxal-5-fosfato seguido por reducción con NaBH4; 60 
alquilación reductora mediante reacción con un aldehído seguido por reducción con NaBH4; y trinitrobencilación de 
grupos amino con ácido 2,4,6-trinitrobencenosulfónico (TNBS). 
 
El grupo carboxilo se puede modificar por activación de carbodiimida a través de la formación de O-acilisourea 
seguido por la posterior derivación, a modo de ejemplo, a una amida correspondiente. 65 
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El grupo guanidina de los residuos de arginina se puede modificar por la formación de productos de condensación 
heterocíclicos con reactivos tales como 2,3-butanodiona, fenilglioxal y glioxal. 
 
Los grupos sulfhidrilo se pueden modificar por métodos tales como oxidación con ácido perfórmico a ácido cisteico; 
formación de derivados mercuriales usando ácido 4-cloromercurifenilsulfónico, 4-cloromercuribenzoato; 2-5 
cloromercuri-4-nitrofenol, cloruro de fenilmercurio y otros mercuriales; formación de disulfuros mezcla con otros 
compuestos tiol; reacción con maleimida, anhídrido maleico u otra maleimida sustituida; carboximetilación con ácido 
yodoacético o yodoacetamida; y carbamoilación con cianato a pH alcalino. 
 
Los residuos de triptófano se pueden modificar, por ejemplo, por alquilación del anillo indol con bromuro de 2-hidroxi-10 
5-nitrobencilo o haluros de sulfonilo o por oxidación con N-bromosuccinimida. 
 
Los residuos de tirosina se pueden modificar por nitración con tetranitrometano para formar un derivado 3-
nitrotirosina. 
 15 
El anillo de imidazol de un residuo de histidina se puede modificar por N-carbetoxilación con dietilpirocarbonato o por 
alquilación con derivados del ácido yodoacético. 
 
Los ejemplos de incorporación de aminoácidos no naturales y derivados durante la síntesis de péptidos incluyen 
pero no están limitados a, el uso de ácido 4-aminobutírico, ácido 6-aminohexanoico, ácido 4-amino-3-hidroxi-5-20 
fenilpentanoico, ácido 4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico, t-butilglicina, norleucina, norvalina, fenilglicina, ornitina, 
sarcosina, 2-tienilalanina y/o isómeros D de aminoácidos. 
 
La invención también contempla modificar covalentemente un polipéptido de la invención con dinitrofenol, para 
hacerlo inmunogénico en seres humanos. 25 
 
Las proteínas aisladas de la invención se pueden preparar por cualquier procedimiento adecuado que conocen los 
expertos en la materia. 
 
Por ejemplo, la proteína se puede preparar como un polipéptido recombinante por un procedimiento que incluye los 30 
pasos de: 
 

(i) preparar una construcción de expresión que comprende un ácido nucleico nhhA modificado de la invención, 
operativamente unido a una o más secuencias de nucleótidos reguladoras; 

(ii) transfectar o transformar una célula huésped adecuada con la construcción de expresión; y 35 
(iii) expresar el polipéptido recombinante en dicha célula huésped. 

 
Se proporcionarán un número de ejemplos en el presente documento posteriormente que describen la producción de 
ácidos nucleicos nhhA modificados de la invención por PCR. 
 40 
En una forma de realización particular, la PCR es PCR de solapamiento de ayuste, como se describirá en el 
presente documento posteriormente, método que se basa en el descrito en Ho et al, 1989, Gene 77 51, y por Horton 
et al., 1989, Gene 77 61. 
 
Para los fines de expresión en células huésped, el ácido nucleico recombinante está operativamente unido a una o 45 
más secuencias reguladoras en un vector de expresión. 
 
Un “vector de expresión” puede ser un vector extracromosómico autorreplicante tal como un plásmido, o un vector 
que se integra en un genoma huésped. 
 50 
Mediante “operativamente unido” se quiere decir que dicha(s) secuencia(s) de nucleótidos reguladora(s) se coloca(n) 
relativa(s) al ácido nucleico recombinante de la invención para iniciar, regular o controlar de otra manera la 
transcripción. 
 
Las secuencias nucleotídicas reguladoras en general serán apropiadas para la célula huésped usada para la 55 
expresión. Se conocen en la técnica numerosos vectores de expresión apropiados y secuencias reguladoras 
adecuadas para una variedad de células huésped. 
 
Típicamente, dicha una o más secuencias nucleotídicas reguladoras pueden incluir, pero no están limitadas a, 
secuencias promotoras, secuencias líder o señal, sitios de unión a ribosomas, secuencias de inicio y terminación de 60 
la transcripción, secuencias de inicio y terminación de la traducción, y secuencias potenciadoras o activadoras. 
 
La invención contempla promotores constitutivos o inducibles como se conocen en la técnica. Los promotores 
pueden ser promotores naturales o promotores híbridos que combinan elementos de más de un promotor. 
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En una forma de realización preferida, el vector de expresión contiene un gen marcador de selección para permitir la 
selección de células huéspedes transformadas. Los genes marcadores de selección se conocen bien en la técnica y 
variarán con la célula huésped usada. 
 
En una forma de realización, el vector de expresión es pCO14K, que tiene un promotor porA y un gen de selección 5 
de kanamicina, como se describirá en detalle posteriormente en el presente documento. Según esta forma de 
realización, la célula huésped es una bacteria seleccionada del grupo que consiste en E. coli y N. meningitidis. 
 
El vector de expresión también puede incluir un compañero de fusión (típicamente proporcionado por el vector de 
expresión) de modo que el polipéptido recombinante de la invención se exprese como un polipéptido de fusión con 10 
dicho compañero de fusión. La ventaja principal de los compañeros de fusión es que ayudan a la identificación y/o 
purificación de dicho polipéptido de fusión. 
 
Para expresar dicho polipéptido de fusión, es necesario ligar una secuencia de nucleótidos según la invención en el 
vector de expresión de modo que los marcos de lectura de traducción del compañero de fusión y la secuencia de 15 
nucleótidos de la invención coincidan. 
 
Ejemplos bien conocidos de compañeros de fusión incluyen, pero no están limitados a, glutatión-S-transferasa 
(GST), parte Fc de IgG humana, proteína de unión a maltosa (MBP) y hexahistidina (HIS6), que son particularmente 
útiles para el aislamiento del polipéptido de fusión por cromatografía de afinidad. Para los fines de purificación del 20 
polipéptido de fusión por cromatografía de afinidad, las matrices relevantes para cromatografía de afinidad son 
resinas conjugadas a glutatión, amilosa y níquel o cobalto, respectivamente. Muchas de tales matrices están 
disponibles en forma de “kit”, tal como el sistema QIAexpress™ (Qiagen) útil con compañeros de fusión de (HIS6) y 
el sistema de purificación de GST de Pharmacia. 
 25 
Un compañero de fusión preferido es MBP, que se describe posteriormente en el presente documento en el ejemplo 
11. 
 
Otro compañero de fusión bien conocido en la técnica es la proteína fluorescente verde (GFP). Este compañero de 
fusión sirve como una “etiqueta” fluorescente que permite que el polipéptido de fusión de la invención se identifique 30 
por microscopía de fluorescencia o por citometría de flujo. La etiqueta GFP es útil cuando se evalúa la localización 
subcelular del polipéptido de fusión de la invención, o para aislar células que expresan el polipéptido de fusión de la 
invención. Los métodos de citometría de flujo tales como la separación celular activada por fluorescencia (FACS) 
son particularmente útiles en esta última aplicación. 
 35 
Preferiblemente, los compañeros de fusión también tienen sitios de corte de proteasas, tal como para el factor Xa o 
trombina, lo que permite a la proteasa relevante digerir parcialmente el polipéptido de fusión de la invención y por 
tanto liberar el polipéptido recombinante de la invención del mismo. El polipéptido liberado se puede aislar después 
del compañero de fusión por separación cromatográfica subsecuente. 
 40 
Compañeros de fusión según la invención también incluyen en su ámbito “etiquetas epítopos”, que habitualmente 
son secuencias peptídicas cortas para las que está disponible un anticuerpo específico. Los ejemplos bien 
conocidos de etiquetas epítopos para las que están disponibles fácilmente anticuerpos monoclonales específicos 
incluyen etiquetas c-myc, hemaglutinina del virus de la gripe y FLAG. 
 45 
Como anteriormente en el presente documento, los polipéptidos de la invención se pueden producir cultivando una 
célula huésped transformada con dicha construcción de expresión que comprende un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido de la invención. Las condiciones apropiadas para la expresión de la proteína variarán con la elección del 
vector de expresión y la célula huésped. Esto lo determina fácilmente el experto en la materia mediante 
experimentación rutinaria. 50 
 
Las células huésped adecuadas para la expresión pueden ser procariotas o eucariotas. Una célula huésped 
preferida para la expresión de un polipéptido según la invención es una bacteria. La bacteria usada puede ser 
Escherichia coli o N. meningitidis. 
 55 
En una forma de realización preferida, la célula huésped es N. meningitidis que se ha modificado de modo que no 
exprese PorA, Opa, Opc o polisacárido capsular y exprese un fenotipo de lipopolisacárido deseado. 
 
De forma alternativa, la célula huésped puede ser una célula de insecto tal como, por ejemplo, células SF9 que se 
pueden utilizar con un sistema de expresión de baculovirus. 60 
 
La proteína recombinante la puede preparar convenientemente el experto en la materia usando protocolos estándar 
como por ejemplo se describen en Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING. A Laboratory Manual (Cold Spring 
Harbor Press, 1989), en particular las secciones 16 y 17; CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. 
Ausubel et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1999), en particular los capítulos 10 y 16; y CURRENT PROTOCOLS 65 
IN PROTEIN SCIENCE Eds. Coligan et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1999) en particular los capítulos 1, 5 y 6. 
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Los métodos preferidos de expresión de las proteínas NhhA modificadas recombinantes de la invención, y los 
métodos para detectar la proteína expresada, se proporcionan posteriormente en el presente documento en los 
ejemplos. 
 
Secuencias de nucleótidos 5 
 
La invención proporciona un ácido nucleico aislado que codifica una proteína NhhA modificada de la invención. 
 
También se describen ácidos nucleicos aislados que tienen una secuencia de nucleótidos que codifica una o más 
regiones constantes (C) del polipéptido NhhA como se describe en las figuras 1 y 2. Estos ácidos nucleicos aislados 10 
pueden codificar además uno o más aminoácidos no conservados (región V) tal como también se identifican en las 
figuras 1 y 2. 
 
Los ácidos nucleicos aislados particulares se proporcionan en SEQ ID NO: 28-32 y las figuras 5-9. 
 15 
El término “ácido nucleico” como se usa en el presente documento designa ARNm, ARN, ARNc y ADN mono- o 
bicatenario, dicho ADN incluye ADNc y ADN genómico. 
 
Un “polinucleótido” es un ácido nucleico que tiene ochenta (80) o más nucleótidos contiguos, mientras que un 
“oligonucleótido” tiene menos de ochenta (80) nucleótidos contiguos. 20 
 
Una “sonda” puede ser un oligonucleótido o polinucleótido mono o bicatenario, adecuadamente marcado para el fin 
de detectar secuencias complementarias en transferencia de tipo Northern o Southern, por ejemplo. 
 
Un “cebador” habitualmente es un oligonucleótido monocatenario, preferiblemente que tiene de 15-50 nucleótidos 25 
contiguos, que es capaz de hibridar con un ácido nucleico complementario “molde” y ser extendido de una manera 
dependiente del molde por la acción de una ADN polimerasa tal como Taq polimerasa, ADN polimerasa dependiente 
de ARN o Sequenase™. 
 
También se describen homólogos de ácidos nucleicos de la invención como se han definido anteriormente en el 30 
presente documento. 
 
Tales homólogos de ácidos nucleicos excluyen los ácidos nucleicos que codifican polipéptidos NhhA salvajes de 
longitud completa. 
 35 
Por ejemplo, los homólogos de ácidos nucleicos codifican péptidos y polipéptidos, estructuralmente relacionados a 
las regiones V y C de NhhA de la invención, que pueden ser útiles para los fines de proporcionar inmunidad 
protectora cruzada a N. meningitidis mediante inmunización. 
 
Los homólogos de ácidos nucleicos comparten al menos el 60%, preferiblemente al menos el 70%, más 40 
preferiblemente al menos el 80% e incluso más preferiblemente al menos el 90% de identidad de secuencia. 
 
Los homólogos de ácidos nucleicos pueden hibridar con ácidos nucleicos de la invención en condiciones al menos 
de restricción baja, preferiblemente en condiciones al menos de restricción media y más preferiblemente en 
condiciones de restricción alta. 45 
 
“Hibridar e hibridación” se usa en el presente documento para indicar el apareamiento de secuencias de nucleótidos 
al menos parcialmente complementarias para producir híbridos ADN-ADN, ARN-ARN o ADN-ARN. Las secuencias 
híbridas que comprenden secuencias de nucleótidos complementarias se producen a través del apareamiento de 
bases entre purinas y pirimidinas complementarias como se sabe bien en la técnica. 50 
 
A este respecto, se apreciará que las purinas modificadas (por ejemplo, inosina, metilinosina y metiladenosina) y las 
pirimidinas modificadas (tiouridina y metilcitosina) también se pueden comprometer en el apareamiento de bases. 
 
“Restricción” como se usa en el presente documento, se refiere a condiciones de temperatura y fuerza iónica, y 55 
presencia o ausencia de ciertos solventes orgánicos y/o detergentes durante la hibridación. Cuanto mayor sea la 
restricción, mayor será el nivel requerido de complementariedad entre secuencias de nucleótidos que hibridan. 
 
“Condiciones rigurosas” designa esas condiciones en las que solo hibridará un ácido nucleico que tiene una alta 
frecuencia de bases complementarias. 60 
 
La referencia en el presente documento a condiciones de baja restricción incluye y abarca: 
 

(i) desde al menos aproximadamente el 1% v/v hasta al menos aproximadamente el 15% v/v de formamida y 
desde al menos aproximadamente 1 M hasta al menos aproximadamente 2 M de sal para la hibridación a 65 
42ºC, y al menos aproximadamente 1 M hasta al menos aproximadamente 2 M de sal para lavar a 42ºC; y 

 



13 
 

(ii) seroalbúmina bovina (BSA) al 1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para la hibridación a 
65ºC; y (i) 2xSSC, SDS al 0,1%; o (ii) BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% 
para lavar a temperatura ambiente. 

 
Las condiciones de restricción media incluyen y abarcan: 5 
 

(i) desde al menos aproximadamente el 16% v/v hasta al menos aproximadamente el 30% v/v de formamida y 
desde al menos aproximadamente 0,5 M hasta al menos aproximadamente 0,9 M de sal para la 
hibridación a 42ºC, y al menos aproximadamente 0,5 M hasta al menos aproximadamente 0,9 M de sal 
para lavar a 42ºC; y 10 

(ii) seroalbúmina bovina (BSA) al 1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para la hibridación a 
65ºC; y (a) 2xSSC, SDS al 0,1%; o (b) BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% 
para lavar a 42ºC. 

 
Las condiciones de restricción alta incluyen y abarcan: 15 
 

(i) desde al menos aproximadamente el 31% v/v hasta al menos aproximadamente el 50% v/v de formamida y 
desde al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,15 M de sal para la 
hibridación a 42ºC, y al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,15 M de sal 
para lavar a 42ºC;  20 

(ii) BSA al 1%, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7% para la hibridación a 65ºC; y (a) 0,1 x SSC, 
SDS al 0,1%; o (b) BSA al 0,5%, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 5% para lavar a 
temperatura ambiente en exceso de 65ºC durante aproximadamente una hora; y 

(iii) 0,2 x SSC, SDS al 0,1% para lavar a o por encima de 68ºC durante aproximadamente 20 minutos. 
 25 
En general, los lavados se llevan a cabo a una Tm = 69,3 + 0,41 (G +C) % - 12ºC. En general, la Tm de un ADN 
dúplex desciende en aproximadamente 1ºC con cada aumento del 1% en el número de bases mal apareadas. 
 
No obstante lo anterior, las condiciones rigurosas se conocen bien en la técnica, tal como se describe en los 
capítulos 2.9 y 2.10 de Ausubel et al., anteriormente. El experto en la materia también reconocerá que se pueden 30 
manipular varios factores para optimizar la especificidad de la hibridación. La optimización de la restricción de los 
lavados finales puede servir para asegurar un alto grado de hibridación. 
 
Típicamente, las secuencias de nucleótidos complementarias se identifican por técnicas de transferencia que 
incluyen un paso por el cual los nucleótidos se inmovilizan en una matriz (preferiblemente una membrana sintética 35 
tal como nitrocelulosa), un paso de hibridación y un paso de detección. Se usa transferencia de tipo Southern para 
identificar una secuencia de ADN complementaria; se usa transferencia de tipo northern para identificar una 
secuencia de ARN complementaria. Se pueden usar transferencia en manchas o transferencia en ranuras para 
identificar secuencias polinucleotídicas complementarias ADN/ADN, ADN/ARN o ARN/ARN. Tales técnicas las 
conocen bien los expertos en la materia, y se han descrito en Ausubel et al., anteriormente, en las páginas 2.9.1 a 40 
2.9.20. Según tales métodos, la transferencia Southern implica separar moléculas de ADN según el tamaño 
mediante electroforesis en gel, transferir el ADN separado por tamaño a una membrana sintética e hibridar el ADN 
unido a la membrana con una secuencia de nucleótidos complementaria. 
 
En la transferencia en mancha y la transferencia en ranura, las muestras de ADN se aplican directamente a una 45 
membrana sintética antes de la hibridación como anteriormente. 
 
Se usa un paso de transferencia alternativo cuando se identifican ácidos nucleicos complementarios en una 
genoteca de ADNc o ADN genómico, tal como mediante el proceso de hibridación en placa o colonia. Otros 
ejemplos típicos de este procedimiento se describen en los capítulos 8-12 de Sambrook et al., anteriormente. 50 
 
Típicamente, se puede usar el siguiente procedimiento general para determinar las condiciones de hibridación. Los 
ácidos nucleicos se transfieren a una membrana sintética, como se ha descrito anteriormente. Se marca una 
secuencia de nucleótidos salvaje de la invención como se ha descrito anteriormente, y se analiza la capacidad de 
este ácido nucleico marcado para hibridar con una secuencia de nucleótidos inmovilizada. 55 
 
El experto en la materia reconocerá que un número de factores influyen en la hibridación. La actividad específica de 
la secuencia polinucleotídica radioactivamente marcada típicamente debe ser mayor de o igual a aproximadamente 
108 dpm/µg para proporcionar una señal detectable. Una secuencia de nucleótidos radiomarcada de actividad 
específica 108 a 109 dpm/µg puede detectar aproximadamente 0,5 pg de ADN. Se sabe bien en la técnica que se 60 
debe inmovilizar suficiente ADN en la membrana para permitir la detección. Es deseable tener un exceso de ADN 
inmovilizado, habitualmente de 1-10 µg. Añadir un polímero inerte tal como sulfato de dextrano (MW 500.000) al 
10% (p/v) o polietilenglicol 6000 durante la hibridación también puede aumentar la sensibilidad de la hibridación 
(véase Ausubel et al., anteriormente en 2.10.10). 
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Para alcanzar resultados significativos de la hibridación entre un ácido nucleico inmovilizado en una membrana y un 
ácido nucleico marcado, una cantidad suficiente del ácido nucleico marcado debe hibridar con el ácido nucleico 
inmovilizado después de lavar. El lavado asegura que el ácido nucleico marcado hibrida solo con el ácido nucleico 
inmovilizado con un grado deseado de complementariedad con el ácido nucleico marcado. 
 5 
Los métodos para detectar ácidos nucleicos marcados hibridados con un ácido nucleico inmovilizado los conocen 
bien los expertos en la materia. Tales métodos incluyen autorradiografía, detección quimioluminiscente, fluorescente 
y colorimétrica. 
 
En otra forma de realización, los homólogos de ácidos nucleicos se pueden preparar según el siguiente 10 
procedimiento: 
 

(i) obtener un extracto de ácido nucleico de un huésped adecuado; 
(ii) crear cebadores que estén opcionalmente degenerados en donde cada uno comprende una parte de una 

secuencia de nucleótidos de la invención; y 15 
(iii) usar dichos cebadores para amplificar, a través de técnicas de amplificación de ácidos nucleicos, uno o más 

productos de amplificación a partir de dicho extracto de ácido nucleico. 
 
Adecuadamente, el huésped es una bacteria. 
 20 
Preferiblemente, el huésped es del género Neisseria. 
 
Más preferiblemente, el huésped es N. meningitidis o N. lactamica. 
 
Los cebadores útiles según los métodos de amplificación de secuencias de ácidos nucleicos incluyen SEQ ID NO: 25 
40-51 como se describe en detalle posteriormente en el presente documento. 
 
Las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos adecuadas las conocen bien los expertos en la materia, e incluyen 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) como, por ejemplo, se describe en el capítulo 15 de Ausubel et al., 
anteriormente; amplificación por desplazamiento de hebra (SDA) como, por ejemplo, se describe en la patente en 30 
EE UU No. 5.422.252; replicación de círculo rodante (RCR) como, por ejemplo, se describe en Liu et al., 1996, J. 
Am. Chem. Soc. 118 1587 y la solicitud internacional WO 92/01813 y Lizardi et al., (Solicitud International WO 
97/19193); amplificación basada en la secuencia de ácido nucleico (NASBA) como por ejemplo, describen 
Sooknanan et al., 1994, Biotechniques 17 1077); y amplificación por replicasa Q-β como, por ejemplo, describen 
Tyagi et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 5395. 35 
 
Como se usa en el presente documento, un “producto de amplificación” se refiere a un producto de ácido nucleico 
generado por técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. 
 
Anticuerpos 40 
 
También se describen anticuerpos contra los fragmentos, variantes y derivados de proteínas aisladas descritos en el 
presente documento. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Se pueden encontrar protocolos bien 
conocidos aplicables a la producción, purificación y uso de anticuerpos, por ejemplo, en el capítulo 2 de Coligan et 
al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY (John Wiley & Sons NY, 1991-1994) y Harlow, E. & Lane, D. 45 
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. 
 
En general, tales anticuerpos se unen a o conjugan con un polipéptido, fragmento, variante o derivado como se 
describe en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos pueden comprender anticuerpos policlonales. 
Tales anticuerpos se pueden preparar, por ejemplo, inyectando un polipéptido, fragmento, variante o derivado como 50 
se describe en el presente documento en una especie de producción, que puede incluir ratones o conejos, para 
obtener antisueros policlonales. Los expertos en la materia conocen bien los métodos de producir anticuerpos 
policlonales. Los protocolos ejemplares que se pueden usar se describen, por ejemplo en Coligan et al., CURRENT 
PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, anteriormente, y en Harlow, E. & Lane, D., 1988, anteriormente. 
 55 
En lugar de los antisueros policlonales obtenidos en la especie de producción, se pueden producir anticuerpos 
monoclonales usando el método estándar como, por ejemplo, describen en un artículo Köhler & Milstein, 1975, 
Nature 256, 495 o por modificaciones más recientes del mismo como, por ejemplo, se describen en Coligan et al., 
CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, anteriormente, mediante inmortalización de células de bazo u otras 
productoras de anticuerpos derivadas de una especie de producción que se ha inoculado con uno o más de los 60 
polipéptidos, fragmentos, variantes o derivados de la invención. 
 
También se describen anticuerpos que comprenden fragmentos Fc o Fab de los anticuerpos policlonales o 
monoclonales a los que se hace referencia anteriormente. De forma alternativa, los anticuerpos pueden comprender 
anticuerpos Fv de cadena única (scFv) contra los péptidos descritos en el presente documento. Tales scFv se 65 
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pueden preparar, por ejemplo, según los métodos descritos respectivamente en la patente en EE UU No. 5.091.513, 
la patente europea No. 239.400 o el artículo de Winter & Milstein, 1991, Nature 349 293. 
 
Tales anticuerpos se pueden usar para cromatografía de afinidad en el aislamiento de polipéptidos de N. 
meningitidis naturales o recombinantes. Por ejemplo, se puede hacer referencia a los procedimiento cromatográficos 5 
de inmunoafinidad descritos en el capítulo 9.5 de Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, 
anteriormente. 
 
Los anticuerpos se pueden usar para: 
 10 

(i) cribar librerías de expresión para identificar polipéptidos variantes de la invención; 
(ii) identificar fragmentos inmunorreactivos o epítopos inmunorreactivos; y/o 
(iii) detectar infección por N. meningitidis. 

 
como se describirá en el presente documento posteriormente pero sin limitación a esos usos particulares. 15 
 
Detección de N. meningitidis 
 
La presencia o ausencia de N. meningitidis en un individuo se puede determinar aislando una muestra biológica de 
dicho individuo, mezclando un anticuerpo o fragmento de anticuerpo descrito anteriormente con la muestra biológica, 20 
y detectando el anticuerpo o fragmento de anticuerpo específicamente unido lo que indica la presencia de N. 
meningitidis en la muestra. 
 
El término “muestra biológica” como se usa en el presente documento se refiere a una muestra que se puede 
extraer, sin tratar, tratada, diluida o concentrada de un individuo, tal como un paciente. Adecuadamente, la muestra 25 
biológica se selecciona del grupo que consiste en sangre completa, suero, plasma, saliva, orina, sudor, líquido 
ascítico, líquido peritoneal, líquido sinovial, líquido amniótico, líquido cefalorraquídeo, biopsia de piel, y similares. 
 
Se puede usar cualquier técnica adecuada para determinar la formación del complejo. Por ejemplo, se puede utilizar 
en inmunoensayos un anticuerpo o fragmento de anticuerpo según la invención que tenga un marcador asociado 30 
con el mismo. Tales inmunoensayos pueden incluir, pero no están limitados a, radioinmunoensayos (RIA), 
enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA) y técnicas inmunocromatográficas (TIC) que conocen bien los expertos 
en la materia. 
 
Por ejemplo, se puede hacer referencia al capítulo 7 de Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, 35 
anteriormente, que divulga una variedad de inmunoensayos que se pueden usar según la presente invención. Los 
inmunoensayos pueden incluir ensayos competitivos como se entiende en la técnica. 
 
El marcador asociado con el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede incluir los siguientes: 
 40 

(A) unión directa del marcador al anticuerpo o fragmento de anticuerpo; 
(B) unión indirecta del marcador al anticuerpo o fragmento de anticuerpo, es decir, unión del marcador a otro 

reactivo del ensayo que posteriormente se une al anticuerpo o fragmento de anticuerpo; y 
(C) unión de un producto de reacción posterior del anticuerpo o fragmento de anticuerpo: 

 45 
El marcador se puede seleccionar de un grupo que incluye un cromógeno, un catalizador, una enzima, un fluoróforo, 
una molécula quimioluminiscente, un ión lantánido tal como europio (Eu34), un radioisótopo y un marcador visual 
directo. En el caso de un marcador visual directo, se puede hacer uso de una partícula coloidal metálica o no 
metálica, una partícula de colorante, una enzima o un sustrato, un polímero orgánico, una partícula de látex, un 
liposoma, u otra vesícula que contiene una sustancia que produce una señal y similares. 50 
 
Se divulgan un gran número de enzimas útiles como marcadores en las especificaciones de patente en los Estados 
Unidos U.S. 4.366.241, U.S. 4.843.000 y U.S. 4.849.338. Los marcadores enzimáticos útiles en la presente 
invención incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano, luciferasa, β -galactosidasa, glucosa oxidasa, lisozima, 
malato deshidrogenasa, y similares. El marcador enzimático se puede usar solo o en combinación con una segunda 55 
enzima en solución 
 
Adecuadamente, el fluoróforo se selecciona de un grupo que incluye isotiocianato de fluoresceína (FITC), 
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITL) o R-ficoeritrina (RPE). 
 60 
La invención también se extiende a un método para detectar la infección de pacientes por N. meningitidis, dicho 
método comprende los pasos de poner en contacto una muestra biológica de un paciente con un polipéptido de la 
invención, y determinar la presencia o ausencia de un complejo entre dicho polipéptido y anticuerpos específicos de 
N. meningitidis en dicho suero, en donde la presencia de dicho complejo es indicativa de dicha infección. 
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En una forma de realización preferida, la detección del complejo anterior se efectúa modificando detectablemente 
dicho polipéptido con un marcador adecuado como se sabe bien en la técnica y usando tal compuesto modificado en 
un inmunoensayo como, por ejemplo, se describe anteriormente. 
 
También se describe un método para detectar bacterias N. meningitidis en una muestra biológica que se sospecha 5 
contiene dichas bacterias, dicho método comprende los pasos de aislar la muestra biológica de un paciente, detectar 
una secuencia de ácido nucleico según la invención en dicha muestra que indica la presencia de dichas bacterias. 
La detección de dicha secuencia de ácido nucleico se puede determinar usando cualquier técnica adecuada. Por 
ejemplo, se puede usar un ácido nucleico marcado según la invención como una sonda en una transferencia 
Southern de un extracto de ácido nucleico obtenido de un paciente como se sabe bien en la técnica. 10 
 
De forma alternativa, se puede utilizar un ácido nucleico marcado según la invención como una sonda en una 
transferencia Northern de un extracto de ARN del paciente. 
 
Preferiblemente, se utiliza un extracto de ácido nucleico del paciente junto con cebadores oligonucleotídicos 15 
correspondientes a las secuencias sentido y antisentido de una secuencia de ácido nucleico según la invención, o 
secuencias flanqueantes de la misma, en una reacción de amplificación de ácido nucleico tal como PCR, o la 
reacción en cadena de la ligasa (LCR) como, por ejemplo, se describe en la solicitud internacional WO89/09385. 
 
También son apropiadas una variedad de técnicas de detección de fase sólida automatizadas. Por ejemplo, se usan 20 
matrices de cebadores inmovilizados a escala muy grande (VLSIPS™) para la detección de ácidos nucleicos como, 
por ejemplo, describen Fodor et al., 1991, Science 251 767 y Kazal et al., 1996, Nature Medicine 2 753. Los expertos 
en la materia conocen bien las técnicas genéricas anteriores. 
 
Composiciones farmacéuticas 25 
 
Una característica adicional de la invención es el uso del polipéptido de la invención (“agentes inmunogénicos”) 
como activos en una composición farmacéutica para proteger pacientes contra la infección por N. meningitidis. 
 
Adecuadamente, la composición farmacéutica comprende un soporte, diluyente o excipiente farmacéuticamente 30 
aceptable. 
 
Mediante “soporte, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable” se quiere decir un relleno, diluyente o 
sustancia encapsulante sólida o líquida que se puede usar de forma segura en la administración sistémica. 
Dependiendo de la vía particular de administración, se pueden usar una variedad de soportes bien conocidos en la 35 
técnica. Estos soportes se pueden seleccionar de un grupo que incluye azúcares, almidones, celulosa y sus 
derivados, malta, gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites sintéticos, polioles, ácido algínico, 
soluciones tamponadas con fosfato, emulsionantes, solución salina isotónica y sales tales como sales de ácidos 
minerales incluyendo clorhidratos, bromuros y sulfatos, ácidos orgánicos tales como acetatos, propionatos y 
malonatos y agua sin pirógenos. 40 
 
Una referencia útil que describe los soportes, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables es Remington's 
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. N.J. EE UU, 1991). 
 
Se puede emplear cualquier vía de administración segura para suministrar a un paciente la composición de la 45 
invención. Por ejemplo, se puede emplear oral, rectal, parenteral, sublingual, bucal, intravenosa, intraarticular, 
intramuscular, intradérmica, subcutánea, inhalación, intraocular, intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica 
y similares. La inyección intramuscular y subcutánea es apropiada, por ejemplo para la administración de 
composiciones inmunogénicas, vacunas y vacunas de ADN. 
 50 
Las formas farmacéuticas incluyen comprimidos, dispersiones, suspensiones, inyecciones, soluciones, jarabes, 
pastillas, cápsulas, supositorios, aerosoles, parches transdérmicos y similares. Estas formas farmacéuticas también 
pueden incluir inyectar o implantar dispositivos de liberación controlada diseñados específicamente para este fin u 
otras formas de implantes modificados para actuar además de esta manera. La liberación controlada del agente 
terapéutico se puede realizar recubriendo el mismo, por ejemplo, con polímeros hidrofóbicos incluyendo resinas 55 
acrílicas, ceras, alcoholes alifáticos superiores, ácidos poliláctico y poliglicólico, y ciertos derivados de celulosa tal 
como hidroxipropilmetilcelulosa. Además, la liberación controlada se puede realizar usando otras matrices 
poliméricas, liposomas y/o microesferas. 
 
Las composiciones farmacéuticas de la presente invención adecuadas para la administración oral o parenteral se 60 
pueden presentar como unidades discretas tales como cápsulas, saquitos o comprimidos que contiene cada uno una 
cantidad predeterminada de uno o más agentes terapéuticos de la invención, como un polvo o gránulos o como una 
solución o una suspensión en un líquido acuoso, un líquido no acuoso, una emulsión de aceite en agua o una 
emulsión líquida de agua en aceite. Tales composiciones se pueden preparar por cualquiera de los métodos de 
farmacia pero todos los métodos incluyen el paso de asociar uno o más agentes inmunógenos como se ha descrito 65 
anteriormente con el soporte que constituye uno o más ingredientes necesarios. En general, las composiciones se 
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preparan mezclando uniformemente y a fondo los agentes inmunogénicos de la invención con los soportes líquidos o 
soportes sólidos finamente divididos o ambos, y después, si es necesario, dando forma al producto en la 
presentación deseada. 
 
Las composiciones anteriores se pueden administrar de una manera compatible con la formulación farmacéutica, y 5 
en tal cantidad que sea inmunogénicamente eficaz para proteger pacientes de la infección por N. meningitidis. La 
dosis administrada a un paciente, en el contexto de la presente invención, debe ser suficiente para efectuar una 
respuesta beneficiosa en un paciente durante el tiempo tal como una reducción en el nivel de N. meningitidis, o para 
inhibir la infección por N. meningitidis. La cantidad del/de los agente(s) inmunogénico(s) que se va a administrar 
puede depender del sujeto que se va a tratar incluido la edad, sexo, peso y estado general de salud del mismo. A 10 
este respecto, las cantidades precisas del/de los agente(s) inmunogénico(s) requeridas para administrarse 
dependerán del juicio del médico. 
 
Al determinar la cantidad eficaz del agente inmunogénico que se va a administrar en el tratamiento o profilaxis contra 
N. meningitidis, el médico puede evaluar los niveles circulantes en plasma, la progresión de la enfermedad y la 15 
producción de anticuerpo anti-N. meningitidis. En cualquier caso, las dosis adecuadas de los agentes inmunogénicos 
de la invención las pueden determinar fácilmente los expertos en la materia. Tales dosis pueden estar en el orden de 
nanogramos a miligramos de los agentes inmunogénicos de la invención. 
 
Las composiciones anteriores se pueden usar como vacunas terapéuticas o profilácticas. Según esto, la invención 20 
se extiende a la producción de vacunas que contienen como activos uno o más agentes inmunogénicos de la 
invención. Se contemplan una variedad de procedimientos aplicables para producir tales vacunas. Los 
procedimientos ejemplares incluyen, por ejemplo, los descritos en NEW GENERATION VACCINES (1997, Levine et 
al., Marcel Dekker, Inc. Nueva York, Basilea Hong Kong). 
 25 
Un agente inmunogénico según la invención se puede mezclar, conjugar o fusionar con otros antígenos, incluyendo 
epítopos de células B o T de otros antígenos. Además, se puede conjugar a un soporte como se describe 
posteriormente. 
 
Cuando se usa un péptido hapténico de la invención (es decir, un péptido que reacciona con los anticuerpos afines, 30 
pero que no puede por sí mismo provocar una respuesta inmune), se puede conjugar con un soporte inmunogénico. 
Los soportes útiles se conocen bien en la técnica e incluyen por ejemplo: tiroglobulina; albúminas tal como 
seroalbúmina humana, toxinas, toxoides o cualquier material con reactividad cruzada mutante (CRM) de la toxina del 
tétano, difteria, pertúsica, Pseudomonas, E. coli, Staphylococcus y Streptococcus; poliaminoácidos tal como 
poli(lisina:ácido glutámico); gripe; VP6 de rotavirus, VP1 y VP2 de parvovirus; proteína del núcleo del virus de la 35 
hepatitis B; vacuna recombinante del virus de la hepatitis B y similares. De forma alternativa, se puede usar un 
fragmento o epítopo de una proteína soporte u otra proteína inmunogénica. Por ejemplo, se puede acoplar un 
péptido hapténico de la invención a un epítopo de células T de una toxina bacteriana, toxoide o CRM. A este 
respecto, se puede hacer referencia a la patente en EE UU No. 5.785.973. 
 40 
Además, un polipéptido de la invención puede actuar como una proteína soporte en composiciones vacunas 
dirigidas contra Neisseria o contra otras bacterias o virus. 
 
Los agentes inmunogénicos de la invención se pueden administrar como vacunas de subunidades multivalentes en 
combinación con antígenos de N. meningitidis, o antígenos de otras organismos incluidos de las bacterias patógenas 45 
H. influenzae, M. catarrhalis, N. gonorrhoea, E. coli, S. pneumoniae etc. De forma alternativa o adicional, se pueden 
administrar junto con componentes oligosacáridos o polisacáridos de N. meningitidis. 
 
Las vacunas también pueden contener un soporte, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable como se ha 
definido anteriormente en el presente documento. 50 
 
Las vacunas y composiciones inmunogénicas pueden incluir un adyuvante como se sabe bien en la técnica. Los 
adyuvantes contemplados por la presente invención incluyen, pero no está limitados a: sustancias tensioactivas tales 
como hexadecilamina, octadecilamina, ésteres octadecílicos de aminoácidos, lisolecitina, bromuro de 
dimetildioctadecilamonio, N,N-dioctadecil-N’,N’bis(2-hidroxietil-propanodiamina), metoxihexadecilglicerol y polioles 55 
plurónicos; poliaminas tales como pirano, sulfato de dextrano, poli IC carbopol; péptidos tales como muramil 
dipéptido y derivados, dimetilglicina, tuftsina; emulsiones en aceite; y geles minerales tales como fosfato de aluminio, 
hidróxido de aluminio o alumbre; linfoquinas, QuilA y complejos inmunoestimulantes (ISCOMS). 
 
Con respecto a los ejemplos de adyuvantes, también se hace referencia a la publicación internacional WO99/36544. 60 
 
Vacunación por administración de ADN 
 
Las construcciones de expresión que comprenden proteínas NhhA modificadas de la invención se pueden 
administrar a seres humanos para tratar profiláctica y/o terapéuticamente a los huéspedes. A este respecto, las 65 
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construcciones de expresión pueden codificar uno o más polipéptidos NhhA modificados, colectivamente 
denominados como “agentes inmunogénicos”. 
 
Las construcciones de expresión también incluyen construcciones de terapia génica, que emplean vectores de 
terapia génica especializados tales como vaccinia y vectores víricos útiles en terapia génica. Los últimos incluyen 5 
adenovirus y virus adenoasociados (AAV) tal como se describen en Franceschi et al., 2000, J. Cell Biochem. 78 476, 
Braun-Falco et al., 1999, Gene Ther. 6 432, vectores retrovirales y lentivirales tal como se describe en Buchshacher 
et al., 2000, Blood 95 2499 y vectores derivados del virus del herpes simple y citomegalovirus. Se puede encontrar 
una revisión general de los vectores de terapia génica y métodos de administración en Robbins et al., 1998, Trends 
in Biotech. 16 35. Una referencia ejemplar que describe un número de vectores potencialmente adecuados para 10 
terapia génica usando proteínas de Neisseria, y los métodos de administración, es la publicación internacional 
WO99/36544. 
 
Los agentes inmunogénicos de la invención pueden ser expresados por huésped víricos atenuados. Mediante 
“huéspedes víricos atenuados” se quiere decir vectores víricos que son de forma natural, o se han hecho, 15 
sustancialmente avirulentos. Un virus se puede hacer sustancialmente avirulento por cualquier medio físico (por 
ejemplo, tratamiento con calor) o químico (por ejemplo, tratamiento con formaldehído). Mediante “sustancialmente 
avirulento” se quiere decir un virus cuya infectividad se ha destruido. Idealmente, la infectividad del virus se destruye 
sin afectar a las proteínas que llevan la inmunogenicidad del virus. A partir de lo anterior, se apreciará que los 
huéspedes víricos atenuados pueden comprender virus vivos o virus inactivados. 20 
 
Los huéspedes víricos atenuados que pueden ser útiles en una vacuna según la invención pueden comprender 
vectores víricos incluidos adenovirus, citomegalovirus y preferiblemente poxvirus tales como vaccinia (véase, por 
ejemplo, Paoletti y Panicali, patente en EE UU No, 4.603.112) y cepas atenuadas de Salmonella (véase, por 
ejemplo, Stocker, patente en EE UU No. 4.550.081). Las vacunas vivas son particularmente ventajosas porque 25 
producen un estímulo prolongado que puede conferir inmunidad sustancialmente de largo plazo. Otra referencia que 
describe una variedad de vectores víricos potencialmente adecuados para la inmunización usando proteínas de 
Neisseria, y los métodos de administración, es la publicación internacional WO99/36544. 
 
Las vacunas multivalentes se pueden preparar a partir de uno o más microorganismos que expresan diferentes 30 
epítopos de N. meningitidis (por ejemplo, otras proteínas de superficie o epítopos de N. meningitidis). Además, se 
pueden incorporar epítopos de otros microorganismos patógenos en la vacuna. 
 
En una forma de realización preferida, esto implica la construcción de un virus vaccinia recombinante para expresar 
una secuencia de ácido nucleico según la invención. Tras la introducción en un huésped, el virus vaccinia 35 
recombinante expresa el agente inmunogénico, y de esta manera provoca una respuesta LTC en el huésped. Por 
ejemplo, se puede hacer referencia a la patente en EE UU No. 4.722.848, que describe vectores de vaccinia y 
métodos útiles en protocolos de inmunización. 
 
Una amplia variedad de otros vectores útiles para la administración terapéutica o inmunización con los agentes 40 
inmunogénicos de la invención serán aparentes para los expertos en la materia a partir de la presente divulgación. 
 
En una forma de realización adicional, la secuencia de nucleótidos se puede usar como una vacuna en forma de una 
vacuna de “ADN desnudo” como se conoce en la técnica. Por ejemplo, se puede introducir un vector de expresión 
de la invención en un mamífero, donde causa la producción de un polipéptido in vivo, contra el que el huésped 45 
monta una respuesta inmune como, por ejemplo, se describe en Barry, M. et al., (1995, Nature, 377:632-635). 
 
Kits de detección 
 
También se describen kits para la detección de N. meningitidis en una muestra biológica. Estos contendrán uno o 50 
más agentes particulares descritos anteriormente dependiendo de la naturaleza del método de prueba empleado. A 
este respecto, los kits pueden incluir uno o más de un polipéptido, fragmento, variante, derivado, anticuerpo, 
fragmento de anticuerpo o ácido nucleico descritos en el presente documento. Los kits también pueden incluir 
opcionalmente los reactivos adecuados para la detección de marcadores, controles positivos y negativos, soluciones 
de lavado, tampones de dilución y similares. Por ejemplo, un kit de detección basado en ácido nucleico puede incluir 55 
(i) un ácido nucleico según la invención (que se puede usar como un control positivo), (ii) un cebador 
oligonucleotídico y opcionalmente una ADN polimerasa, ADN ligasa, etc., dependiendo de la técnica de amplificación 
de ácido nucleico empleada. 
 
Preparación de fragmentos inmunorreactivos 60 
 
También se describe un método de identificar un fragmento inmunorreactivo de un polipéptido, variante o derivados 
descritos en el presente documento. Este método esencialmente comprende generar un fragmento del polipéptido, 
variante o derivado, administrar el fragmento a un mamífero; y detectar una respuesta inmune en el mamífero. Tal 
respuesta incluirá la producción de elementos que específicamente se unen a N. meningitidis y/o dicho polipéptido, 65 
variante o derivado, y/o un efecto protector contra la infección por N. meningitidis. 
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Antes de probar la inmunorreactividad de un fragmento particular en el método anterior, se pueden usar una 
variedad de métodos predictivos para deducir si un fragmento particular se puede usar para obtener un anticuerpo 
que da reacción cruzada con el antígeno nativo. Estos métodos predictivos se pueden basar en la secuencia amino-
terminal o carboxi-terminal como, por ejemplo, se describe en el capítulo 11.14 de Ausubel et al., anteriormente. De 5 
forma alternativa, estos métodos predictivos se pueden basar en predicciones de hidrofilicidad como, por ejemplo, 
describen Kyte & Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157 105 y Hopp & Woods, 1983, Mol. Immunol. 20 483) o predicciones 
de estructura secundaria como, por ejemplo, describen Choo & Fasman, 1978, Ann. Rev. Biochem. 47 251). 
 
Además, el “mapeo de epítopos” usa los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento para 10 
identificar los epítopos que dan reacción cruzada probando primero su capacidad para proporcionar protección 
cruzada, seguido por la identificación del epítopo reconocido por dichos anticuerpos. Se proporciona un método 
ejemplar en Coligan et al., CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, anteriormente. 
 
En general, los fragmentos de péptidos que consisten en de 10 a 15 residuos proporcionan resultados óptimos. 15 
Péptidos tan pequeños como de 6 o tan grandes como de 20 residuos han funcionado con éxito. Tales fragmentos 
peptídicos se pueden después acoplar químicamente a una molécula soporte tal como hemocianina de lapa 
californiana (KLH) o seroalbúmina bovina (BSA) como por ejemplo, se describe en las secciones 11.14 y 11.15 de 
Ausubel et al., anteriormente. 
 20 
También se apreciará que los péptidos se pueden circularizar sintéticamente como, por ejemplo se describe en 
Hoogerhout et al., 1995, Infect. Immun. 63 3473. 
 
Los péptidos se pueden usar para inmunizar un animal como, por ejemplo, se discute anteriormente. Los títulos de 
anticuerpo contra el polipéptido nativo o parental del que se seleccionó el péptido se pueden determinar después 25 
mediante, por ejemplo, radioinmunoensayo, ELISA como, por ejemplo, se describe en las secciones 11.16 y 114 de 
Ausubel et al., anteriormente. 
 
Los anticuerpos se pueden purificar después de un líquido biológico relevante del animal mediante fraccionamiento 
con sulfato de amonio o mediante cromatografía como se sabe bien en la técnica. Los protocolos ejemplares para la 30 
purificación de anticuerpos se dan en las secciones 10.11 y 11.13 de Ausubel et al., anteriormente. 
 
La inmunorreactividad del anticuerpo contra el polipéptido nativo o parental se puede determinar por cualquier 
procedimiento relevante tal como, por ejemplo, inmunotransferencia. 
 35 
Bloqueantes funcionales 
 
Se cree que los polipéptidos NhhA/HiaNm salvajes divulgados en el documento WO99/31132 tienen propiedades de 
adhesina. De hecho tienen algunas similitudes con las adhesinas de Haemophilus influenzae que son antígenos de 
superficie. Específicamente, tienen aproximadamente el 67% de homología a la proteína Hia de H. influenzae 40 
(Barenkamp & St. Geme III, 1996, Molecular Microbiology 19 1215), y el 74% de homología a la proteína Hsf de H. 
influenzae (St. Geme III, J. et al, 1996, Journal of Bacteriology 178 6281; y patente en EE UU No 5.646.259). Para 
estas comparaciones, se usó un peso de hueco de 3 y un peso de longitud de 0,01 usando el programa GAP 
(Deveraux, 1984, anteriormente). Por tanto, la interrupción de la función de estos polipéptidos sería de beneficio 
terapéutico significativo ya que prevendrían que las bacterias N. meningitidis se adhirieran a e invadieran células. La 45 
interrupción de la función se puede efectuar de varias maneras. 
 
Por ejemplo, se pueden administrar grupos tales como reactivos químicos o polipéptidos que bloquean receptores 
en la superficie celular que interaccionan con un polipéptido de la invención. Estos computen con el organismo 
infectivo por los sitios del receptor. Tales grupos pueden comprender, por ejemplo, polipéptidos de la invención, en 50 
particular fragmentos, o equivalentes funcionales de estos, así como miméticos. 
 
El término “miméticos” se usa en el presente documento para referirse a productos químicos que se diseñan para 
parecerse a regiones funcionales particulares de las proteínas o péptidos. También se pueden usar anticuerpos anti-
idiotípicos hechos contra los anticuerpos descritos anteriormente que bloquean la unión de las bacterias a la 55 
superficie celular. De forma alternativa, los grupos que interaccionan con los sitios de unión del receptor en los 
polipéptidos de la invención pueden prevenir eficazmente la infección de una célula por N. meningitidis. Tales grupos 
pueden comprender anticuerpos, péptidos u otros reactivos químicos bloqueantes. 
 
Se pueden usar todos esos grupos, composiciones farmacéuticas en las que se combinan con soportes 60 
farmacéuticamente aceptables, en métodos de tratamiento de pacientes que padecen infección por N. meningitidis 
mediante la administración de tales grupos o composiciones. 
 
Los polipéptidos de la invención se pueden usar en el cribado de compuestos para su uso en los métodos 
anteriores. Por ejemplo, los polipéptidos de la invención se pueden combinar con un marcador y exponer a un cultivo 65 
celular en presencia de un reactivo en prueba. La capacidad del reactivo de inhibir la unión del polipéptido marcado 
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a la superficie celular se puede observar después. En tal cribado, los polipéptidos marcados se pueden usar 
directamente en un organismo tal como E. coli. De forma alternativa, se puede manipular la propia N. meningitidis 
para que exprese una forma modificada y detectable del polipéptido. El uso de cepas de N. meningitidis manipuladas 
en este métodos se prefiere ya que es más probable que la estructura terciaria de la proteína se parezca más a la 
expresada en las bacterias salvajes. 5 
 
Para que la invención se entienda fácilmente y se ponga en efecto práctico ahora se describirán formas de 
realización preferidas particulares a modo de los siguientes ejemplos no limitantes. 
 
Ejemplo 1 10 
 
Identificación de las regiones variables y constantes de los polipéptidos NhhA 
 
Los inventores presentes han elucidado las secuencias de aminoácidos de de NhhA que están conservadas y/o no 
conservadas entre diez (10) cepas de N. meningitidis. Las regiones no conservadas se subdividen en cuatro 15 
regiones variables (V1, V2, V3 y V4) y las regiones conservadas se subdividen en C1, C2, C3, C4 y C5 (como se 
muestra en la figura 1 y la tabla 1; SEQ ID NO: 1-11). La comparación de secuencias de nucleótidos 
correspondientes se muestra en la figura 2 (SEQ ID NO: 12-22). 
 
Ejemplo 2 20 
 
Sobreexpresión de polipéptido NhhA de PMC 21 
 
La proteína NhhA codificada por el gen nhhA de la cepa PMC21 de N. meningitidis se sobreexpresó haciendo una 
construcción de expresión en donde el gen nhhA está operativamente unido a un promotor. 25 
 
Se usaron los siguientes cebadores oligonucleotídicos para amplificar un marco abierto de lectura del ácido nucleico 
nhhA de la cepa PMC21 de N. meningitidis por PCR: 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID 30 
NO 40); que contiene un sitio de restricción EagI (subrayado) y la secuencia que codifica los primeros 7 (siete) 
aminoácidos de NhhA (negrita) 
 
HOMP3’AN: 5'-TGG AAT CCA TGG AAT CGC CAC CCT TCC CTT C-3' (SEQ ID NO 41); que contiene un sitio de 
restricción NcoI (subrayado) y el complemento inverso de la secuencia de los nucleótidos 48-61 pasado el final del 35 
marco abierto de lectura de nhhA de la cepa ¢3 (negrita). 
 
El producto de amplificación contenía sitios de restricción que se digirieron posteriormente con las endonucleasas de 
restricción EagI y NcoI. 
 40 
El plásmido usado para subclonar fue pCO14K, plásmido que contiene un promotor porA antes del gen que codifica 
la proteína de membrana externa de clase 1 fuertemente expresada de N. meningitidis junto con la secuencia 
flanqueante de la cepa 2996 de N. meningitidis y un gen de selección de resistencia a kanamicina como describen 
Rouppe van der Voort, et al., Infect Immun 1996 64 2745. 
 45 
El producto de amplificación digerido se ligó después en pCO14K digerido con las endonucleasas de restricción EagI 
y NcoI. La ligación produjo la sustitución de la mayor parte del marco abierto de lectura de porA con el producto de 
amplificación de nhhA (figura 3). Esto creó una construcción de expresión de ácido nucleico recombinante (marco 
abierto de lectura mostrado en SEQ ID NO 12) que codifica un polipéptido de 591 aminoácidos como se muestra en 
SEQ ID NO 1. 50 
 
Esto coloca la expresión del ácido nucleico nhhA de la invención bajo el control del promotor fuerte porA. La 
traducción empieza en el codón ATG que empieza en la posición 31 de HOMP5’. Para prevenir la formación de una 
fusión entre porA y nhhA, la secuencia HOMP5’ contiene un codón de terminación TAA antes del ATG iniciador 
descrito anteriormente. 55 
 
El plásmido resultante, pIP52(PMC21), se linealizó por digestión de restricción y se usó para transformar la cepa 
7G2 de N. meningitidis usando el método descrito por Janik et al, 1976, Journal of Clinical Microbiology 4 71. Los 
transformantes se seleccionaron mediante incubación durante la noche a 37ºC en CO2 al 5% en medio sólido que 
contenía kanamicina 100 µg/ml. Se seleccionaron colonias resistentes a kanamicina, se subcultivaron durante la 60 
noche y se cribaron para la sobreexpresión del polipéptido NhhA separando proteínas celulares totales 
electroforéticamente en SDS-PAGE al 10% seguido por transferencia a nitrocelulosa usando un aparato de 
transferencia semiseco (BioRad). La membrana se incubó después secuencialmente con suero anti-NhhA de conejo 
(como se describe en la publicación internacional WO99/31132) y anti-IgG de conejo conjugada con fosfatasa 
alcalina (Sigma) antes de la detección colorimétrica con NBT/BCIP (Sigma). Se aisló un clon que expresaba el 65 
polipéptido NhhA a un nivel más alto comparado con la cepa parental (Figura 11). El análisis de la secuencia de 
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aminoácidos predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la suite de programas eGCG 
hospedadas en www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán para producir el polipéptido 
maduro (figura 14; SEQ ID NO: 33). 
 
La construcción del plásmido pIP52(PMC21) se puede transformar en cualquier cepa competente para 5 
transformación de N. meningitidis. 
 
Ejemplo 3 
 
Sobreexpresión del polipéptido NhhA de H41 10 
 
La proteína NhhA codificada por el gen nhhA de la cepa H41 de N. meningitidis se sobreexpresó usando los mismos 
métodos descritos en el ejemplo 2. Esto creó una construcción de expresión de ácido nucleico recombinante (marco 
abierto de lectura mostrado en SEQ ID NO: 13) que codifica un polipéptido de 591 aminoácidos como se muestra en 
SEQ ID NO: 2. En este ejemplo, el plásmido resultante pIP52(H41) se linealizó, y se transformó en la cepa 7G2 de 15 
N. meningitidis. Se analizaron colonias resistentes a kanamicina y se eligió una que cuando se examinó por 
inmunotransferencia, demostró sobreexpresión de NhhA (figura 11). El análisis de la secuencia de aminoácidos 
predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la suite de programas eGCG hospedadas en 
www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán para producir el polipéptido maduro (figura 
14; SEQ ID NO: 34). 20 
 
Esta estrategia se puede emplear para crear construcciones de expresión que contienen la secuencia nhhA salvaje 
de otras cepas de N. meningitidis. 
 
Ejemplo 4 25 
 
Construcción de un mutante de deleción de NhhA usando sitios de restricción convenientes 
 
Para que sirva como referencia, la secuencia de aminoácidos del polipéptido NhhA codificada por el ácido nucleico 
nhhA de la cepa PMC21 se muestra en SEQ ID NO 1. Los presentes inventores crearon una versión mutante de 30 
deleción de nhhA de PMC21 salvaje, en la que la región más variable entre cepas se delecionó. Se generó un 
producto de amplificación que codifica los aminoácidos 1-54 del polipéptido NhhA de PMC21 salvaje mediante 
amplificación por PCR del molde de ácido nucleico nhhA usando los siguientes cebadores: 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID NO 35 
40); que es el mismo oligonucleótido usado para crear la construcción de sobreexpresión pIP52. 
 
NH3’BG: 5'-GGT CAG ATC TGT TTC ATT GTT AGC ACT TGC-3' (SEQ ID NO 42); que contiene un sitio de 
restricción BglII (subrayado) y el complemento inverso de la secuencia que codifica los aminoácidos 134 (doble 
subrayado) y 49-54 de NhhA de PMC21 salvaje (negrita). 40 
 
El producto de amplificación resultante incluía sitios de endonucleasas de restricción EagI y BglII. pIP52(PMC21) 
incluye un único sitio EagI 20 pb antes del inicio del marco abierto de lectura (ORF) de nhhA y un único sitio BglII 
localizado en el ORF (véase la figura 3B). Por tanto, pIP52(PMC21) y el producto de amplificación se sometieron a 
digestión con endonucleasas de restricción con EagI y BglII, se ligaron y se usaron para transformar bacterias E. coli 45 
de la cepa DH5α competentes; esto sustituye el fragmento EagI/BglII de pIP52(PMC21) con el producto de PCR. 
Esto creó una construcción de expresión de ácido nucleico recombinante (marco abierto de lectura mostrado en la 
figura 5; SEQ ID NO: 28) que codifica un polipéptido de 512 aminoácidos como se muestra en la figura 5 (SEQ ID 
NO: 23). Esta secuencia de aminoácidos incluye los aminoácidos 1-54 y 134-592 de la secuencia salvaje, y por tanto 
deleciona la mayor parte de la región V1, todo de las regiones V2 y C2, y parte de la región C3 del polipéptido NhhA 50 
de PMC21 salvaje. 
 
Este plásmido de linealizó por digestión de restricción y se transformó en la cepa 7G2 de N. meningitidis. Usando los 
métodos descritos en el ejemplo 1, se aisló un clon que sobreexpresa la NhhA de PMC21 truncada (figura 11). 
 55 
El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la 
suite de programas eGCG hospedadas en www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán 
para producir el polipéptido maduro (figura 14; SEQ ID NO: 35). Para confirmar la presencia de una secuencia señal 
cortable y para confirmar la identidad de la proteína sobreexpresada, se semipurificaron proteínas de la membrana 
externa aislando la fracción que es insoluble en el detergente sarcosil. 60 
 
Las proteínas de membrana aisladas se separaron electroforéticamente antes de transferirlas a membranas de 
nailon. La posición de la proteína sobreexpresada se reveló por tinción con Coomassie. Esta región de la membrana 
se cortó y la proteína se secuenció en el N-terminal. Los primeros once aminoácidos de esta proteína eran 
XXETDLTSVGT que corresponde a los residuos de aminoácidos 52 a 62 (inclusive) de la secuencia de aminoácidos 65 
predicha que va a expresar la construcción de sobreexpresión como se define en este ejemplo. 
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Este es un ejemplo de una deleción usando sitios de restricción existentes en la secuencia polinucleotídica. Esta 
construcción se puede transformar en cualquier N. meningitidis competente para transformación. 
 
Ejemplo 5 
 5 
Construcción de un mutante de deleción de NhhA usando sitios de restricción convenientes 
 
Se hizo una construcción de expresión que contenía la secuencia nhhA salvaje de H41 como se describe en el 
ejemplo 2. La construcción de expresión resultante se nombró pIP52(H41). Se hizo un mutante de deleción, usando 
la estrategia esbozada en este ejemplo. En este caso los cebadores oligonucleotídicos usados fueron: 10 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID NO 
40); que es el mismo oligonucleótido usado para crear la construcción de sobreexpresión pIP52. 
 
NH3’STU: GAT CAG GCC TGT ATC TTC ATC GGT AGC ATT -3' (SEQ ID NO 43); que contiene un sitio de 15 
restricción StuI (subrayado) y el complemento inverso de la secuencia que codifica los aminoácidos 134 (doble 
subrayado) y 49-54 de NhhA de H41 salvaje (negrita). 
 
El producto de amplificación resultante contiene sitios únicos de endonucleasas de restricción EagI y StuI. La 
construcción de expresión pIP52(H41) contiene estos sitios de restricción. Por tanto, pIP52(H41) y el producto de 20 
amplificación se sometieron a digestión con endonucleasas de restricción con EagI y StuI, se ligaron y se usaron 
para transformar bacterias E. coli de la cepa DH5α competentes; esto sustituye el fragmento EagI/StuI de 
pIP52(H41) con el producto de PCR. Esto creó una construcción de expresión de ácido nucleico recombinante 
(marco abierto de lectura mostrado en la figura 6 y SEQ ID NO: 29) que codifica un polipéptido de 513 aminoácidos 
como se muestra en la figura 6 y SEQ ID NO: 24. Esta secuencia de aminoácidos incluye los aminoácidos 1-54 y 25 
134-593 de la secuencia salvaje, y por tanto deleciona la mayor parte de la región V1, todo de las regiones V2 y C2, 
y parte de la región C3 del polipéptido NhhA de H41 salvaje. 
 
Este plásmido de linealizó por digestión de restricción y se transformó en la cepa 7G2 de N. meningitidis. Usando los 
métodos descritos en el ejemplo 1, se aisló un clon que sobreexpresa la NhhA de H41 truncada (figura 11). 30 
 
El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la 
suite de programas eGCG hospedadas en www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán 
para producir el polipéptido maduro (figura 14; SEQ ID NO: 36). 
 35 
Esta construcción se puede transformar en cualquier N. meningitidis competente. 
 
Ejemplo 6 
 
Construcción de un mutante de deleción de NhhA usando PCR de ayuste-solapamiento 40 
 
Además de usar sitios de restricción convenientes para delecionar regiones variables de los nucleótidos que 
codifican NhhA, también se pueden construir mutantes mediante el uso de PCR “por extensión de solapamiento de 
ayuste”, como describen Ho et al., 1989, anteriormente y Horton R.M., et al., 1989, anteriormente. De esta manera, 
se pueden generar polinucleótidos que codifican las regiones constantes, pero que tienen las regiones variables 45 
delecionadas (véase la figura 5A, 5B, 5C). 
 
En este ejemplo, se hizo una construcción que contenía las regiones C1 y C5, y todas las otras regiones 
delecionadas (véase la figura 5A). 
 50 
Se usaron los siguientes cebadores oligonucleotídicos en las reacciones de PCR correspondientes a la región C1 
(véase la figura 1) a partir del ADN cromosómico de la cepa PMC21: 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID NO 
40); que es el mismo oligonucleótido usado para crear la construcción de sobreexpresión pIP52(PMC21). 55 
 
SO-C: 5'-GAC GAA ATC AAC GTT CTT AGC ACT TGC CTG AAC CGT TGC-3' (SEQ ID NO 44); secuencia que es 
el complemento inverso de la secuencia que codifica los aminoácidos 237-241 en el inicio de la región C5 
(subrayado) y los aminoácidos 45-52 al final de la región C1 (negrita) de NhhA salvaje de la cepa PMC21. 
 60 
El producto de amplificación de esta reacción es HOMP5’/SO-C. 
 
Se usaron los siguientes cebadores oligonucleotídicos en las reacciones de PCR para amplificar C5 a partir del ADN 
cromosómico de la cepa PMC21: 
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SO-D: 5'-AAC GTT GAT TTC GTC CGC ACT TAC-3' (SEQ ID NO 45); que codifica los aminoácidos 237-244 en el 
inicio de C5 (el subrayado indica complemento inverso del cebador SO-C); 
 
HO3’AN: 5'-TGG AAT CCA TGG AAT CGC CAC CCT TCC CTT C-3' (SEQ ID NO 41); que es el mismo cebador 
usado en la construcción de pIP52. 5 
 
El producto de amplificación de esta reacción es SO-D/HO3’AN. 
 
Los productos de amplificación HOMP5’/SO-C y SO-D/HO3’AN se purificaron de un gel de agarosa después de la 
separación por electroforesis, se mezclaron, y sometieron a amplificación posterior usando los cebadores HOMP5’ y 10 
HO3’AN. El producto de amplificación resultante codifica los aminoácidos 1-52 y 337-591 de NhhA salvaje de 
PMC21. Este producto de amplificación se sometió a digestión de restricción con EagI y NcoI, y se clonó en 
pCO14K, como se describe en el ejemplo 1. Esta molécula recombinante contiene las regiones C1 y C5, por tanto 
delecionando las regiones V1 a 4 y C2 a 4. La secuencia de nucleótidos del marco abierto de lectura se muestra en 
la figura 7 y SEQ ID NO 30, y la secuencia polipeptídica predicha derivada de esta secuencia de nucleótidos se 15 
muestra en la figura 7 y SEQ ID NO 25. 
 
Este plásmido de linealizó por digestión de restricción y se transformó en la cepa 7G2 de N. meningitidis. Usando los 
métodos descritos en el ejemplo 2, se aisló un clon que sobreexpresa la NhhA de PMC21 truncada. 

 20 
El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la 
suite de programas eGCG hospedadas en www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán 
para producir el polipéptido maduro (figura 14; SEQ ID NO: 37). 
 
Esta construcción se puede transformar en cualquier N. meningitidis competente para transformación. 25 
 
Ejemplo 7 
 
Construcción de un mutante de deleción de NhhA usando PCR de ayuste-solapamiento 
 30 
Se apreciará que se puede usar una estrategia similar para crear polinucleótidos recombinantes que codifican varias 
regiones de NhhA. Se puede hacer una construcción que comprende las regiones C1, C4, V4 y C5 usando la 
siguiente estrategia (véase la figura 5B): 
 
La región C1 se amplifica usando los cebadores oligonucleotídicos: 35 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID NO 
40); 
 
SO-E: 5'-AAC GCT TGC CGC ACG  CTT AGC ACT TGC CTG CAA CGT TGC-3' (SEQ ID NO 46); que  codifica el 40 
complemento inverso de los aminoácidos 211-215 al inicio de la región C4 (subrayado) y al final de la región C1 
(negrita) de la cepa PMC21. 
 
El producto de amplificación de esta reacción es HOMP5’/SO-E. 
 45 
Se usan los siguientes cebadores oligonucleotídicos en las reacciones de PCR para amplificar la región C4-V4-C5 a 
partir del ADN cromosómico de la cepa PMC21: 
 
SO-F: 5'-CGT GCG GCA AGC GTT AAA GAC GTA-3' (SEQ ID NO 47); que codifica los aminoácidos 2311-218 al 
inicio de C4 (el subrayado indica el complemento inverso del cebador SO-E), 50 
 
HO3’AN: 5'-TGG AAT CCA TGG AAT CGC CAC CCT TCC CTT C-3' (SEQ ID NO 41).  
 
El producto de amplificación de esta reacción es SO-F/HOMP3’. 
 55 
Los productos de amplificación HOMP5’/SO-E y SO-F/HO3’AN se purificarán de un gel de agarosa después de la 
separación por electroforesis, y se mezclarán, y someterán a amplificación posterior usando los cebadores HOMP5’ 
y HO3’AN. El producto resultante codifica los aminoácidos 1-52 y 211-591 de NhhA salvaje de PMC21. Este 
producto de amplificación se someterá a digestión de restricción con EagI y NcoI, y se clonará en pCO14K. Esta 
molécula recombinante contiene las regiones C1, C4, V4 y C5, por tanto delecionando las regiones V1-3 y C2-3. La 60 
secuencia de nucleótidos del marco abierto de lectura se muestra en la figura 8 y SEQ ID NO 31, y la secuencia 
polipeptídica predicha derivada de esta secuencia de nucleótidos se muestra en la figura 8 y SEQ ID NO 26. El 
análisis de la secuencia de aminoácidos predicha usando el programa de ordenador SIGCLEAVE (parte de la suite 
de programas eGCG hospedadas en www.angis.org.au) indica que los primeros 51 aminoácidos se cortarán para 
producir el polipéptido maduro (figura 14; SEQ ID NO: 38). 65 
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Esta construcción se puede transformar en cualquier N. meningitidis competente para transformación. 
 
Ejemplo 8 
 
Construcción de un mutante de deleción de NhhA usando PCR de ayuste-solapamiento 5 
 
Se apreciará que se puede usar una estrategia similar para crear polinucleótidos recombinantes que codifican varias 
regiones de NhhA. Se puede hacer una construcción que comprende las regiones C1, C2, C3, C4 y C5 usando la 
siguiente estrategia (véase la figura 5C): 
 10 
C1 y C2 se amplificarán usando los cebadores oligonucleotídicos: 
 
HOMP5’: 5'-CAA TTA ACG GCC GAA TAA AAG GAA GCC GAT ATG AAC AAA ATA TAC CGC ATC-3' (SEQ ID NO 
40); 
 15 
SO-G: 5'- CAG CGA GTA GGT GAA TTG TTT GAT TTT CAG GTT GTC GCC GGC TTT GAG  GGT GTT AGC ACT 
TGC CTG AAC CGT-3' (SEQ ID NO 48); que codifica el complemento inverso de los aminoácidos 125-129 en el 
inicio de la región C3 (subrayado), toda la región C2 (aminoácidos 109-120, negrita y doble subrayado) y el final de 
la región C1 (aminoácidos 46-52, negrita) de la cepa PMC21. 
 20 
El producto de amplificación de esta reacción es HOMP5’/SO-G. 
 
Las regiones C3 y parte de C4 se amplificarán usando los siguientes cebadores oligonucleotídicos: 
 
SO-H: 5'-TTC ACC TAC TCG CTG AAA AAA GAC-3' (SEQ ID NO 49); que codifica los aminoácidos 125-132 al 25 
inicio de C3 (el subrayado indica el complemento inverso del cebador SO-G) 
 
SO-I: 5'- GCC AGC GTT TAA TAC GTC TTT AAC GCT TGC CGC ACG ATC GGT CAA AGT CGA ACC AAT -3' 
(SEQ ID NO 50); que codifica el complemento inverso de los aminoácidos 182-188 al final de C3 (subrayado) y 
aminoácidos 211-222 de C4 (negrita). 30 
 
El producto de amplificación de esta reacción es SO-H/SO-I. 
 
Los productos de amplificación HOMP5’/SO-G y SO-H/SO-I se purifican de un gel de agarosa después de la 
separación por electroforesis, se mezclan, y someten a amplificación posterior usando los cebadores HOMP5’ y SO-I 35 
para dar un producto que codifica los aminoácidos 1-52, 103-114, 1258-188 y 211-22, es decir, las regiones C1, C2, 
C3 y parte de C4. El producto de amplificación de esta reacción es HOMP5’/SO-I. 
 
Las regiones C5 y parte de C4 se amplifican usando los siguientes cebadores: 
 40 
SO-J: 5' GTA TTA AAC GCT GGC TGG AAC ATT AAA GGC GTT AAA AAC GTT GAT TTC GTC CGC ACT-3' 
(SEQ ID NO 51); que codifica los aminoácidos 218-229 de C4 (subrayado) y aminoácidos 237-243 de C5 (negrita) 
de NhhA salvaje de la cepa PMC21. (El tipo subrayado en negrita indica el complemento inverso de SO-I). 
 
HO3’AN: 5'-TGG AAT CCA TGG AAT CGC CAC CCT TCC CTT C-3' (SEQ ID NO 41).  45 
 
El producto de amplificación de esta reacción es SO-J/HO3’AN. 
 
Los productos de amplificación HOMP5’/SO-I y SO-J/HO3’AN se purificarán de un gel de agarosa después de la 
separación por electroforesis, y se mezclarán, y someterán a amplificación posterior usando los cebadores HOMP5’ 50 
y HO3’AN. El producto resultante codifica los aminoácidos 1-52, 103-114, 125-188, 211-229 y 237-591 de NhhA 
salvaje de la cepa PMC21. Este producto de amplificación se someterá a digestión de restricción con EagI y NcoI, y 
se clonará en pCO14K. Esta molécula recombinante contiene las regiones C1, C2, C3, C4 y C5, por tanto 
delecionando las regiones V1, V2, V3 y V4. La secuencia de nucleótidos del marco abierto de lectura se muestra en 
la figura 9 y SEQ ID NO 32, y la secuencia polipeptídica predicha derivada de esta secuencia de nucleótidos se 55 
muestra en la figura 9 y SEQ ID NO 27. El análisis de la secuencia de aminoácidos predicha usando el programa de 
ordenador SIGCLEAVE (parte de la suite de programas eGCG hospedadas en www.angis.org.au) indica que los 
primeros 51 aminoácidos se cortarán para producir el polipéptido maduro (figura 14; SEQ ID NO: 39). 
 
Esta construcción se puede transformar en cualquier N. meningitidis competente para transformación. 60 
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Ejemplo 9 
 
Purificación de polipéptidos NhhA sobreexpresados 
 
Se puede aislar un polipéptido NhhA recombinante descrito en los ejemplos anteriores mediante el siguiente 5 
procedimiento. Las bacterias se cultivan durante la noche (12-14 horas) a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%. (En 
este ejemplo, el medio era BHI agar suplementado con base de Leventhal. Los expertos en la materia conocen bien 
otros medios de crecimiento). Se recogieron las bacterias de diez placas de agar de 25 ml y se resuspendieron en 
25 ml de Tris 10 mM ajustado a pH 8,0 con HCl. Se añadió un volumen igual de Tris 10 mM (pH 8,0) que contenía 
sarcosil al 2% y la mezcla se mezcló suavemente durante 1 hora a 4ºC. Esto se centrifugó a 100.000 x g durante 10 
setenta minutos a 20ºC y el sobrenadante se desechó. El precipitado se resuspendió en 25 ml de Tris 10 mM (pH 
8,0) que contenía sarcosil al 1% pasando a través de una aguja de calibre 25. Esto se centrifugó a 100.000 x g 
durante setenta minutos a 20ºC y el sobrenadante se desechó. El precipitado se resuspendió en 10 ml de Tris 10 
mM (pH 8,0) que contenía sarcosil al 1% pasando a través de una aguja de calibre 25. Esta fracción contiene los 
componentes de la célula insolubles en sarcosil, y está enriquecida en proteínas de membrana externa. (Se puede 15 
incorporar un paso adicional para eliminar el detergente sarcosil residual, por lo que la solución de proteínas se 
dializa durante cuatro ciclos de 4-8 horas contra 100-1000 volúmenes de, por ejemplo, Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 o 
PBS (solución salina tamponada en fosfato) a 4ºC. 
 
Tras determinar la concentración de proteína en la suspensión por absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, o 20 
usando el kit BCA (Pierce), aproximadamente 1 ml de la solución que contiene 10 mg de proteína en una solución 
que contiene SDS (lauril sulfato de sodio) al 1%, β-mercaptoetanol al 2% se separó en SDS-PAGE al 6% de 1,5 mm 
de espesor en el aparato mini-protean II de BioRad. La NhhA de alto peso molecular se eluyó del gel usando “mini 
Whole gel Eluter” de BioRad. Aproximadamente el 10% de cada fracción eluida se comprobó por separación por 
SDS-PAGE seguido por tinción con Coomassie. Las fracciones que contenían NhhA esencialmente libre de otras 25 
proteínas se juntaron. Este procedimiento se llevó a cabo para aislar NhhA madura sobreexpresada como se 
describe en el ejemplo 2 (SEQ ID NO: 1), NhhA madura con deleción BglII sobreexpresada como se describe en el 
ejemplo 4 (SEQ ID NO: 23) y mutante de deleción de NhhA sobreexpresada como se describe en el ejemplo 6 (SEQ 
ID NO: 25). Las proteínas aisladas se muestran en la figura 12. 
 30 
Ejemplo 10 
 
Inmunogenicidad de los polipéptidos mutantes de deleción de NhhA purificados 
 
Se inocularon ratones con los polipéptidos NhhA salvajes y los mutantes de deleción descritos en los ejemplos 35 
anteriores purificados. En un grupo, cada ratón Balb/C se inoculó por vía subcutánea con aproximadamente 130 µg 
de NhhA de PMC21 con MPL + adyuvante TDM™ (obtenido de Sigma-Aldrich) el día 0, 115 µg el día 14. En un 
segundo grupo, cada ratón se inoculó con aproximadamente 120 µg de proteína con MPL + adyuvante TDM™ 
(obtenido de Sigma-Aldrich) el día 0 y 190 µg el día 14. En un tercer grupo, cada ratón se inoculó con 
aproximadamente 260 µg de proteína con MPL + adyuvante TDM™ (obtenido de Sigma-Aldrich) el día 0 y 1240 µg 40 
el día 14. Se tomaron muestras de sangre el día 21 y se extrajo el suero. Se probó la presencia de anticuerpos que 
reconocen NhhA de PMC21 de longitud completa en estos sueros mediante inmunotransferencia (figura 13). Las 
preparaciones OMC (5 mg) de P6 (sobreexpresa NhhA de PMC21) y la cepa 2A (expresión de NhhA abolida) se 
separaron por SDS-PAGE al 6% usando el aparato de electroforesis Mini Protean II de BioRad. Las proteínas se 
transfirieron a nitrocelulosa electroforéticamente y el filtro se cortó en tiras de 3 mm, después se bloqueó en leche 45 
desnatada al 5% en PBS. Los sueros de ratón se diluyeron 1:1000 y 1:10000 en leche en polvo desnatada al 5% y 
se incubaron con las tiras de nitrocelulosa. La unión del anticuerpo se detectó usando anti-IgG de ratón conjugada 
con fosfatasa alcalina (Sigma) antes de la detección colorimétrica con NBT/BCIP (Sigma). Como se puede ver de la 
figura 13, es posible provocar una respuesta inmune contra el polipéptido NhhA de PMC21 maduro de longitud 
completa inoculando con mutantes de deleción de NhhA o polipéptidos NhhA maduros de longitud completa. 50 
 
Ejemplo 11 
 
Expresión de un polipéptido mutante de deleción en E. coli 
 55 
Además de la expresión de los polipéptidos mutantes de la invención en N. meningitidis, también se pueden 
expresar en bacterias E. coli. Cualquiera de los mutantes de deleción de nhhA de los ejemplos 4-8 se puede usar 
como molde para la amplificación por PCR. Los cebadores oligonucleotídicos usados pueden ser los descritos en la 
publicación internacional WO99/31132 (tal como SEQ ID NO 24 y SEQ ID NO 25 de ese documento). El producto de 
amplificación se puede digerir por restricción con las enzimas BamHI/HindIII y ligar con el plásmido pMALC2 (New 60 
England Biolabs) digerido por restricción con BamHI/HindIII, y el plásmido resultante transformar en la cepa de E. 
coli DH5α competente. La cepa resultante se puede inducir a expresar altos niveles de proteína recombinante 
usando las condiciones recomendadas por el fabricante de pMALC2. La proteína recombinante resultante es una 
fusión de la proteína de unión a maltosa y el polipéptido NhhA mutante de deleción. Esta se puede semipurificar por 
separación en SDS-PAGE seguido por electroelución usando el Mini-Gel Electro-eluter (BioRad) según las 65 

 



26 
 

instrucciones del fabricante. La proteína de fusión semipurificada se puede dializar después contra PBS, antes de la 
digestión con la enzima proteasa factor Xa para cortar el grupo de la proteína de unión a maltosa de la proteína 
NhhA recombinante. La proteína NhhA recombinante se puede purificar por métodos estándar, como por ejemplo, 
describe R. K. Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, Nueva York, NY USA, 1993). 
 5 
TABLA 1 
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TABLA 2 

 
Residuo original Sustituciones ejemplares 

Ala 
Arg 
Asn 
Asp 
Cys 
Gln 
Glu 
Gly 
His 
Ile 

Leu 
Lys 
Met 
Phe 
Ser 
Thr 
Trp 
Tyr 
Val 

Ser 
Lys 

Gln, His 
Glu 
Ser 
Asn 
Asp 
Pro 

Asn, Gln 
Leu, Val 
Ile, Val 

Arg, Gln, Glu 
Leu, Ile, 

Met, Leu, Tyr 
Thr 
Ser 
Tyr 

Trp, Phe 
Ile, Leu 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Una proteína aislada seleccionada de 

 
(a) una proteína aislada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:23; o 5 
(b) una proteína aislada que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:35. 

 
2. Una proteína de fusión que consiste en la proteína aislada según la reivindicación 1 y un compañero de fusión 

que no deriva de N. meningitidis. 
 10 

3. La proteína de fusión según la reivindicación 2 en donde el compañero de fusión se selecciona del grupo que 
consiste en proteína A, glutatión S-transferasa, parte Fc de IgG humana, proteína de unión a maltosa, 
hexahistidina, proteína fluorescente verde, una etiqueta epítopo c-myc, una etiqueta epítopo de hemaglutinina 
del virus de la gripe y una etiqueta FLAG. 
 15 

4. Una composición farmacéutica que comprende una o más proteínas aisladas según la reivindicación 1 o 
proteínas de fusión de la reivindicación 2 o la reivindicación 3, y un soporte, diluyente o excipiente 
farmacéuticamente aceptable. 
 

5. La composición farmacéutica de la reivindicación 4 que es una vacuna. 20 
 

6. Un ácido nucleico aislado que codifica una proteína aislada según la reivindicación 1 o la proteína de fusión de 
la reivindicación 2 o la reivindicación 3. 
 

7. El ácido nucleico aislado de la reivindicación 6 que comprende la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO:28. 25 
 

8. Una construcción de expresión que comprende el ácido nucleico aislado de la reivindicación 6 o la 
reivindicación 7 operativamente unido a un promotor. 
 

9. Una composición farmacéutica que comprende la construcción de expresión de la reivindicación 8 y un 30 
soporte, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 

10. La composición farmacéutica de la reivindicación 9, que es una vacuna. 
 

11. Una célula huésped que comprende la construcción de expresión de la reivindicación 8. 35 
 

12. La célula huésped de la reivindicación 11 que es una bacteria. 
 

13. La célula huésped de la reivindicación 12 que es Neisseria meningitidis. 
 40 

14. Un método de producir una proteína recombinante que incluye los pasos de: 
 
(i) cultivar una célula huésped según cualquiera de las reivindicaciones 11-13 de modo que dicha proteína 

recombinante se exprese en dicha célula huésped; y 
(ii) aislar dicha proteína recombinante. 45 

 
15. La proteína aislada de la reivindicación 1 o la proteína de fusión de la reivindicación 2 o la reivindicación 3, 

para su uso en el tratamiento profiláctico o terapéutico de una infección por N. meningitidis. 
 

16. La construcción de expresión de la reivindicación 8 para su uso en el tratamiento profiláctico o terapéutico de 50 
una infección por N. meningitidis. 
 

17. Uso de la proteína aislada de la reivindicación 1 o la proteína de fusión de la reivindicación 2 o la 
reivindicación 3, en la fabricación de un medicamento para el tratamiento profiláctico o terapéutico de una 
infección por N. meningitidis. 55 
 

18. Uso de la construcción de expresión de la reivindicación 8 en la fabricación de un medicamento para el 
tratamiento profiláctico o terapéutico de una infección por N. meningitidis. 
 

19. La proteína aislada, proteína de fusión, construcción de expresión o uso de cualquiera de las reivindicaciones 60 
15 a 18, en donde la infección por N. meningitidis es en un ser humano. 
 

20. Un método para diagnosticar la infección de un mamífero por N. meningitidis, dicho método comprende los 
pasos de: 
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(i) poner en contacto una muestra biológica de un individuo con una proteína aislada según la reivindicación 1 
o la proteína de fusión de la reivindicación 2 o la reivindicación 3; y 

(ii) determinar la presencia o ausencia de un complejo entre dicha proteína aislada o dicha proteína de 
fusión y anticuerpos específicos de N. meningitidis en dicha muestra, en donde la presencia de dicho 
complejo es indicativa de dicha infección. 5 

 
21. Un método para detectar N. meningitidis en una muestra biológica obtenida de un paciente, dicho método 

comprende el paso de usar un ácido nucleico aislado según la reivindicación 6 o la reivindicación 7 para 
detectar N. meningitidis en dicha muestra biológica. 
 10 

22. El método de la reivindicación 20, en donde el mamífero es un ser humano. 
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