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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Molekulargenetik und insbesondere trunkierte Hae-
mophilus influenzae Adhasin(Hia)-Proteine.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Haemophilus influenzae ist die Ursache von mehreren ernsten Erkrankungen des Menschen wie z. B.
Meningitis, Epiglottitis, Septikdmie und Otitis media. Es gibt sechs Serotypen von H. influenzae, die mit a bis f
bezeichnet werden, welche durch ihr Kapselpolysaccharid identifiziert werden. H. influenzae Typ b (Hib) war
bis zu der Einfihrung von mehreren Hib-Konjugatimpfstoffen in den 1980ern eine Hauptursache von bakteri-
eller Meningitis (Ref. 1. In der gesamten Anmeldung werden verschiedene Referenzen in Klammern angege-
ben, um den Stand der Technik, zu welchem diese Erfindung gehort, vollstandiger zu beschreiben. Die volle
bibliographische Information fiir jedes Zitat findet man am Ende der Beschreibung, unmittelbar vor den Anspri-
chen.)

[0003] WO 96/30519 bezieht sich auf Haemophilus Adhasionsproteine, Nukleinsauren und abgeleitete Impf-
stoffe.

[0004] Impfstoffe, die auf H. influenzae Typ b-Kapselpolysaccharid, konjugiert mit Diphtherietoxoid (Ref. 2),
Tetanustoxoid (Ref. 3 und US-Patent 4,496,538) oder Neisseria meningitidis Auflenmembranprotein (Ref. 4)
basieren, waren bei der Linderung einer von H. influenzae Typ b hervorgerufenen Meningitis wirksam. Die an-
deren Serotypen von H. influenzae sind mit niedrigen Haufigkeiten mit einer invasiven Erkrankung verbunden,
auch wenn es eine Zunahme bei dem Auftreten der Erkrankung, die durch diese Stamme verursacht wird, zu
geben scheint, wenn das Auftreten der Hib-Erkrankung abnimmt (Ref. 5; Ref. 6). Nicht eingekapselte oder nicht
typisierbare H. influenzae (NTHi) sind ebenfalls fir einen weiten Bereich menschlicher Erkrankungen ein-
schlieBlich Otitis media, Epiglottitis, Pneumonie und Tracheobronchitis verantwortlich. Das Auftreten der
NTHi-induzierten Erkrankung ist durch die Einfihrung der Hib-Impfstoffe nicht beeinflusst worden (Ref. 7).

[0005] Otitis media ist die haufigste Krankheit der friihen Kindheit, wobei 60 bis 70% aller Kinder mit einem
Alter von weniger als 2 Jahren zwischen einer und drei Ohreninfektionen erleiden (Ref. 8). Chronische Otitis
media ist bei Kindern fiir Hor-, Sprach- und kognitive Schwachen verantwortlich. H. influenzae-Infektionen ma-
chen ca. 30% der Falle von akuter Otitis media und ca. 60% von chronischer Otitis media aus. Allein in den
Vereinigten Staaten kostet die Behandlung von Otitis media zwischen 1 und 2 Milliarden Dollar pro Jahr fir
Antibiotika und operative Verfahren wie z. B. Tonsillektomien, Adenoidektomien und die Einfihrung von Tym-
panostomie-Roéhrchen. Es wird geschatzt, dass zusatzliche 30 Milliarden $ pro Jahr fiir begleitende Therapien
wie z. B. Sprachtherapie und spezielle Schulungsklassen ausgegeben werden. Weiterhin werden viele der Er-
regerorganismen von Otitis media gegen eine Antibiotikabehandlung resistent. Ein wirksamer prophylaktischer
Impfstoff gegen Otitis media ist somit wiinschenswert.

[0006] Wahrend der natirlichen Infektion durch NTHi sind an der Oberflache exponierte aulere Membran-
proteine, welche eine Antikérperantwort stimulieren, potentiell wichtige Targets fiir bakterizide und/oder schiit-
zende Antikdrper und daher mdégliche Impfstoffkandidaten. Eine Familie von Proteinen mit hohem Molekular-
gewicht (HMW1 und HMW?2), die bei der Anhaftung von NTHi an Epithelzellen wichtig sind, ist bei ca. 70 bis
75% der NTHi-Stdmme identifiziert worden (Ref. 9; Ref. 10). Von diesen Adhasinen mit hohem Molekularge-
wicht ist gezeigt worden, dass sie in dem Chinchillamodell von Otitis media einen gewissen Schutz liefern (Ref.
11). Eine zweite Familie von Adhasionsproteinen mit hohem Molekulargewicht ist in ca. 25% der NTHi und in
eingekapselten H. influenzae-Stdmmen identifiziert worden (Ref. 12; Ref. 13, Ref. 14). Das NTHi-Mitglied die-
ser zweiten Familie wird Haemophilus influenzae Adhasin oder Hia genannt, und das homologe Protein, das
in eingekapselten Stdammen gefunden wird, wird Haemophilus influenzae Oberflachenfibrillenprotein oder Hsf
genannt. Das hia-Gen wurde ursprunglich aus einer Expressionsbibliothek kloniert, indem Rekonvaleszenten-
serum aus einem Otitis media-Patienten verwendet wurde, was anzeigt, dass es ein wichtiges Immunogen
wahrend der Erkrankung ist.

[0007] Die Prototyp Hia- und Hsf-Proteine zeigen ca. 82% Sequenzahnlichkeit, auch wenn das Hsf-Protein
betrachtlich groRer ist. Die Proteine umfassen konservierte Amino- und Carboxytermini und mehrere Wieder-
holungsmotive, wobei Hsf mehr Wiederholungssequenzen als Hia enthalt. Ein Protein mit hohem Molekular-
gewicht (200 kDa) wurde ebenfalls aus Moraxella catarrhalis identifiziert, welches eine gewisse Sequenzho-
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mologie mit den Hsf- und Hia-Proteinen aufweist (U.S.-Patent Nr. 5,808,024).

[0008] Da Hia oder Hsf bei eingekapselten Stammen von Haemophilus influenzae und ca. 20 bis 25% der
nicht eingekapselten Stdmme konserviert ist und gezeigt wurde, dass dieses ein Adhasin ist, weist das Protein
einen Nutzen bei der Diagnose von und einer Impfung gegen eine Erkrankung, die von H. influenzae oder an-
deren bakteriellen Pathogenen, die Hia oder ein Protein erzeugen, das in der Lage ist, Antikorper hervorzuru-
fen, die spezifisch mit Hia reaktiv sind, verursacht wird, auf.

[0009] Ein Nachteil von Hia zur Verwendung als ein Antigen in der Diagnose, zur Erzeugung von anti-Hia-An-
tikdrpern, die in der Diagnose nutzlich sind, und als ein Immunogen bei der Impfung ist die geringe Ausbeute
des nativen Proteins aus Haemophilus influenzae-Spezies.

[0010] Es ware vorteilhaft, rekombinantes Hia-Protein zur Verwendung als Antigen, in immunogenen Prapa-
rationen einschlieflich Impfstoffen, als Trager fur andere Immunogene und bei der Erzeugung von diagnosti-
schen Reagenzien bereitzustellen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0011] Die vorliegende Erfindung ist auf die Bereitstellung von trunkierten rekombinanten H. influenzae Ad-
hasin(rHia)-Proteinen gerichtet.

[0012] In Verbindung mit der Bereitstellung solcher rekombinanten Proteine stellt die vorliegende Erfindung
gewisse isolierte und gereinigte Nukleinsauremolekiile bereit. Gemafl einem ersten Aspekt der vorliegenden
Erfindung wird ein isoliertes und gereinigtes Nukleinsduremolekul bereitgestellt, welches ein N-trunkiertes
Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Protein eines Stammes von Haemophilus influenzae codiert, das in
Form von Einschlusskorpern exprimiert wird, wobei das N-trunkierte Protein die Fahigkeit aufweist, gegen eine
Besiedlung zu schitzen, und dieses das N-trunkierte Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Protein des Hae-
mophilus influenzae-Stamms 33 ist, das an der Aminosaure V38 von SEQ ID No: 24 beginnt.

[0013] Ein solches Nukleinsauremolekil kann in einen Vektor eingeschlossen werden, welcher ein Plas-
midvektor sein kann.

[0014] Unter einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Vektor zum Transformieren eines
Wirtes bereitgestellt, welcher ein Nukleinsduremolekul, welches das N-trunkierte Haemophilus influenzae Ad-
hasin(Hia)-Protein codiert, und einen Promotor, der operativ mit dem Nukleinsduremolekul verbunden ist, zur
Expression des trunkierten Hia-Proteins und gegebenenfalls das cer-Gen von E. coli umfasst. Der Vektor kann
ein Plasmidvektor sein, welcher die Identifizierungscharakteristika eines Plasmidvektors aufweist, der ausge-
wahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:

DS-2340-2-3 wie in Fig. 8A gezeigt; und

DS-2448-17 wie in Eig. 9B gezeigt.

[0015] Die hierin bereitgestellten Vektoren kdnnen einen Replikationsvektor, einschliel3lich eines Vektors aus
Salmonella, BCG, Adenovirus, Pockenvirus, Vaccinia- oder Poliovirus beinhalten.

[0016] Jeder der hierin bereitgestellten Vektoren kann eingesetzt werden, um eine geeignete Wirtszelle zur
Expression eines schitzenden Haemophilus influenzae Adhasin (Hia)-Proteins eines nicht typisierbaren Stam-
mes von Haemophilus, welches in trunkierter Form vorliegt, in dieser zu transformieren. Ein solcher Wirt kann
geeigneterweise E. coli sein. Eine solche Expression kann unter der Kontrolle des T7-Promotors stattfinden,
und die Expression des rekombinanten Hia aus dem transformierten Wirt kann bewirkt werden, indem in einer
induzierenden Konzentration von Lactose oder einem anderen geeigneten Induktionsmittel kultiviert wird.

[0017] Ebenfalls bereitgestellt von der vorliegenden Erfindung wird eine Wirtszelle, die durch den Vektor der
vorliegenden Erfindung transformiert ist und ein schitzendes N-trunkiertes Haemophilus influenzae Adha-
sin(Hia)-Protein eines nicht typisierbaren Stammes von Haemophilus exprimiert.

[0018] Weiterhin wird von der vorliegenden Erfindung ein rekombinantes schitzendes N-trunkiertes Hia-Pro-
tein bereitgestellt, welches bei der Aminosaure V38 der SEQ ID No: 24 (Haemophilus influenzae Stamm 33)
beginnt.

[0019] Die rekombinanten N-trunkierten Hia-Proteine, die hierin bereitgestellt werden, sind als Antigene in im-
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munogenen Zusammensetzungen, Trager flir andere Immunogene, diagnostische Mittel und bei der Erzeu-
gung von diagnostischen Mitteln nltzlich. Die Nukleinsduremolekule, welche das N-trunkierte Hia-Protein co-
dieren, sind ebenfalls als Sonden fiir eine diagnostische Verwendung und ebenfalls in immunogenen Zusam-
mensetzungen nutzlich.

[0020] Die vorliegende Erfindung stellt unter einem zusatzlichen Aspekt von dieser eine immunogene Zusam-
mensetzung bereit, welche wenigstens eine immunologisch aktive Komponente, welche ausgewahlt ist aus der
Gruppe, bestehend aus einem isolierten und gereinigten Nukleinsduremolekdl, wie es hierin bereitgestellt wird,
und einem rekombinanten schitzenden N-trunkierten Hia-Protein eines Stammes von Haemophilus, wie es
hierin bereitgestellt wird, und einen pharmazeutisch vertraglichen Trager fir diese umfasst.

[0021] Die hierin bereitgestellten immunogenen Zusammensetzungen kénnen als ein Impfstoff (eine Vakzine)
zur in vivo-Verabreichung an einen Wirt formuliert werden, um einen Schutz vor einer Erkrankung, die von H.
influenzae verursacht wird, zu bieten. Fur einen solchen Zweck kénnen die Zusammensetzungen als eine Mi-
kropartikel-, Kapsel-, ISCOM- oder Liposomenpraparation formuliert werden. Die immunogene Zusammenset-
zung kann in Kombination mit einem Zielmolekil zur Beférderung zu spezifischen Zellen des Immunsystems
oder zu Schleimhautoberflachen bereitgestellt werden.

[0022] Die immunogenen Zusammensetzungen der Erfindung (einschliellich Impfstoffen) knnen weiterhin
wenigstens ein anderes immunogenes oder immunstimulierendes Material umfassen, und das immunstimulie-
rende Material kann wenigstens ein Hilfsmittel oder wenigstens ein Zytokin sein. Geeignete Hilfsmittel beinhal-
ten (sind aber nicht beschrankt auf) Aluminiumphosphat, Aluminiumhydroxid, QS21, Quil A, Derivate und Kom-
ponente von diesen, eine ISCOM-Matrix, Calciumphosphat, Calciumhydroxid, Zinkhydroxid, ein Glycolipidana-
logon, einen Octadecylester einer Aminosaure, ein Muramyldipeptid, Polyphosphazen, ISCOPREP, DC-Chol,
DDBA und ein Lipoprotein und andere Hilfsmittel.

[0023] Vorteilhafte Kombinationen von Hilfsmitteln werden in den parallelen U.S.-Patentanmeldungen, Akten-
zeichen 08/261,194, angemeldet am 16. Juni 1994, und 08/483,856, angemeldet am 7. Juni 1995, welche der
WO 95/34308 entsprechen, die am 21. November 1995 veréffentlicht wurde, beschrieben.

[0024] Die vorliegende Erfindung beinhaltet unter noch einem zusatzlichen Aspekt von dieser ein in vitro-Ver-
fahren zur Erzeugung eines schitzenden N-trunkierten Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Proteins eines
nicht typisierbaren Stammes von Haemophilus influenzae, welches umfasst:

das Transformieren eines Wirtes, wie z. B. E. coli, mit einem Vektor, welcher ein Nukleinsduremolekdl, das eine
N-trunkierte Form des Haemophilus influenzae Adhasin-Proteins, wie es hierin bereitgestellt wird, codiert, um-
fasst,

das Wachsenlassen des Wirtes, um das codierte trunkierte Hia zu exprimieren, und

das Isolieren und Reinigen des exprimierten Hia-Proteins.

[0025] Das codierte trunkierte Hia kann in Einschlusskérpern exprimiert werden. Der Isolations- und Reini-
gungsschritt kann bewirkt werden, indem die kultivierten transformierten Zellen aufgebrochen werden, um ei-
nen Uberstand und die Einschlusskérper, welche das Hia enthalten, zu erzeugen, die Einschlusskérper nach
Trennung von dem Uberstand solubilisiert werden, um eine Lésung des rekombinanten Hia zu erzeugen, die
Lésung des rekombinanten Hia chromatographisch gereinigt wird, so dass sie frei von Zelltrimmern ist, und
das gereinigte rekombinante Hia-Protein isoliert wird.

[0026] Der Vektor, welcher die Wirtszelle wie z. B. E. coli transformiert, kann den T7-Promotor einschlie3en,
und die E. coli- oder eine andere Wirtszelle kann in der Gegenwart einer induzierenden Menge von Lactose
oder eines anderen geeigneten Induktionsmittels kultiviert werden.

[0027] Vorzugsweise wird die Isolation und Reinigung des exprimierten Hia bewirkt durch:

das Aufbrechen der kultivierten transformierten Zellen, um einen Uberstand und die Einschlusskérper zu er-
zeugen,

das Solubilisieren der Einschlusskorper, um eine Lésung des rekombinanten Hia zu erzeugen,

das chromatographische Reinigen der L6sung des rekombinanten Hia, so dass sie frei von Zelltrimmern ist,
und

das Isolieren des gereinigten rekombinanten Hia-Proteins.

[0028] Der Stamm von Haemophilus influenzae besteht aus dem nicht typisierbaren Stamm 33. Die spezifi-
sche Nukleinsduresequenz fir das Gen, welches das Hia-Protein aus einem solchen Stamm codiert, wird
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nachstehend beschrieben.
[0029] Die hierin bereitgestellten Nukleinsauremolekiile sind in diagnostischen Anwendungen nitzlich.

[0030] Die immunogenen Zusammensetzungen der Erfindung sind in Impfstoffen zur in vivo-Verabreichung
nutzlich, um vor einer Erkrankung, die durch Haemophilus verursacht wird, zu schitzen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0031] Die vorliegende Erfindung wird besser verstanden werden aus der folgenden Beschreibung mit Bezug
auf die Figuren, in welchen:

[0032] Fig. 1A eine Restriktionskarte fiir das Plasmid DS-2008-2-3 zeigt, welches den T7-Promotor und das
hia-Gen in voller Lange des NTHi-Stamms 11 enthalt.

[0033] Fig. 1B die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um das hia-Gen des Stamms 11 mit PCR zu
amplifizieren. Sinn-Strang (5038.SL): SEQ ID No: 1, codierte Aminosduren SEQ ID No: 2; Gegensinn-Strang
(5039.SL): SEQ ID No: 3, komplementarer SEQ ID No: 4, codierte Aminosauren SEQ ID No: 5. Die Restrikti-
onsenzymstellen sind: B, BamHlI; Bg, Bglll; H, Hindlll; N, Ndel; Ps, Pstl; Sty, Styl. Die anderen Abkurzungen
sind: T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz.

[0034] Fig. 2 einen Immunoblot der Erkennung des rHia-Proteins in voller Lange durch einen anti-natives Ad-
hasin mit hohem Molekulargewicht von Moraxella catarrhalis-Antikorper zeigt. Bahn 1, DS-2043-1, nicht indu-
ziert; Bahn 2, DS-2043-1, fur 4 h induziert; Bahn 3, DS-2043-2, nicht induziert; Bahn 4, DS-2043-2, fur 4 h in-
duziert; Bahn 5, Molekulargewichtsmarker. DS-2043-1 und DS-2043-2 sind unabhangige Klone von pT7-hia
(11) in BL21 (DE3).

[0035] Fig.3 die Konstruktion der Plasmide DS-2092-1 und DS-2092-40 zeigt, die Tandemkopien der
T7-hia-Genkassette fiir das hia-Gen des Stamms 11 enthalten. Die Restriktionsenzymstellen sind: B, BamHl];
Bg, Bglll; H, Hindlll; Ps, Pstl; Xb, Xbal. Die anderen Abkirzungen sind: CAP, alkalische Kalbsphosphatase;
T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz.

[0036] Fia. 4 die Stellen der Trunkierung fir das Hia-Protein des Stamms 11 (SEQ ID No: 6) zeigt.

[0037] FEig. 5A die Konstruktion von Plasmiden zeigt, welche trunkierte hia-Gene aus dem Stamm 11 expri-
mieren. Die Restriktionsenzymstellen sind: B, BamHI; Bg, Bglll; H, Hindlll; N, Ndel; Nhe, Nhel; Ps, Pstl; R, Eco-
RI; Sty, Styl; Xb, Xbal. Die anderen Abklrzungen sind: T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz; KanR, Ka-
namycinresistenz.

[0038] Fig. 5B die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um die 5'-Fragmente fur die trunkierten Gene
mit PCR zu amplifizieren. E21-Trunkierung: Sinn (6524.SL): SEQ ID No: 7, codierte Aminoséauren SEQ ID No:
8; T33-Trunkierung: Sinn (5525.SL) SEQ ID No: 9, codierte Aminosauren SEQ ID No: 10; V38-Trunkierung:
Sinn (5526.SL): SEQ ID No: 11, codierte Aminosauren, SEQ ID No: 12; N52-Trunkierung: Sinn (5527.SL): SEQ
ID No: 13, codierte Aminosauren SEQ ID No: 14; Gegensinn (5528.SL): SEQ ID No: 15; komplementar SEQ
ID No: 16, codierte Aminosauren SEQ ID No: 17.

[0039] Fig. 6A die Konstruktion des Plasmids BK-96-2-11 zeigt, welches das V38-hia-Gen aus dem
NTHi-Stamm 11 und das E. coli cer-Gen enthalt. Die Restriktionsenzymstellen sind: B, BamHI; Bg, Bglll; K,
Kpnl; N, Ndel; P, Pstl; R, EcoRI; S, Sell; Sm, Smal; Sty, Styl; Xb, Xbal; Xho, Xhol. Die anderen Abklirzungen
sind: T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz; KanR, Kanamycinresistenz; CAP, alkalische Kalbsphospha-
tase; tt1 Transkriptionsterminator 1 aus trpA; tt2, Transkriptionsterminator 2 aus dem T7-Gen 10.

[0040] Fig. 6B die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um die multiple Klonierungsstelle und die
Transkriptionsterminatoren zu konstruieren. "R" und "Ps" zeigen Enden an, die mit EcoRI- oder Pstl-Enden
Uberlappen werden aber die Stellen nicht neu erzeugen werden. Oberer Strang (SEQ ID No: 50), unterer
Strang (SEQ ID No: 51).

[0041] Fig. 7A die Konstruktion der Plasmide DS-2242-1 und DS 2242-2 zeigt, welche den T7-Promotor und

das hia-Gen des NTHi-Stamms 33 in voller Lange, das E. coli cer-Gen und das Kanamycinresistenzgen ent-
halten. Die Restriktionsenzymstellen sind: A, AlwNI; B, BamHI; Bg, Bglll; H, Hindlll; K, Kpnl; N, Ndel; Ps, Pstl;
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R, EcoRI; S, Sall; Sm, Smal; Xb, Xbal; Xho, Xhol. Die anderen Abklrzungen sind: T7p, T7-Promotor; ApR,
Ampicillinresistenz; KanR, Kanamycinresistenz; tt1 Transkriptionsterminator 1 aus trpA; tt2, Transkriptionster-
minator 2 aus dem T7-Gen 10.

[0042] Fig. 7B die Oligonukleotide, die verwendet wurden, um das 5'-Ende des das hia-Gen des Stamms 33
codierenden Strangs (SEQ ID No: 52) zu erzeugen, den komplementaren Strang (SEQ ID No: 53) und die co-
dierte Aminosauresequenz (SEQ ID No: 54) zeigt.

[0043] Fig. 8A die Konstruktion des Plasmids DS-2340-2-3 zeigt, welches den T7-Promotor und das
V38-hia-Gen aus dem Stamms 33, das E. coli cer-Gen und das Kanamycinresistenzgen enthalt. Die Restrikti-
onsenzymstellen sind: B, BamHI; Bg, Bglll; H, Hindlll; N, Ndel; Ps, Pstl; R, EcoRI; S, Sall; Sn, SnaBl; Xb, Xbal.
Die anderen Abkurzungen sind: T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz; KanR, Kanamycinresistenz; tt1
Transkriptionsterminator 1 aus trpA; tt2, Transkriptionsterminator 2 aus dem T7-Gen 10.

[0044] Fig. 8B die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um das 5'-Ende des trunkierten hia-Gens mit
PCR zu amplifizieren. Sinn (6286.SL): SEQ ID No: 60, codierte Aminosauren SEQ ID No: 61; Gegensinn
(6287.SL) SEQ ID No: 18, komplementar SEQ ID No: 19, codierte Aminosauren SEQ ID No: 20.

[0045] Fig. 9A und Fig. 9B die Konstruktion der Plasmide DS-2447-2 und DS 2448-17 zeigen, welche Tan-
demkopien der T7-V38-hia(11)- bzw. T7-V38-hia(33)-Gene enthalten. Die Restriktionsenzymstellen sind: B,
BamHlI; Bg, Bglll; H, Hindlll; Ps; Pstl; R, EcoRlI; S, Sall; Xb, Xbal. Die anderen Abklrzungen sind: T7p, T7-Pro-
motor; ApR, Ampicillinresistenz; KanR, Kanamycinresistenz; CAP, alkalische Kalbsphosphatase; tt1 Transkrip-
tionsterminator 1 aus trpA; tt2, Transkriptionsterminator 2 aus dem T7-Gen 10.

[0046] Fig. 10 die Expression von rHia zeigt. Feld A: Bahn 1, rHia (11) in voller Lange, keine Induktion; Bahn
2, rHia (11) in voller Lange; Bahn 3, E21-rHia (11); Bahn 4, T33-rHia (11); Bahn 5, V38-rHia (11); Bahn 6,
N52-rHia (11). Feld B: Bahn 1, V38-rHia (11), keine Induktion; Bahn 2, V38-rHia (11); Bahn 3, V38-rHia (11)/cer.

[0047] Fig. 11 ein Reinigungsschema fiir rHia-Proteine zeigt. Die Abkiirzungen sind: SP, Uberstand; PPT,
Prazipitat; DTT, Dithiothreitol; OG, Octylglucosid; (x) bedeutet verworfen.

[0048] Fig. 12, mit den Feldern A und B, die SDS-PAGE-Analyse von gereinigtem rHia zeigt. Feld A zeigt ge-
reinigtes V38-rHia-Protein aus dem Stamm 11, und Feld B zeigt gereinigtes V38-rHia-Protein aus dem Stamm
33. Bahn 1, Molekulargewichtmarker; Bahn 2, Ganzzelllysat; Bahn 3, Rohextrakt; Bahn 4, gereinigtes rHia-Pro-
tein.

[0049] Fig. 13, mit den Feldern A, B und C, die Stabilitat von V38-rHia (11) zeigt. Feld A zeigt Proben, die bei
4°C ohne Glycerol gelagert wurden. Feld B zeigt Proben, die bei 4°C in der Gegenwart von 20% Glycerol ge-
lagert wurden. Feld C zeigt Proben, die bei —20°C in der Gegenwart von 20% Glycerol gelagert wurden. Bahn
0 zeigt t,; die Bahnen 1 bis 8 zeigen Proben, die fir 1 bis 8 Wochen gelagert wurden.

[0050] Fig. 14, mit den Feldern A und B, die Immunogenitat von V38-rHia (11) oder V38-rHia (33) in
CD-1-Méausen zeigt. Feld A zeigt die Antwort nach einer einzigen Immunisierung, und Feld B zeigt die Antwort
einer Primar/Verstarkungs-Immunisierung.

[0051] Fig. 15A und Fig. 15B die Immunogenitat von V38-rHia (11) in BALG/c-Mausen und Meerschwein-
chen zeigen. Fig. 15A zeigt die Antikorperantwort in Mausen, und Fig. 15B zeigt die Antwort in Meerschwein-
chen.

[0052] Fig. 16 das Schutzvermdgen von V38-rHia (33) vor einer nasopharyngealen Besiedlung in einem
Chinchillamodell darstellt.

[0053] Fig. 17 die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um zusatzliche hia-Gene mit PCR zu ampli-
fizieren. Sinn (5040.SL), SEQ ID No: 21, codierte Aminosauren SEQ ID No: 22; Gegensinn (5039. SL), SEQ
ID No: 3, komplementar SEQ ID No: 4, codierte Aminosauren SEQ ID No: 5.

[0054] Fig. 18 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 23) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
24) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm 33 zeigt.

[0055] Fig. 19 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 25) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
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26) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm 32 zeigt.

[0056] Fig. 20 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 27) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
28) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm 29 zeigt.

[0057] Fig. 21 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 29) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
30) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm M4071 zeigt.

[0058] Fig. 22 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 31) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
32) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm K9 zeigt.

[0059] Fig. 23 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 33) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
34) des hia-Gens aus dem NTHi-Stamm K22 zeigt.

[0060] Fig. 24 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 35) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
36) des hia-Gens aus dem Typ c-Stamm API zeigt.

[0061] Fig. 25 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 37) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
38) des hia-Locus aus dem NTHi-Stamm 12 zeigt. Die Uberstrichenen oder unterstrichenen Sequenzen zeigen
Oligonukleotide an, die verwendet wurden, um Uber die Verbindung der zwei orfs hinweg mit PCR zu amplifi-
zieren. Sinn (6431.SL) SEQ ID No: 39, (6432.SL) SEQ ID No: 40; Gegensinn (6295.SL) SEQ ID No: 41,
(6271.SL) SEQ ID No: 42.

[0062] Fig. 26 die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 43) und die abgeleitete Aminosauresequenz (SEQ ID No:
44) des hia-Locus aus dem NTHi-Stamm 11 zeigt, wie sie in dem U.S.-Patent Nr. 5,646,259 veréffentlicht ist.

[0063] Fig. 27 die Ausrichtung (das Alignment) des stromaufwarts liegenden ORF aus dem hia-Locus des
Stamms 12 (SEQ ID No: 45) mit einem Teil des HI1732-Proteins (SEQ ID No: 46) aus dem H. influenzae Typ
b-Stamm Rd zeigt.

[0064] Fig. 28 die Ausrichtung von Aminosauresequenzen von Hia (SEQ ID No: 24, 26, 28, 34, 30, 44, 32),
Hsf (SEQ ID No: 47) und partiellen Sequenzen von Moraxella catarrhalis-Proteinen mit hohem Molekularge-
wicht (200 kDa) aus den Stammen 4223 und LES-1 (SEQ ID No: 48, 49) zeigt. Sternchen innerhalb der Se-
quenzen zeigen Stoppcodons an, aber unterhalb der Sequenz zeigten sie eine Sequenzhomologie an. Punkte
zeigen identische Reste an. Die Sequenzausrichtungen wurden durch direkten Vergleich der Aminosaurese-
quenzen der entsprechenden Proteine aufgestellt.

[0065] Fig. 29 die Oligonukleotide zeigt, die verwendet wurden, um das 5'-Ende des hia-Gens an der
S44-trunkierten Position mit PCR zu amplifizieren. Sinn (6817.SL) SEQ ID No: 55, codierende Aminosauren
SEQ ID No: 56; Gegensinn (6818.SL) SEQ ID No: 57, komplementar SEQ ID No: 58, codierte Aminosauren
SEQ ID No: 59.

[0066] Fig. 30 die Konstruktion des Plasmids JB-2930-3 zeigt, welches das 544-hia-Gen aus dem
NTHi-Stamm 11 und das E. coli cer-Gen und den T7-Promotor enthalt. Die Restriktionsenzymstellen sind: B,
BamHlI; Bg, Bglll; K, Kpnl; N, Ndel; P, Pstl; R, EcoRI; S, Sall; Sm, Smal; Sty, Styl; Xb, Xbal; Xho, Xhol. Die
anderen Abklrzungen sind: T7p, T7-Promotor; ApR, Ampicillinresistenz; KanR, Kanamycinresistenz; CAP, al-
kalische Kalbsphosphatase; tt1 Transkriptionsterminator 1 aus trpA; tt2, Transkriptionsterminator 2 aus dem
T7-Gen 10.

[0067] Fig. 31 die SDS-PAGE-Analyse der Expression von rHia ausgehend von S44 zeigt. Bahn 1, Expres-
sion aus dem pET-S44-Vektor zur Zeit 0 (keine Induktion); Bahn 2, Expression aus dem pET-S44-Vektor nach
4 Stunden Induktion; Bahn 3, Expression aus JB-2930-3 nach 4 Stunden Induktion.

[0068] Fig. 32 eine schematische Darstellung der zwei Vektoren, JB-2930-3 und 1A-191-3-1, die fir die Ex-
pressionsstudie des S44-trunkierten rHia verwendet wurden, zeigt.

ALLGEMEINE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0069] Da H. influenzae-Stamme geringe Mengen der Hia- und Hsf-Proteine erzeugen, wurde das hia-Gen
aus NTHi-Stammen in einen Expressionsvektor zur Uberproduktion des rekombinanten Proteins in E. coli klo-
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niert. Wenn das rekombinante Hia(rHia)-Protein in voller Lange exprimiert wurde, wurde es in relativ geringen
Mengen erzeugt. Um zu bestatigen, dass es eine Expression des rekombinanten Proteins gab, wurde ein Im-
munoblot durchgeflihrt, welcher einen Antikdrper verwendete, der gegen ein Adhasinprotein mit hohem Mole-
kulargewicht von Moraxella catarrhalis, welches in dem U.S.-Patent Nr. 5,808,024 als 200 kDa identifiziert wur-
de, hervorgerufen wurde.

[0070] Antikdrper gegen das gelgereinigte native 200 kDa-Protein erkannten eine spezifische induzierte Ban-
de in der rHia-Proteinprobe. Die Ausbeute an rHia wurde durch ein Erhéhen der Genkopienzahl der
T7-hia-Genkassette nicht signifikant verbessert.

[0071] Es wurde gezeigt, dass das E. coli cer-Gen Plasmide stabilisiert, welche groRe Inserts enthalten (Ref.
15), aber die Ausbeute von rHia wurde nicht signifikant verbessert, indem das E. coli cer-Gen zu dem Expres-
sionsvektor hinzugefligt wurde. Jedoch wurde beobachtet, dass die E. coli-Zellen wahrend der Kultivierung
verklumpten, was nahe legt, dass es eine Expression an der Oberflache des Hia-Adhasinproteins gab. Die ap-
parente Toxizitat des rHia-Proteins kénnte iberwunden werden, wenn es als Einschlusskorper erzeugt wirde,
und so wurden Trunkierungen an dem 5'-Ende des Gens durchgefuhrt, um mdgliche Signalsequenzen zu ent-
fernen. Diese Modifikation fiihrte zu einer guten Produktion und Ausbeute von trunkiertem rHia, das an der
V38-Position begann.

[0072] Das V38-trunkierte rHia-Protein und das in voller LAnge waren immunogen, und die resultierenden an-
ti-rHia-Antikdrper waren in passiven Babyrattenmodellen der Bakterdmie aufgrund von H. influenzae Typ a-
oder Typ b-Stammen schiitzend. Zusatzlich wurde gefunden, dass das trunkierte V38-rHia-Protein gegentiber
einer nasopharyngealen Besiedlung in einem aktiven Herausforderungsmodell in Chinchillas teilweise schiuit-
zend ist. Der Schutz, der von rHia geboten wurde, das von einem NTHi-Stamm abgeleitet ist, vor einer Erkran-
kung, die durch NTHi und eingekapselte Typ a- oder Typ b-Stdmme verursacht wird, zeigt, dass es gemeinsa-
me schiitzende Epitope geben kénnte. Die Klonierung und Sequenzanalyse von zusatzlichen hia-Genen kénn-
te helfen, konservierte Bereiche zu identifizieren. Die N-terminal trunkierten rHia-Proteine und die in voller Lan-
ge konnten als Impfstoffkomponenten verwendet werden, um vor einer Haemophilus influenzae-Erkrankung
zu schitzen.

[0073] Der nicht typisierbare Haemophilus-Stamm 33 kann geeigneterweise verwendet werden, um die ge-
reinigten und isolierten Nukleinsduremolekile bereitzustellen (welche in der Form von DNA-Molekulen vorlie-
gen kénnen), wie durch Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung beispielhaft dargestellt wird. Ein sol-
cher Stamm ist im Allgemeinen aus Klinikquellen und aus Bakterienkultursammlungen wie z. B. der American
Type Culture Collection erhaltlich.

[0074] In dieser Anmeldung wird der Ausdruck "Hia"-Protein verwendet, um eine Familie von Hia-Proteinen
zu definieren, welche jene einschliel’t, die natlrlich auftretende Variationen in ihren Aminosauresequenzen
aufweisen, wie sie in verschiedenen Stammen von Haemophilus gefunden werden.

[0075] Was Fig. 1A betrifft, so wird dort eine Restriktionskarte des Plasmids DS-2008-2-3 dargestellt, wel-
ches ein hia-Gen in voller Lange aus dem nicht typisierbaren Haemophilus influenzae-Stamm 11, unter dem
Einfluss des T7-Promotors, enthalt. Die Nukleotidsequenz (SEQ ID No: 43) und die abgeleitete Aminosaure-
sequenz (SEQ ID No: 44) des hia-Gens aus Stamm 11 werden in dem vorstehend erwahnten U.S.-Patent Nr.
5,646,259 beschrieben (und darin als "HA1" identifiziert). Die Oligonukleotide, die verwendet wurden, um das
hia-Gen ausgehend von dem ATG-Startcodon des Gens von Stamm 11 mit PCR zu amplifizieren, sind in

Fig. 1B gezeigt.

[0076] Was Fig. 2 betrifft, so wird dort ein Immunoblot dargestellt, welcher die Erkennung des rHia(11)-Pro-
teins durch einen anti-natives Adhasin mit hohem Molekulargewicht von Moraxella catarrhalis-Antikdrper de-
monstriert. Das Adhasin mit hohem Molekulargewicht von M. catarrhalis oder das 200 kDa-Protein, das in dem
vorstehend erwahnten U.S.-Patent Nr. 5,808,024 beschrieben wird, weist eine gewisse Sequenzhomologie mit
den Hia- und Hsf-Proteinen, insbesondere an dem Carboxyterminus (Fig. 28), auf.

[0077] Was Fig. 3 betrifft, so wird dort ein Konstruktionsschema fur die Plasmide DS-2092-1 und DS-2092-40
dargestellt, welche Tandemkopien der T7-hia-Genkassetten enthalten, welche das hia-Gen aus dem
NTHi-Stamm 11 in voller Lange umfassen. Solche Plasmide, die erhdhte Kopienzahlen von Genen enthalten,
weisen oft erhdhte Produktionsspiegel fiir rekombinante Proteine auf. Jedoch wurde, wie man unten sieht, die
niedrige Ausbeute des rekombinanten Hia durch ein Erhéhen der Genkopienzahl nicht signifikant verbessert.
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[0078] Was Fig. 4 betrifft, so wird dort die N-terminale Sequenz des Proteins des NTHi-Stamms 11 und die
Position von N-terminal trunkierten Hia-Proteinen dargestellt. Die N-terminale Trunkierung bis zu Position E21
deletiert einen langen hydrophoben Bereich, welcher einen Teil einer Signalsequenz fur Hia bilden kénnte. Die
Deletion bis zu Position T33 beinhaltet einen langen hydrophoben Bereich und folgt einer potentiellen
Ala-X-Ala-Signal-Spaltungsstelle. Die Deletion bis zu Position V38 beinhaltet einen langen hydrophoben Be-
reich und folgt einer potentiellen Ala-X-Ala-Signal-Spaltungsstelle. Das rekombinante Hia-Protein, das bei Po-
sition S44 beginnt, beinhaltet einen langen hydrophoben Bereich und folgt einer potentiellen Ala-X-Ala-Sig-
nal-Spaltungsstelle. Das rekombinante Hia-Protein, das bei Position N52 beginnt, ahmt den ungefahren Start
des verwandten Adhasins mit hohem Molekulargewicht (200 kDa) aus Moraxella catarrhalis nach, das in dem
vorstehend erwahnten U.S.-Patent Nr. 5,808,024 beschrieben wird, wobei das rekombinante Protein Gberpro-
duziert wird, wenn es an seinem N-Terminus so trunkiert wird, dass es bei V56 beginnt.

[0079] Was Fig. 5A betrifft, so wird dort das Konstruktionsschema flir die Erzeugung der Plasmide
DS-2186-1-1, DS-2201-1, DS-2186-2-1 und DS-2168-2-6 dargestellt, welche vier der N-terminal trunkierten
rHia-Proteine erzeugen. Die Oligonukleotide, die verwendet wurden, um die 5'-Fragmente mit PCR zu ampli-
fizieren, sind in Fig. 5B gezeigt. In Fig. 30 wird das Konstruktionsschema firr die Erzeugung des Plasmids
JB-2930-3 dargestellt, welches die S44-Deletion erzeugt. Die Oligonukleotide, die verwendet wurden, um die
5'-Fragmente mit PCR zu amplifizieren, sind in Fig. 29 gezeigt.

[0080] Was Fig. 6A betrifft, so wird dort ein Konstruktionsschema fur die Erzeugung des Plasmids BK-96-2-11
dargestellt, welches das V38-hia-Gen aus dem NTHi-Stamm 11 wie auch das E. coli cer-Gen enthalt, von wel-
chem gezeigt wurde, dass es Plasmide stabilisiert. Von der Einfihrung des cer-Gens in Plasmide, die toxische
Proteine erzeugen, wurde vorhergesagt, dass dieses die Proteinproduktion erhéht. Es wurde eine Anderung
in der Morphologie der E. coli-Zellen, welche rHia in voller Lange in der Gegenwart des cer-Gens erzeugten,
beobachtet, indem diese verklumpten. Dieses legt nahe, dass es eine verstarkte Expression des Adhasins an
der Oberflache der Zellen gab, welche die Verklumpung verursachte. Das Expressionsplasmid BK 96-2-11 ent-
halt ebenfalls Transkriptionsterminatoren stromaufwarts und stromabwarts der T7-V38-hia-Genkassette, von
denen vorhergesagt wurde, dass sie die Stabilitdt des Gens erhdhen. Die Oligonukleotide, die verwendet wur-
den, um die multiple Klonierungsstelle und die Transkriptionsterminatoren zu erzeugen, sind in Fig. 6B ge-
zeigt.

[0081] Was Fig. 7A betrifft, so wird dort ein Konstruktionsschema fiir die Plasmide DS-2242-1 und DS-2242-2
dargestellt, welche ein hia-Gen in voller Lange aus dem nicht typisierbaren Haemophilus influenzae-Stamm 33
unter dem Einfluss des T7-Promotors enthalten. Die Expressionsplasmide enthalten ebenfalls das E. coli
cer-Gen und Transkriptionsterminatoren stromaufwarts und stromabwarts der T7-hia(33)-Genkassette. Bei
DS-2242-1 sind die Terminatoren auf demselben Strang codiert wie das T7-hia(33)-Gen. Jedoch gab es keinen
zu beobachtenden Unterschied bei der Expression von rHia aus den zwei Plasmiden. Die Oligonukleotide, die
verwendet wurden, um das authentische 5'-Ende des Gens aus dem NTHi-Stamm 33 zu konstruieren, sind in

Fig. 7B gezeigt.

[0082] Was Fig. 8A betrifft, so ist dort ein Konstruktionsschema fiir das Plasmid DS-2340-2-3 dargestellt, wel-
ches das V38-hia-Gen aus dem NTHi-Stamm 33 wie auch das E. coli cer-Gen enthalt. Es sind ebenfalls Tran-
skriptionsterminatoren stromaufwarts und stromabwarts der T7-V38-hia-Genkassette auf demselben Strang
lokalisiert. Die Oligonukleotide, die verwendet wurden, um das hia-Gen des NTHi-Stamms 33 ausgehend von
dem V38-Codon mit PCR zu amplifizieren, sind in Fig. 8B gezeigt.

[0083] Was Fig. 9 betrifft, so ist dort die Konstruktion der Plasmide DS-2447-2 und DS-2448-17 gezeigt, wel-
che Tandemkopien der T7-V38-hia(11)- bzw. T7-V38-hia(33)-Genkassetten enthalten.

[0084] Was Fig. 10 betrifft, so ist dort in Feld A die Produktion von rHia-Proteinen aus Plasmiden dargestellt,
welche hia-Gene aus dem NTHi-Stamm 11 in voller Lange oder trunkiert codieren. Die Produktion von
rHia(11)-Protein in voller Lange war sehr gering. Es wurde ebenfalls eine geringe Expression fur die E21- und
T33-trunkierten rHia-Proteine beobachtet. Jedoch weisen die V38- und N52-trunkierten rHia-Proteine signifi-
kant verbesserte Expressionsspiegel auf. Wie in Fig. 10, Feld B, gezeigt ist, scheint die Produktion von V38
rHia (11) verstarkt zu werden, wenn das E. coli cer-Gen zu dem Expressionsplasmid zugefugt wird.

[0085] Was Fig. 11 betrifft, so wird dort ein Reinigungsschema fiir rHia-Proteine dargestellt, welche als Ein-
schlusskorper erzeugt werden. Zellen wurden durch Beschallung lysiert, und die Einschlusskorper durch Rei-
henextraktionen gereinigt. Die Einschlusskdrper wurden in Guanidiniumchlorid solubilisiert und Verunreinigun-
gen durch die Zugabe von Polyethylenglycol (PEG) ausgefallt. Die Zugabe von (NH,),SO, flhrte zu der Aus-
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fallung von rHia, und das rohe rHia wurde weiter durch Gelfiltration gereinigt.

[0086] Was Fig. 12 betrifft, so werden dort die gereinigten V38-rHia-Proteine aus den Stammen 11 und 33
dargestellt. Die Einschlusskdrper sind in Bahn 3 und das endgiiltige gereinigte Protein in Bahn 4 gezeigt. Die
abgeschatzte Reinheit des gereinigten Proteins ist groer als ca. 90%, wie durch SDS-PAGE-Densitometrie
bestimmt wurde.

[0087] Was Fig. 13 betrifft, so ist dort die SDS-PAGE-Analyse der Stabilitat von rHia-Proteinen, die wie hierin
beschrieben erzeugt wurden, wahrend 8 Wochen Lagerung mit oder ohne Glycerol bei 4°C und mit Glycerol
bei —20°C gezeigt. Das Protein ist unter jeder dieser Bedingungen stabil.

[0088] Was Fig. 14 betrifft, so wird dort die Immunogenitat von V38-rHia-Proteinen aus den Stdmmen 11 und
33 in CD-1-Mausen dargestellt. Bei Dosen von 0,3 bis 10 ug gibt es bei jedem Protein nach ein oder zwei Do-
sen eine starke Immunantwort. Bei diesen Spiegeln gibt es keine offensichtliche Dosisantwort. Ahnliche Ergeb-
nisse wurden in BALG/c-Mausen (Fig. 15A) und in Meerschweinchen (Fig. 15B) beobachtet, was zeigt, dass
rHia selbst bei 0,3 pg pro Dosis sehr immunogen war.

[0089] Was Fig. 16 betrifft, so ist dort der Schutz dargestellt, der von V38-rHia (33) vor einer Besiedlung durch
den NTHi-Stamm 33 geboten wird. Wie von Yang et al. (Ref. 20) beschrieben wird, ist ein nasopharyngeales
Besiedlungsmodell bei Chinchillas entwickelt worden, um einen Schutz vor diesem frihesten Stadium der Er-
krankung festzustellen. Das Modell wurde urspringlich fir NTHi-Stdmme eingerichtet, die hmw-Gene expri-
mieren, und musste fir NTHi-Stamme, die hia-Gene exprimieren, angepasst werden. Fir den Prototyp des
hmw exprimierenden Stamms (NTHi 12) konnten 102 bis 102 cfu verwendet werden, um eine Infektion einzu-
flhren, aber 5 x 108 cfu des NTHi-Stamms 33 wurden bendtigt, und selbst bei diesem hohen Spiegel konnte
mit dem Prototyp des hia exprimierenden Stamms 11 keine Infektion eingefiihrt werden. Bei einer Dosis von
100 g ist es offensichtlich, dass es in der immunisierten Gruppe einen partiellen Schutz gibt, auch wenn es
bei einer Dosis von 50 g keinen Schutz gibt. Ein solcher Schutz vor den frihen Stadien der Erkrankung ver-
anschaulicht den Nutzen der rHia-Adhasine als Impfstoffantigene.

[0090] Was Fig. 17 betrifft, so werden dort die Oligonukleotide dargestellt, die verwendet wurden, um zusatz-
liche Haemophilus influenzae-hia-Gene mit PCR zu amplifizieren. Die Sequenzen basieren auf den konservier-
ten amino- und carboxyterminalen Sequenzen der Hia- und Hsf-Proteine.

[0091] Was Fig. 18 betrifft, so wird dort die vollstdndige Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosaure-
sequenz des hia-Gens des NTHi-Stamms 33 dargestellt. Was Fig. 19 betrifft, so wird dort die vollstandige Nu-
kleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens des NTHi-Stamms 32 dargestellt. Was
Fig. 20 betrifft, so wird dort die vollstandige Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des
hia-Gens des NTHi-Stamms 29 dargestellt. Was Fig. 21 betrifft, so wird dort die vollstandige Nukleotidsequenz
und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens des NTHi-Stamms M4071 dargestellt. Was Fig. 22 be-
trifft, so wird dort die vollstandige Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens des
NTHi-Stamms K9 dargestellt. Was Fig. 23 betrifft, so wird dort die vollstandige Nukleotidsequenz und die ab-
geleitete Aminosauresequenz des hia-Gens des NTHi-Stamms K22 dargestellt. Was Fig. 24 betrifft, so wird
dort die vollstandige Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens des Haemophi-
lus influenzae Typ c-Stamms API dargestellt. Was Fig. 25 betrifft, so werden dort die vollstandige Nukleotidse-
quenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Locus aus dem NTHi-Stamm 12 dargestellt. Das
PCR-amplifizierte Fragment enthalt das 3'-Ende eines Gens, das mit dem HI1733-Gen aus dem Haemophilus
influenzae Typ d-Stamm Rd-Genom verwandt ist, verbunden mit dem 3'-Ende eines hia-Gens. Eine Ausrich-
tung des stromaufwarts liegenden ORF mit dem HI1733-Protein ist in Fig. 27 gezeigt.

[0092] Fig. 26 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens
aus dem NTHi-Stamm 11, wie sie in der vorstehend erwahnten U.S. 5,646,259 veréffentlicht sind.

[0093] Was Fig. 28 betrifft, so wird dort eine Ausrichtung der abgeleiteten Proteinsequenzen von Hsf, Hia und
der partiellen Sequenzen des M. catarrhalis 200 kDa-Proteins dargestellit.

[0094] Es ist fur einen Fachmann klar ersichtlich, dass die verschiedenen Ausfihrungsformen der vorliegen-
den Erfindung Verwendung finden bei Anwendungen auf den Gebieten der Impfung, Diagnose, Behandlung
einer Haemophilus-Infektion und Erzeugung von immunologischen Mitteln. Eine weitere nicht beschrankende
Diskussion solcher Verwendungen wird ferner nachstehend angegeben.
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Herstellung eines Impfstoffs und Verwendung

[0095] Immunogene Zusammensetzungen, die geeignet sind, um als Impfstoff verwendet zu werden, kdnnen
aus immunogenen rekombinanten Haemophilus influenzae Adhasin (rHia)-Proteinen von nicht typisierbaren
Haemophilus-Stammen, immunogenen Analogen und Fragmenten von diesen und/oder immunogenen Pepti-
den, wie sie hierin offenbart sind, hergestellt werden. Der Impfstoff ruft eine Immunantwort hervor, welche An-
tikorper, einschlieRlich anti-rHia-Antikdrpern und Antikérpern, die opsonisierend oder bakterizid sind, erzeugt.

[0096] Immunogene Zusammensetzungen, einschliellich Impfstoffen, kdnnen zur Injektion, als flissige L6-
sungen oder Emulsionen, hergestellt werden. Das rHia-Protein, immunogene Analoge und Fragmente von die-
sem und/oder immunogene Peptide kdnnen mit pharmazeutisch vertraglichen Arzneimitteltrdgern gemischt
werden, welche mit dem rHia-Protein, immunogenen Fragmenten, Analogen oder immunogenen Peptiden
kompatibel sind. Solche Arzneimitteltrager kbnnen Wasser, Salzlésung, Dextrose, Glycerol, Ethanol oder Kom-
binationen von diesen beinhalten.

[0097] Die immunogenen Zusammensetzungen und Impfstoffe kdnnen weiterhin Hilfssubstanzen wie z. B.
Benetzungs- oder Emulgiermittel, pH-puffernde Mittel oder Hilfsmittel, um die Wirksamkeit der Impfstoffe zu
erhohen, enthalten.

[0098] Die immunogenen Zusammensetzungen und Impfstoffe kdnnen parenteral, durch subkutane oder in-
tramuskulare Injektion verabreicht werden. Alternativ kénnen die immunogenen Zusammensetzungen, die ge-
maR der vorliegenden Erfindung gebildet wurden, in einer Weise formuliert und beférdert werden, dass sie eine
Immunantwort an Schleimhautoberflachen hervorrufen. So kénnen die immunogenen Zusammensetzungen
beispielsweise Uber den nasalen oder oralen (intragastrischen) Weg an Schleimhautoberflachen verabreicht
werden.

[0099] Die immunogene Zusammensetzung kann in Kombination mit einem Zielmolekil zur Beférderung zu
spezifischen Zellen des Immunsystems oder zu Schleimhautoberflachen bereitgestellt werden. Einige solcher
Zielmolekdle beinhalten Vitamin B12 und Fragmente von bakteriellen Toxinen, wie in der WO 92/17167 (Bio-
tech Australia Pty. Ltd.) beschrieben wird, und monoklonale Antikdrper, wie in dem U.S.-Patent Nr. 5,194,254
(Barber et al.) beschrieben wird.

[0100] Alternativ kbnnen andere Arten der Verabreichung, einschlieRlich Suppositorien und oraler Formulie-
rungen, wiinschenswert sein. Fur Suppositorien kénnen Bindemittel und Trager beispielsweise Polyalkylengly-
cole oder Triglyceride einschlielen. Orale Formulierungen kdnnen normalerweise eingesetzte Trager (incipi-
ents) wie z. B. Saccharin, Cellulose und Magnesiumcarbonat von pharmazeutischer Gute einschlieRen. Diese
Zusammensetzungen nehmen die Form von Lésungen, Suspensionen, Tabletten, Pillen, Kapseln, verzdgert
freisetzenden Formulierungen oder Pulvern an und enthalten ca. 1 bis 95% des rHia-Proteins, der Fragmen-
tanalogen und/oder Peptide.

[0101] Die Impfstoffe kbnnen in einer Weise verabreicht werden, die mit der Dosisformulierung kompatibel ist,
und in einer solchen Menge, wie sie therapeutisch wirksam, schitzend und immunogen sein wird. Die zu ver-
abreichende Menge hangt von dem zu behandelnden Subjekt, einschlielich z. B. der Kapazitat des Immun-
systems des Individuums ab, Antikérper zu synthetisieren, und wenn nétig, eine zellvermittelte Immunantwort
zu erzeugen. Die genauen Mengen des aktiven Bestandteils, die verabreicht werden missen, hangen von der
Beurteilung des praktizierenden Arztes ab. Jedoch sind geeignete Dosisbereiche von einem Fachmann leicht
zu bestimmen und kénnen in der Gré3enordnung von Mikrogramm des rHia, der Analogen und Fragmente von
diesem und/oder Peptide liegen. Geeignete Regimes zur Primarverabreichung und fir Verstarkungsdosen
sind ebenfalls variabel, kdnnen aber eine Primarverabreichung, gefolgt von anschlieRenden Verabreichungen,
beinhalten. Die Dosis des Impfstoffs kann ebenfalls von dem Weg der Verabreichung abhangen und wird ent-
sprechend der Groflie des Wirtes variieren.

[0102] Die Nukleinsauremolekile, welche die rHia-Proteine von nicht typisierbaren Haemophilus codieren,
kdnnen ebenfalls direkt zur Immunisierung durch Verabreichung der DNA direkt, beispielsweise durch Injektion
zur genetischen Immunisierung oder durch Konstruieren eines Lebendvektors wie z. B. Salmonella, BCG, Ade-
novirus, Pockenvirus, Vaccinia- oder Poliovirus, welche das Nukleinsduremolekil enthalten, verwendet wer-
den. Eine Diskussion von gewissen Lebendvektoren, die verwendet worden sind, um heterologe Antigene in
das Immunsystem zu tragen, ist beispielsweise in O'Hagen (1992) (Ref. 16) enthalten. Prozesse fiir die direkte
Injektion der DNA in Testsubjekte zur genetischen Immunisierung werden z. B. in Ulmer et al. 1993 (Ref. 17)
beschrieben.
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[0103] Die Immunogenitat kann signifikant verbessert werden, wenn die Antigene zusammen mit Hilfsmitteln
verabreicht werden, die gewdhnlich als eine 0,05 bis 1,0 Prozent-Lésung in phosphatgepufferter Salzlésung
verwendet werden. Hilfsmittel verstarken die Immunogenitat eines Antigens, sind aber nicht notwendigerweise
selbst immunogen. Hilfsmittel kdnnen wirken, indem sie das Antigen lokal nahe der Verabreichungsstelle zu-
ruckhalten, um eine Depotwirkung zu erzeugen, welche eine langsame, verzdgerte Freisetzung des Antigens
an Zellen des Immunsystems erleichtert. Hilfsmittel kbnnen ebenfalls Zellen des Immunsystems zu einem An-
tigendepot hinziehen und solche Zellen stimulieren, um Immunantworten hervorzurufen.

[0104] Immunstimulatorische Mittel oder Hilfsmittel sind Uber viele Jahre verwendet worden, um die Immu-
nantworten eines Wirts auf beispielsweise Impfstoffe zu verbessern. Intrinsische Hilfsmittel wie z. B. Lipopoly-
saccharide sind normalerweise die Komponenten von abgetéteten oder abgeschwachten Bakterien, die als
Impfstoffe verwendet werden. Extrinsische Hilfsmittel sind Immunmodulatoren, welche typischerweise nicht
kovalent mit Antigenen verknipft sind und formuliert sind, um die Immunantworten eines Wirts zu verstarken.
So wurden Hilfsmittel identifiziert, welche die Immunantwort auf Antigene, die parenteral gegeben werden, ver-
starken. Einige dieser Hilfsmittel sind jedoch toxisch und kénnen unerwiinschte Nebenwirkungen verursachen,
was diese zur Verwendung in Menschen und vielen Tieren ungeeignet macht. In der Tat werden routinemafig
nur Aluminiumhydroxid und Aluminiumphosphat (zusammen Ublicherweise als Alaun bezeichnet) als Hilfsmit-
tel in Human- und Veterinarimpfstoffen verwendet. Die Effizienz von Alaun bei der Verstarkung von Antikor-
perantworten auf Diphterie- und Tetanustoxoide ist gut etabliert.

[0105] Ein weiter Bereich von extrinsischen Hilfsmitteln kann starke Immunantworten auf Antigene hervorru-
fen. Diese beinhalten die spezifischen Hilfsmittel, die oben detailliert angegeben sind, wie auch Saponine, die
mit Membranproteinantigenen komplexiert sind (immunstimulierende Komplexe), pluronische Polymere mit
Mineraldl, abgetttete Mycobakterien und Mineraldl, Freund's vollstdndiges Adjuvans, bakterielle Produkte wie
z. B. Muramyldipeptid (MDP) und Lipopolysaccharid (LPS), wie auch Lipid A und Liposomen.

[0106] Um effizient humorale Immunantworten (HIR) und eine zellvermittelte Immunitat (CMI) zu induzieren,
werden Immunogene in Hilfsmitteln emulgiert. Viele Hilfsmittel sind toxisch, induzieren Granulome, akute und
chronische Entziindungen (Freund's vollstandiges Adjuvans, FCA), Zytolyse (Saponine und pluronische Poly-
mere) und Pyrogenizitat, Arthritis und Uveitis anterior (LPS und MDP). Obwohl FCA ein ausgezeichnetes Hilfs-
mittel ist und in der Forschung weithin verwendet wird, ist es zur Verwendung in Human- oder Veterinarimpf-
stoffen aufgrund seiner Toxizitat nicht zugelassen.

[0107] Winschenswerte Charakteristika von idealen Hilfsmitteln beinhalten:
(1) das Fehlen von Toxizitat;
(2) die Fahigkeit, eine lang andauernde Immunantwort zu stimulieren;
(3) die Einfachheit der Herstellung und die Stabilitat bei einer Langzeitlagerung;
(4) die Fahigkeit, sowohl CMI als auch HIR auf Antigene, die wenn nétig Uber verschiedene Wege verab-
reicht werden, hervorzurufen;
(5) die Synergie mit anderen Hilfsmitteln;
(6) die Fahigkeit, selektiv mit Populationen antigenprasentierender Zellen (APC) wechselzuwirken;
(7) die Fahigkeit, spezifisch geeignete T,1- oder T2-zellspezifische Immunantworten hervorzurufen; und
(8) die Fahigkeit, die Spiegel geeigneter Antikdrperisotypen (z. B. IgA) gegen Antigene selektiv zu erhdhen.

[0108] Das U.S.-Patent Nr. 4,855,283, das fur Lockhoff et al. am B. August 1989 erteilt wurde, lehrt Glycoli-
pidanaloge einschlieRlich N-Glycosylamiden, N-Glycosylharnstoffen und N-Glycosylcarbamaten, welche je-
weils in dem Zuckerrest durch eine Aminosdure substituiert sind, als Immunmodulatoren oder Hilfsmittel. So
berichteten Lockhoff et al. 1991 (Ref. 18), dass N-Glycolipidanaloge, die strukturelle Ahnlichkeiten mit den na-
turlich vorkommenden Glycolipiden, wie z. B. Glycosphingolipiden und Glycoglycerolipiden, zeigen, in der
Lage sind, sowohl bei Herpes simplex-Virus-Impfstoff als auch Pseudorabies-Virus-Impfstoff starke Immunant-
worten hervorzurufen. Einige Glycolipide wurden aus langkettigen Alkylaminen und Fettsauren, die direkt mit
den Zuckern durch das anomere Kohlenstoffatom verknipft sind, synthetisiert, um die Funktionen der nattirlich
vorkommenden Lipidreste nachzuahmen.

[0109] Das U.S.-Patent Nr. 4,258,029 (ehrt, dass Octadecyltyrosinhydrochlorid (OTH) als ein Hilfsmittel fun-
giert, wenn es mit Tetanustoxoid und formalininaktiviertem Typ I, Il und Il Poliomyelitisvirus-Impfstoff komple-
xiert wird. Ebenfalls berichteten Nixon-George et al. 1990 (Ref. 19), dass Octadecylester von aromatischen
Aminosauren, die mit einem rekombinanten Hepatitis B-Oberflachenantigen komplexiert wurden, die Immu-
nantworten eines Wirts auf Hepatitis B-Virus verstarkten.
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Immuntests

[0110] Das rHia-Protein eines nicht typisierbaren Stammes von Haemophilus, Analoge und Fragmente von
diesem sind nitzlich als Immunogene, als Antigene in Immuntests, einschlieRBlich enzymverknipften Immun-
sorbenztests (ELISA), RIAs und anderen nicht enzymverknipften Antikérperbindungstests oder Prozeduren,
die im Stand der Technik zum Nachweis von antibakteriellen, Haemophilus- und/oder Hia-Antikdrpern bekannt
sind. In ELISA-Tests wird das Hia-Protein, Analoge und Fragmente, auf einer ausgewahlten Oberflache immo-
bilisiert, beispielsweise einer Oberflache, die in der Lage ist, Proteine oder Peptide zu binden, wie beispiels-
weise den Vertiefungen einer Polystyrol-Mikrotiterplatte. Nach einem Waschen, um unvollstandig adsorbiertes
Hia-Protein, Analoge und/oder Fragmente zu entfernen, kann ein nicht spezifisches Protein, wie z. B. eine L6-
sung von Rinderserumalbumin (BSA) oder Casein, von dem bekannt ist, dass es in Bezug auf die Testprobe
als Antigen neutral ist, an die ausgewahlte Oberflache gebunden werden. Dieses ermdéglicht eine Blockierung
der nicht spezifischen Adsorptionsstellen auf der immobilisierenden Oberflache und verringert somit den Hin-
tergrund, der durch nicht spezifische Bindungen von Antiseren an die Oberflache verursacht wird.

[0111] Die immobilisierende Oberflache wird dann mit einer zu testenden Probe, wie z. B. klinischen oder bi-
ologischen Materialien, in einer Weise in Kontakt gebracht, die fur eine Immunkomplex(Antigen/Antikérper)-Bil-
dung forderlich ist. Dieses kann das Verdinnen der Probe mit Verdiinnungsmitteln wie z. B. BSA, Rindergam-
maglobulin (BGG) und/oder phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)/Tween einschlielen. Die Probe wird dann
fiir ca. 2 bis ca. 4 Stunden bei Temperaturen wie beispielsweise in der Grofenordnung von ca. 25 bis ca. 37°C
inkubieren gelassen. Nach der Inkubation wird die mit der Probe in Kontakt gebrachte Oberflache gewaschen,
um nicht immunkomplexiertes Material zu entfernen. Der Waschvorgang kann ein Waschen mit einer Lésung
wie z. B. PBS/Tween oder einem Boratpuffer einschlief3en.

[0112] Nach der Bildung von spezifischen Immunkomplexen zwischen der Testprobe und dem gebundenen
Hia-Protein, Analogen und/oder Fragmenten, und einer anschlieRenden Wasche kann das Auftreten und sogar
die Menge der Immunkomplexbildung bestimmt werden, indem der Immunkomplex einem zweiten Antikérper
mit Spezifitat fur den ersten Antikdrper ausgesetzt wird. Wenn die Testprobe menschlichen Ursprungs ist, ist
der zweite Antikorper ein Antikdrper mit Spezifitat fir menschliche Immunglobuline und im Allgemeinen IgG.
Um Mittel zum Nachweis bereitzustellen, kann der zweite Antikdrper eine assoziierte Aktivitat wie beispielswei-
se eine enzymatische Aktivitat aufweisen, die z. B. eine Farbentwicklung bei Inkubation mit einem geeigneten
chromogenen Substrat erzeugen wird. Eine Quantifizierung kann dann erreicht werden, indem das Ausmalf}
der Farberzeugung gemessen wird, indem beispielsweise ein Spektrophotometer fir sichtbare Spektren ver-
wendet wird.

Verwendung von Sequenzen als Hybridisierungssonden

[0113] Die hierin beschriebenen Nukleotidsequenzen, welche die neu isolierten und charakterisierten Se-
quenzen der hia-Gene umfassen, erlauben die Identifizierung und Klonierung der hia-Gene aus anderen nicht
typisierbaren Stammen von Haemophilus.

[0114] Die Nukleotidsequenzen, welche die Sequenz der hierin beschriebenen hia-Gene umfassen, sind auf-
grund ihrer Fahigkeit, selektiv Doppelstrangmolekile mit komplementaren Strangen anderer hia-Gene zu bil-
den, nutzlich. Abhangig von der Anwendung kann eine Vielzahl von Hybridisierungsbedingungen eingesetzt
werden, um variierende Grade an Selektivitat der Sonde gegentiber den anderen hia-Genen in anderen Stam-
men eines nicht typisierbaren Haemophilus zu erreichen. Fir einen hohen Grad an Selektivitat werden relativ
stringente Bedingungen verwendet, um die Doppelstrange zu bilden, wie z. B. Bedingungen mit wenig Salz
und/oder hoher Temperatur, wie sie beispielsweise durch 0,02 M bis 0,15 M NaCl bei Temperaturen zwischen
ca. 50°C bis 70°C bereitgestellt werden. Fur einige Anwendungen werden weniger stringente Hybridisierungs-
bedingungen bendtigt, wie z. B. 0,15 M bis 0,9 M Salz, bei Temperaturen, die von zwischen 20°C bis 55°C rei-
chen. Die Hybridisierungsbedingungen kénnen ebenfalls durch die Zugabe von steigenden Mengen an Forma-
mid, um den Hybriddoppelstrang zu destabilisieren, stringenter gemacht werden. So kdnnen die besonderen
Hybridisierungsbedingungen leicht manipuliert werden und werden im Allgemeinen ein Verfahren der Wahl
sein, das von den gewilnschten Ergebnissen abhangt. Im Allgemeinen sind geeignete Hybridisierungstempe-
raturen in der Gegenwart von 50% Formamid und 0,15 M NaCl: 42°C fir ein hia-Gen, welches zu ca. 95 bis
100% homolog zu dem Zielnukleinsaurefragment ist, 37°C fiir ca. 90 bis 95% Homologie und 32°C fiir ca. 85
bis 90% Homologie.

[0115] In einem klinischen diagnostischen Beispiel kdnnen die Nukleinsduresequenzen der hia-Gene in Kom-
bination mit einem geeigneten Mittel, wie z. B. einer Markierung, zur Bestimmung der Hybridisierung verwendet
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werden. Eine breite Vielzahl von geeigneten Indikatormitteln ist im Stand der Technik bekannt, einschlieRlich
radioaktiver, enzymatischer oder anderer Liganden, wie z. B. Avidin/Biotin, welche in der Lage sind, ein nach-
weisbares Signal zu liefern. Bei einigen diagnostischen Ausfiihrungsformen kann eine Enzymmarkierung wie
z. B. Uresse, alkalische Phosphatase oder Peroxidase an Stelle einer radioaktiven Markierung verwendet wer-
den. In dem Fall von Enzymmarkierungen sind kolorimetrische Indikatorsubstrate bekannt, welche eingesetzt
werden kénnen, um ein Mittel bereitzustellen, das fir das menschliche Auge oder spektrophotometrisch sicht-
bar ist, um eine spezifische Hybridisierung mit Proben, die his-Gensequenzen enthalten, zu identifizieren.

[0116] Die Nukleinsduresequenzen von his-Genen sind als Hybridisierungssonden bei Lésungshybridisierun-
gen und bei Beispielen, die Festphasenprozeduren einsetzen, niitzlich. Bei Beispielen, an denen Festphasen-
prozeduren beteiligt sind, wird die Test-DNA (oder RNA) aus Proben, wie z. B. klinischen Proben, einschlieflich
Exudaten, Kdrperflissigkeiten (z. B. Serum, Amnionflussigkeit, Mittelohreffusion, Sputum, Bronchioalveolar-
spulungsflissigkeit) oder sogar Geweben, auf einer ausgewahlten Matrix oder Oberflache adsorbiert oder in
anderer Weise befestigt. Die befestigte, einzelstrangige Nukleinsaure wird dann einer spezifischen Hybridisie-
rung mit ausgewahlten Sonden, welche die Nukleinsduresequenzen der hia-Gene oder von Fragmenten von
diesen umfassen, unter gewtinschten Bedingungen unterzogen. Die ausgewahlten Bedingungen werden von
den besonderen Umstanden abhangen, die auf den bendtigten bestimmten Kriterien basieren, die z. B. von
dem G+C-Gehalt, dem Typ der Zielnukleinsdure, der Quelle der Nukleinsaure, der GrolRe der Hybridisierungs-
sonde usw. abhangen. Nach dem Waschen der Hybridisierungsoberflache, um so nicht spezifisch gebundene
Sondenmolekile zu entfernen, wird die spezifische Hybridisierung mit Hilfe der Markierung nachgewiesen oder
sogar quantifiziert. Ein Beispiel wahlt Nukleinsauresequenzteile aus, welche bei den Spezies von Haemophilus
konserviert sind. Die ausgewahlte Sonde kann wenigstens 18 bp in der Lange aufweisen und kann in dem Be-
reich von 30 bis 90 bp Lange liegen.

Expression der Haemophilus influenzae Adhéasin-Gene

[0117] Plasmidvektoren, welche Replikon- und Kontrollsequenzen enthalten, welche von Spezies abgeleitet
sind, die mit der Wirtszelle kompatibel sind, kénnen zur Expression der hia-Gene in Expressionssystemen ver-
wendet werden. Der Vektor tragt gewdhnlich eine Replikationsstelle wie auch markierende Sequenzen, welche
in der Lage sind, in transformierten Zellen eine phanotypische Selektion bereitzustellen. Beispielsweise kann
E. coli unter Verwendung von pBR322 transformiert werden, welches Gene fur eine Ampicillin- und Tetracyc-
linresistenz enthalt und somit ein leichtes Mittel zur ldentifizierung transformierter Zellen bereitstellt. Das
pBR322-Plasmid, oder ein anderes mikrobielles Plasmid oder ein Phage, muss ebenfalls Promotoren enthal-
ten oder modifiziert werden, um diese zu enthalten, welche von der Wirtszelle zur Expression ihrer eigenen
Proteine verwendet werden kénnen.

[0118] Zusatzlich kdnnen Phagenvektoren, die Replikon- und Kontrollsequenzen enthalten, die mit dem Wirt
kompatibel sind, als ein transformierender Vektor in Verbindung mit diesen Wirten verwendet werden. Bei-
spielsweise kann der Phage in Lambda GEM™-11 benutzt werden, um rekombinante Phagenvektoren zu er-
zeugen, welche verwendet werden kénnen, um Wirtszellen wie z. B. E. coli LE392 zu transformieren.

[0119] Promotoren, die Uiblicherweise bei der Konstruktion rekombinanter DNA verwendet werden, beinhalten
das B-Lactamase-(Penicillinase) und Lactosepromotorsystem und andere mikrobielle Promotoren wie z. B. das
T7-Promotorsystem, das hierin in bevorzugten Ausfliihrungsformen eingesetzt wird (U.S.-Patent 4,952,496).
Details bezlglich der Nukleotidsequenzen von Promotoren sind bekannt, was einer Fachkraft ermoglicht, die-
se funktional mit Genen zu verbinden. Der verwendete besondere Promotor wird im Allgemeinen eine Frage
der Wahl sein, die von den gewiinschten Ergebnissen abhangt. Wirte, die zur Expression des Hia-Proteins und
immunologischer Fragmente oder Analoga von diesem geeignet sind, beinhalten E. coli, Bordetella-Spezies,
Bacillus-Spezies, Haemophilus, Pilze, Hefe, oder es kann das Baculovirus-Expressionssystem verwendet wer-
den. E. coli ist der bevorzugte Wirt, welcher hierin verwendet wird.

[0120] Hia-Proteine kdnnen durch rekombinante Verfahren erzeugt werden, insbesondere wenn das naturlich
vorkommende Hia-Protein, wie es aus einer Kultur einer Spezies von Haemophilus gereinigt wird, Spurenmen-
gen von toxischen Materialien oder andere Verunreinigungen beinhalten kénnte. Dieses Problem kann vermie-
den werden, indem rekombinant erzeugtes Hia-Protein in heterologen Systemen verwendet wird, welches aus
dem Wirt in einer Weise isoliert werden kann, dass Verunreinigungen in den gereinigten Materialien minimiert
werden, indem speziell die hierin beschriebenen Konstrukte eingesetzt werden.
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BIOLOGISCHE HINTERLEGUNGEN

[0121] Ein Vektor, welcher eine Nukleinsaure enthalt, die fir ein Protein mit hohem Molekulargewicht eines
nicht typisierbaren Stammes von Haemophilus codiert, welches hierin beschrieben und auf welches hierin Be-
zug genommen wird, wurde bei der American Type Culture Collection (ATCC), welche an dem University Bou-
levard, 10801 Manassas, Virginia 20110-2209, USA gelegen ist, gemal dem Budapester Vertrag und vor der
Einreichung dieser Anmeldung hinterlegt. Proben des hinterlegten Vektors werden der Offentlichkeit zugang-
lich werden, und alle Beschrankungen, die fur den Zugang zu den Hinterlegungen auferlegt wurden, werden
bei Erteilung eines Patents auf der Basis dieser U.S.-Patentanmeldung entfernt werden. Zusatzlich wird die
Hinterlegung ausgetauscht werden, wenn lebensfahige Proben von der Hinterlegungsstelle nicht abgegeben
werden kénnen. Die hierin beschriebene und beanspruchte Erfindung soll im Umfang nicht durch die hinterleg-
ten biologischen Materialien eingeschrankt werden, da die hinterlegte Ausfiihrungsform nur als eine Veran-
schaulichung der Erfindung gedacht ist.

Zusammenfassung der Hinterlegung

Plasmid ATCC Hinterlegungsdatum
BK-96-2-11 203771 11. Februar 1999

BEISPIELE

[0122] Die obige Offenbarung beschreibt die vorliegende Erfindung allgemein. Ein vollstdndigeres Verstand-
nis kann durch Bezug auf die folgenden spezifischen Beispiele erhalten werden. Diese Beispiele werden ledig-
lich zu Zwecken der Veranschaulichung beschrieben und sind nicht gedacht, um den Umfang der Erfindung zu
beschranken. Anderungen in der Form und Austausch durch Aquivalente sind beabsichtigt, wie es die Umstan-
de nahe legen kdnnen oder als zweckdienlich erscheinen lassen. Auch wenn hierin spezifische Ausdriicke ein-
gesetzt wurden, sind solche Ausdriicke in einem beschreibenden Sinn und nicht zu Zwecken der Beschran-
kung gedacht.

[0123] Von Verfahren der molekularen Genetik, Proteinbiochemie, Immunologie und Fermentationstechnolo-
gie, die in dieser Offenbarung und diesen Beispielen verwendet werden, aber nicht explizit beschrieben wer-
den, wird in der wissenschaftlichen Literatur reichlich berichtet, und diese liegen ganz innerhalb der Fahigkei-
ten der Fachleute.

Beispiel 1

[0124] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion des Plasmids DS-2008-2-3, welches rHia-Proteine in vol-
ler Lange aus dem NTHi-Stamm 11 exprimiert.

[0125] Chromosomale DNA wurde aus dem NTHi-Stamm 11 gereinigt, und das hia-Gen in voller Lange wurde
unter Verwendung der Oligonukleotide (5038.SL und 5039.SL), die in Fig. 1B beschrieben werden, mit PCR
amplifiziert. Eine Ndel-Stelle wurde an dem 5'-Ende des Gens gentechnisch eingefihrt, und eine BamHI-Stelle
wurde an dem 3'-Ende zur Klonierung in den pT7-7-Expressionsvektor (Ref. 21) gentechnisch eingefiihrt. Das
amplifizierte Fragment wurde mit Ndel/BamHI verdaut und in pT7-7 kloniert, welcher mit denselben Enzymen
verdaut worden war. Das Plasmid DS-2008-2-3 enthalt ein hia-Gen aus Stamm 11 mit 3,4 kb stromabwarts des
T7-Promotors (Fig. 1A). Das Plasmid wurde verwendet, um rekombinantes Hia zu exprimieren (Beispiel 9 un-
ten).

Beispiel 2

[0126] Dieses Beispiel veranschaulicht die Erkennung von rHia durch einen anti-natives Adhasin mit hohem
Molekulargewicht aus Moraxella catarrhalis-Antikorper.

[0127] Es gibt eine gewisse Sequenzkonservierung, die zwischen den Haemophilus influenzae-Hia-Protei-
nen und einem Adhasin mit hohem Molekulargewicht aus Moraxella catarrhalis, das in dem vorstehend er-
wahnten U.S.-Patent Nr. 5,808,024 als das M. catarrhalis 200 kDa-Protein identifiziert wurde, beobachtet wur-
de (Fig. 28). Das native M. catarrhalis 200 kDa-Protein wurde wie in dem U.S.-Patent Nr. 5,808,024 beschrie-
ben gelgereinigt, und anti-natives 200 kDa-Antikérper aus Meerschweinchen wurde erzeugt. Das T7-hia-Gen
wurde aus dem Plasmid DS-2008-2-3 exprimiert, und die Zellkultur, welche das rHia-Protein enthielt, wurde
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auf eine Nitrocellulosemembran elektrogeblottet. Eine Immunoblotanalyse unter Verwendung des anti-natives
200 kDa-Antikorpers zeigte, dass der Antikdrper das rHia-Protein erkannte, wie man in Fig. 2 sieht.

Beispiel 3

[0128] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion der Plasmide DS-2092-1 und DS-2092-40, welche Tan-
demkopien der T7-hia(11)-Genkassetten enthalten.

[0129] Um die Produktion von rekombinantem Hia-Protein in voller Ladnge zu verbessern, wurden Tandemko-
pien der T7-hia-Genkassette, welche das hia-Gen von Stamm 11 enthielt (Beispiel 1), in einen einzigen Vektor
eingefihrt. Das Plasmid DS-2008-2-3 wurde mit Bglll linearisiert und dephosphoryliert. Das Plasmid
DS-2008-2-3 wurde ebenfalls mit Bglll und BamHI verdaut, um die T7-hia-Genkassette auszuschneiden. Das
T7-hia-Fragment wurde in den linearisierten Vektor ligiert, um das Plasmid DS-2092-1, welches zwei Kopien
des T7-hia-Gens in einer Gegenuhrzeigersinn-Orientierung (a, a) enthalt, und das Plasmid DS-2092-40, wel-
ches Tandemkopien in entgegengesetzten Orientierungen (a, c¢) enthalt, zu erzeugen (Fig. 3). Es gab keine
offensichtliche Verbesserung bei der Expression von rHia bei irgendeinem Konstrukt (siehe Beispiel 9 unten).

Beispiel 4

[0130] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion von Plasmiden, welche trunkierte hia-Gene aus Stamm 11
exprimieren.

[0131] Die Produktion des rHia-Proteins aus einzelnen oder Tandemkopien der T7-hia-Genkassette war sehr
gering, und das Protein schien fir E. coli toxisch zu sein (wie unten in Beispiel 9 beschrieben wird). Da H. in-
fluenzae Hia ein an der Oberflache exponiertes Adhasin-Molekdl ist, muss es entweder eine Signalsequenz
oder ein akzessorisches Protein(e) zur Sekretion benutzen, es sind aber keine bekannten akzessorischen
Gene daran beteiligt. Wenn die Signalsequenz zur Expression des rekombinanten Proteins in E. coli entfernt
wirde, kdnnte das rHia in Form von Einschlusskérpern exprimiert werden und die toxische Wirkung verringert
werden. Eine mutmalliche Signalsequenz und Spaltungsstellen wurden identifiziert, und vier Konstrukte, die
N-terminal trunkierte Hia-Proteine exprimierten, wurden entworfen (Fig. 4). Es gibt eine einmalige Styl-Stelle
in dem hia-Gen des Stamms 11, ca. 500 bp von dem Startcodon entfernt. Das Plasmid DS-2008-2-3 wurde mit
Ndel und Styl verdaut und das Vektorfragment mit 5,7 kb gereinigt (Eig. 5A). PCR-Primer wurden entworfen,
um ausgehend von der Trunkierungsstelle bis zu der Styl-Stelle zu amplifizieren, und eine einmalige Nhel-Stel-
le wurde in den Gegensinn-Primer eingefiihrt, um auf trunkierte Klone zu screenen (Eig. 5B). Die amplifizierten
Fragmente wurden zur leichteren Handhabung in pCRII subkloniert, was die Plasmide DS-2153R-1-2 (E21),
DS-2165-4-8 (T33), DS-2153-3-5 (V38) und DS-2153-4-4 (N52) erzeugte. Die pCRII-hia-Plasmide wurden mit
Ndel und Styl verdaut und die Fragmente mit dem Vektorstiick aus DS-2008-2-3 ligiert. Die Plasmide
DS-2186-1-1 (E21), DS-2201-1 (T33), DS-2186-2-1 (V38) und DS-2168-2-6 (N52) wurden erzeugt, welche den
T7-Promotor und trunkierte hia-Gene enthielten, wie in Klammern angegeben ist. Diese Plasmide wurden ver-
wendet, um rekombinantes Hia zu exprimieren (siehe Beispiel 9 unten).

Beispiel 5

[0132] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion des Plasmids BK-96-2-11, welches die
T7-V38-hia(11)-Kassette, das E. coli cer-Gen und das Kanamycinresistenzgen enthalt.

[0133] Das Plasmid DS-1843-2 ist ein auf pBR328 basierendes Plasmid, in welches eine multiple Klonie-
rungsstelle und zwei Transkriptionsterminatoren auf Oligonukleotiden zwischen den EcoRI- und Pstl-Stellen
eingeflhrt wurden, wodurch sowohl das Chloramphenicol- als auch das Ampicillinresistenzgen zerstért wurde
(Fig. 6B). Das Kanamycinresistenzgen aus pUC-4K wurde an der Sall-Stelle eingefihrt, um das Plasmid
DS-2147-1 zu erzeugen, welches kanamycinresistent und tetracyclinempfindlich ist. Das Plasmid DS-2224-1-4
ist ein pUC-Plasmid, welches ein synthetisches E. coli cer-Gen enthalt (Ref. 15), das aus Oligonukleotiden kon-
struiert wurde und durch BamHI-Stellen flankiert ist. Das BamHI-Fragment mit 290 bp des cer-Gens wurde in
die BamHI-Stelle von DS 2147-1 eingefugt, was das Plasmid BK-2-1-2 erzeugte. Dieses auf pBR basierende
Plasmid enthalt somit eine multiple Klonierungsstelle, das Kanamycinresistenzgen und das cer-Gen. Das Plas-
mid BK-2-1-2 wurde mit Bglll linearisiert und dephosphoryliert. Das Plasmid DS-2186-2-1 wurde mit Bglll und
BamHI verdaut, und das T7-V38-hia-Fragment mit 3,6 kb wurde in BK-2-1-2 eingefugt, was das Plasmid BK
96-2-11 erzeugte (Fig. 6A).

16/304



DE 600 37 413 T2 2008.06.19
Beispiel 6

[0134] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion der Plasmide DS-2242-1 und DS-2242-2, welche das
hia-Gen des NTHi-Stamms 33 in voller Lange in der Gegenwart des E. coli cer-Gens exprimieren.

[0135] Chromosomale DNA wurde aus dem NTHi-Stamm 33 gereinigt, und eine PCR-Amplifikation wurde
durchgefihrt, indem die Oligonukleotide 5039.SL und 5040.SL verwendet wurden (Fig. 17). Der Sinn-Primer
(5040.SL) wurde auf der Basis der 5'-flankierenden Sequenz von hia aus Stamm 11 und der konservierten ami-
noterminalen Sequenzen der NTHi-Hia- und Hib-Hsf-Proteine entworfen. Der Gegensinn-Primer (5039.SL)
war derselbe wie der, der in Beispiel 1 beschrieben wird, und dieser basierte auf den konservierten carboxy-
terminalen Sequenzen der Hia- und Hsf-Proteine. Das hia-PCR-Fragment aus Stamm 33 mit 3 kb wurde in
pCRII kloniert, was das Plasmid DS-1917-3-8 erzeugte.

[0136] Um das hia-Gen des Stamms 33 in voller Lange zu exprimieren, wurden ungefahr 106 bp des 5'-Endes
des Gens ausgehend von dem Startcodon bis zu einer AlwNI-Stelle aus Oligonukleotiden synthetisiert
(Fig. 7B). Das Plasmid DS-1917-3-8 wurde mit Alwnl und BamHI verdaut, und das Fragment mit ungefahr 2,9
kb, welches das hia-Gen enthielt, wurde gereinigt. Das Plasmid pT7-7 wurde mit Ndel und BamH]I verdaut. Die
Ndel-AlwNI-Oligonukleotide und das AlwNI-BamHlI-hia-Fragment wurden in den pT7-7-Vektor ligiert, was das
Plasmid DS-2103-4 erzeugte.

[0137] Um das E. coli cer-Gen aufzunehmen und eine Kanamycinselektion zu benutzen, wurde das
Bglll-BamHI-Fragment, welches die T7-hia(33)-Genkassette enthielt, aus DS-2103-4 ausgeschnitten und in
BK-2-1-1 kloniert, welches mit Bglll verdaut und dephosphoryliert worden war. Die Plasmide DS-2242-1 und
DS-2242-2 enthalten einzelne Kopien der T7-hia(33)-Genkassette in entgegengesetzten Orientierungen, das
E. coli cer-Gen und das Kanamycinresistenzgen (Eig. 7A).

Beispiel 7

[0138] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion des Plasmids DS-2340-2-3, welches eine T7-hia-Genkas-
sette mit einem trunkierten V38-hia-Gen aus Stamm 33, das E. coli cer-Gen und das Kanamycinresistenzgen
enthalt.

[0139] PCR-Primer wurden entworfen, um ein 250 bp-Fragment des 5'-Endes des hia-Gens aus NTHi-Stamm
33 ausgehend von einem V38-Startcodon bis zu einer inneren SnaBlI-Stelle zu amplifizieren. Eine Ndel-Stelle
wurde an dem 5'-Ende zu Klonierungszwecken angefligt, und das Fragment wurde amplifiziert, indem das
Plasmid DS-2242-1 als Matrize verwendet wurde. Das Konstruktionsschema ist in Fig. 8A gezeigt, und die
PCR-Primer sind in Eig. 8B gezeigt. Das Fragment wurde in pCRII kloniert, was das Plasmid DS-2328-1-1 er-
zeugte. DS-2242-1 wurde mit Ndel und SnaBl verdaut, und das Vektorfragment mit 8,5 kb gereinigt.
DS-2328-1-1 wurde mit Ndel und SnaBl verdaut, und das 5'-hia-Fragment mit 0,25 kb wurde mit dem Vektor-
fragment mit 8,5 kb aus DS-2242-1 ligiert, um das Plasmid DS-2340-2-3 zu erzeugen.

Beispiel 8

[0140] Dieses Beispiel stellt die Konstruktion der Plasmide DS-2447-2 und DS-2448-17 dar, welche Tandem-
kopien der T7-V38-hia(11)- bzw. T7-V38-hia(33)-Genkassetten, das E. coli cer-Gen und ein Kanamycinresis-
tenzgen enthalten.

[0141] Das Plasmid BK-96-2-11, welches eine T7-V38-hia(11)-Genkassette enthalt, wurde mit Bglll lineari-
siert und dephosphoryliert. Die Bglll-BamHI-T7-V38-hia(11)-Genkassette aus DS-2186-2-1 wurde in
BK-96-2-11 ligiert, was das Plasmid DS-2447-2 erzeugte, welches Tandemkopien des T7-V38-hia(11)-Gens in
derselben Orientierung enthalt (Fig. 9A).

[0142] Das Plasmid DS-2340-2-3 wurde mit EcoRI verdaut, und die T7-V38-hia(33)-Genkassette wurde in
pUC-BgXb subkloniert, welches mit EcoRI verdaut und dephosphoryliert worden war. Das resultierende Plas-
mid, DS-2440-2, wurde mit Bglll und BamHI verdaut, um die T7-V38-hia(33)-Kassette freizusetzen, die mit
DS-2340-2-3 ligiert wurde, welches mit Bglll linearisiert und dephosphoryliert worden war. Das Plasmid
DS-2448-17 enthalt Tandem-T7-V38-hia(33)-Gene in derselben Orientierung (Fig. 9B).
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Beispiel 9

[0143] Dieses Beispiel veranschaulicht die Expression von rekombinanten hia-Genen in voller Lange und
trunkiert.

[0144] DNA aus Expressionsplasmiden, die wie in den vorhergehenden Beispielen beschrieben hergestellt
wurden, wurde in elektrokompetente E. coli BL21 (DE3)-Zellen unter Verwendung eines BioRad Elektropora-
tors eingefuhrt. Die Zellen wurden bei 37°C in NZCYM-Medium unter Verwendung der geeigneten Antibiotika-
selektion bis auf ein A, von 0,3 kultiviert, bevor Lactose fur 4 Stunden bis auf 1,0% zugegeben wurde. Proben
wurden mit SDS-PAGE-Lyse + Beladungspuffer auf 0,2 OD/pl eingestellt, und dieselbe Menge jeder Protein-
probe wurde auf SDS-PAGE-Gele geladen (Ref. 22). Fig. 10 stellt die relative Produktion von rHia(11)-Protei-
nen aus verschiedenen Konstrukten dar. Wie man in Feld A sieht, gibt es eine Zunahme bei der Produktion bei
einer verringerten Grof3e von rHia. V38-(Bahn 5) und N52-trunkiertes rHia (Bahn 6) weisen signifikant hohere
Expressionsspiegel auf als ihre Iangeren Gegenstuicke (Bahnen 2, 3, 4). Zusatzlich zeigt Feld B, dass die Pro-
duktion von V38-rHia in der Gegenwart des cer-Gens offensichtlich zunimmt.

Beispiel 10
[0145] Dieses Beispiel stellt die Reinigung von rHia-Proteinen dar.

[0146] All die rekombinanten Hia-Proteine wurden als Einschlusskdrper in E. coli exprimiert und wurden durch
denselben Vorgang gereinigt (Fig. 11). E. coli-Zellpellets aus 500 ml Kultur wurden in 50 ml 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, enthaltend 0,1 M NaCl, resuspendiert und durch Beschallung aufgebrochen. Der Extrakt wurde fiir 30
min bei 20.000 g zentrifugiert, und der resultierende Uberstand wurde verworfen. Das Pellet (PPT,) wurde wei-
ter in 50 ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 0,5% Triton X-100 und 10 mM EDTA, extrahiert, dann fir 30
min bei 20.000 g zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet (PPT,) wurde weiter in 50 ml 50
mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 1% Octylglucosid, extrahiert, dann fir 30 min bei 20.000 g zentrifugiert, und
der Uberstand wurde verworfen.

[0147] Das resultierende Pellet (PPT,), das nach den obigen Extraktionen enthalten wurde, enthalt die Ein-
schlusskorper. Das Pellet wurde in 6 ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 6 M Guanidin und 5 mM DTT, so-
lubilisiert. Zwolf ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, wurden zu dieser Lésung zugegeben, und die Mischung wurde fur
30 min bei 20.000 g zentrifugiert. Der Uberstand (SUP,) wurde mit Polyethylenglycol (PEG) 4000 bei einer
Endkonzentration von 7% ausgefallt. Das resultierende Pellet (PPT,) wurde durch Zentrifugation fir 30 min bei
20.000 g entfernt, und der Uberstand wurde durch (NH,),SO, bei 50% Séattigung ausgefallt. Der (NH,),SO,-Nie-
derschlag wurde durch Zentrifugation fiir 30 min bei 20.000 g gesammelt. Das resultierende Pellet (PPT,) wur-
de in 2 ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 6 M Guanidin-HCl und 5 mM DTT, geldst, und die klare L6sung
wurde auf einer Superdex 200 Gelfiltrationssaule, welche in 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, enthaltend 2 M Guani-
din-HCI, aquilibriert war, gereinigt. Die Fraktionen wurden durch SDS-PAGE analysiert und jene, welche das
gereinigte rHia enthielten, wurden gepoolt und Gber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert, dann fir 30 min bei
20.000 g zentrifugiert. Das Protein blieb unter diesen Bedingungen I6slich, und Glycerol wurde zu der rHia-Pra-
paration bei einer Endkonzentration von 20% zur Lagerung bei —20°C zugegeben. Eine SDS-PAGE-Analyse
von gereinigtem V38-rHia(11) und V38-rHia(33) ist in Eig. 12 dargestellt. Die durchschnittliche Ausbeute der
gereinigten V38-rHia-Proteine betragt ca. 10 mg L™ Kultur.

[0148] Um die Stabilitat von rHia zu untersuchen, wurde das gereinigte V38-rHia(11)-Protein bei 4°C mit oder
ohne Glycerol und bei —20°C mit Glycerol gelagert. Es wurde gefunden, dass das Protein unter allen drei Be-
dingungen stabil war und bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen fir wenigstens acht Wochen intakt blieb
(Fig. 13).

Beispiel 11
[0149] Dieses Beispiel stellt die Immunogenitat von V38-rHia(11)- und V38-rHia(33)-Proteinen dar.

[0150] Hyperimmunantiseren gegen rHia-Proteine wurden erzeugt, indem zwei Meerschweinchen (Charles
River) intramuskular (i.m.) mit 5 uyg-Dosen von Antigen, das in Freund's vollstandigem Adjuvans (CFA, Difco)
emulgiert war, am Tag 1 immunisiert wurden. Die Tiere erhielten an den Tagen 14 und 28 5 ug-Dosen an Pro-
tein in Freund's unvollstdndigem Adjuvans (IFA) als Booster, und die Seren wurden am Tag 42 gesammelt. An-
ti-Hib-Stamm MinnA- und anti-Haemophilus Typ a-Stamm ATCC 9006-Antiseren wurden erzeugt, indem die-
selbe Vorschrift verwendet wurde, auf3er dass eine hitzeinaktivierte Bakterienpraparation als das Immunogen
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(1 x 108 cfu pro Dosis) verwendet wurde.

[0151] Um die Immunogenitat der V38-rHia-Proteine zu untersuchen, wurden Gruppen von finf CD-1-Mau-
sen (Charles River, Quebec) an den Tagen 1 und 28 mit 0,3, 1, 3 und 10 pg Antigen in der Gegenwart von
AIPO, (Alaun) (1,5 mg pro Dosis) s.c. immunisiert. Blutproben wurden an den Tagen 1, 28 und 42 gesammelt.
Mause erzeugten signifikante anti-V38-rHia-Antikdrperantworten, selbst bei einer einzigen Injektion von 0,3 g
Antigen (Fig. 14, Feld A), was nahe legt, dass beide Proteine die Immunogenitat nach Extraktion der Ein-
schlusskorper und Solubilisierung beibehielten. Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied bei den An-
tikérpertitern gefunden, welche durch die V38-rHia-Proteine, die von den Stdammen 11 oder 33 abgeleitet wa-
ren, induziert wurden.

[0152] Um die Immunogenitat des V38-rHia(11)-Proteins in BALG/c-Mausen zu untersuchen, wurden Grup-
pen von funf Tieren (Charles River, Quebec) an den Tagen 1, 28 und 42 mit 0,3, 1, 3 und 10 pg Antigen in der
Gegenwart von AIPO,(1,5 mg per Dosis) s.c. immunisiert. Blutproben wurden an den Tagen 1, 14, 28, 42 und
56 gesammelt. Hohe Antikorpertiter wurden in allen Gruppen beobachtet, was zeigt, dass das Protein selbst
bei 0,3 pg pro Dosis sehr immunogen ist (Fig. 15, Feld A).

[0153] Um die Immunogenitat des V38-rHia(11)-Proteins in Meerschweinchen zu untersuchen, wurden Grup-
pen von finf Tieren (Charles River, Quebec) an den Tagen 1, 28 und 42 mit 0,3, 1, 3, und 10 ug Antigen in der
Gegenwart von AIPO, (1,5 mg pro Dosis) s.c. immunisiert. Blutproben wurden an den Tagen 1, 14, 28, 42 und
56 gesammelt. Es wurden bei allen Gruppen hohe Antikérpertiter beobachtet, was zeigt, dass das Protein
ebenfalls in Meerschweinchen sehr immunogen ist (Fig. 15, Feld B).

Beispiel 12

[0154] Dieses Beispiel stellt die Analyse des Schutzes dar, der durch anti-rHia-Antikorper in passiven Baby-
rattenmodellen der Bakteramie geboten wird.

[0155] Schwangere Wistar-Ratten wurden bei Charles River gekauft. Bei dem H. influenzae Typ b-Baktera-
miemodell wurde Gruppen von 6 bis 10 fiinf Tage alten Babyratten s.c. im Dorsalbereich 0,1 ml Meerschwein-
chen anti-rHia- oder anti-Stamm MinnA-Antiserum injiziert. Die Kontrolltiere erhielten Injektionen nur mit Pra-
immunserum. 20 Stunden spater wurden die Tiere intraperitoneal (i.p.) mit 200 bis 240 koloniebildenden Ein-
heiten (cfu) von frisch kultiviertem Hib-Stamm MinnA (0,1 ml) herausgefordert. Blutproben wurden 20 h nach
der Herausforderung Uber eine Herzpunktion unter Betdubung mit Isofluran gesammelt und auf Schokola-
den-Agar-Platten plattiert. Die Kolonien wurden nach einem Tag gezahlt, und die Ergebnisse wurden statistisch
durch den Exact-Test von Fischer analysiert.

[0156] Bei dem H. influenzae Typ a-Bakteramiemodell (Ref. 23) wurde Gruppen von 9 bis 10 finf Tage alten
Babyratten im Dorsalbereich 0,1 ml Meerschweinchen anti-rHia- oder anti-Stamm ATCC 9006-Antiserum inji-
ziert. Den Tieren in der Kontrollgruppe wurde Meerschweinchen-Praimmunserum injiziert. Zwanzig Stunden
spater wurden die Tiere i.p. mit 100.000 cfu von frisch kultiviertem H. influenzae Typ a-Stamm ATCC 9006 (0,1
ml) herausgefordert. Blutproben wurden 20 h nach der Herausforderung gesammelt und wie oben beschrieben
analysiert.

[0157] Wie in den Tabellen 1 und 2 unten gezeigt ist, waren die Babyratten, die passiv mit entweder Meer-
schweinchen anti-rHia(11)- oder anti-V38-rHia(11)-Antiseren immunisiert wurden, alle signifikant gegen eine
von H. influenzae Typ a oder Typ b verursachte Bakteramie geschitzt. Diese Ergebnisse zeigen, dass Antikor-
per, die gegen leicht trunkiertes Hia-Protein (V38-rHia) hervorgerufen wurden, ebenso wirksam sind wie jene,
die gegen das Protein in voller Lange hervorgerufen wurden, um Tiere gegen eine Bakteramie zu schitzen,
die durch H. influenzae Typ a oder Typ b hervorgerufen wird. Ein solcher Schutz, der von einem von NTHi ab-
geleiteten rekombinanten Protein vor einer invasiven Erkrankung, die durch eingekapselte Bakterien verur-
sacht wird, geboten wird, veranschaulicht den Nutzen der rHia-Proteine als Impfstoffantigene.

Beispiel 13

[0158] Dieses Beispiel stellt den Schutz dar, der durch Immunisierung mit V38-rHia-Protein in einem Chinchil-
lamodell der nasopharyngealen Besiedlung geboten wird.

[0159] Ein nasopharyngeales Besiedlungsmodell wurde von Yang et al. (Ref. 20) beschrieben. Das Modell
arbeitet gut fur jene NTHi-Stamme, die HMW-Adhasine produzieren, aber eine reproduzierbare Besiedlung
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konnte mit Hia-produzierenden Stammen unter denselben Bedingungen nicht erreicht werden. Wiederholte
Versuche, mit dem Prototyp des Hia-produzierenden NTHi-Stamms 11 zu besiedeln, waren nicht erfolgreich.
Eine Besiedlung wurde mit dem NTHi-Stamm 33 bei 5 x 10® cfu pro Inokulum erreicht, im Vergleich zu nur 108
cfu, die fur den Prototyp des HMW-produzierenden NTHi-Stamms 12 benétigt wurden. Unter diesen Bedingun-
gen wurde ein partieller Schutz bei Tieren beobachtet, die mit 100 ug V38-rHia(33) immunisiert wurden und mit
dem homologen NTHi-Stamm 33 herausgefordert wurden.

Beispiel 14

[0160] Dieses Beispiel stellt die Klonierung und Sequenzanalyse von zusatzlichen hia-Genen aus H. influen-
zae-Stammen dar.

[0161] Oligonukleotide (5040.SL und 5039.SL) zur PCR-Amplifikation wurden auf der Basis des konservier-
ten Promotors, der N-terminalen und C-terminalen Sequenzen der hia- und hsf-Gene und Proteine entworfen
(Fig. 17). Die Stamme, die zur PCR-Amplifikation ausgewahlt wurden, wurden auf der Basis ihrer Reaktivitat
mit anti-rHia(11)-Antiseren ausgewahlt.

[0162] Chromosomale DNA wurde aus den NTHi-Stammen 12, 29, 32, M4071, K9 und K22 und dem Haemo-
philus Typ c-Stamm API hergestellt. Eine PCR-Amplifikation wurde wie folgt durchgefihrt: Jede Reaktionsmi-
schung enthielt 5 bis 100 ng DNA, 1 pg jedes Primers, 5 Einheiten taq+ oder tsg+ (Sangon) oder taq plus Jong
(Stratagene), 2 mM dNTPs, 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM KCI, 10 mM (NH,),SO,, 2 mM MgSO,, 0,1% Triton
X-100, BSA. Die Zyklusbedingungen waren: 95°C fur 1 min, gefolgt von 25 Zyklen von 95°C fiir 30 Sek., 45°C
far 1 min, 72°C fir 2 min; dann 72°C fir 10 min.

[0163] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem Stamm 33 sind in
Fig. 18 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus dem Stamm 33 weist ein Molekulargewicht von 103,6 kDa
und einen pl von 9,47 auf. Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem
Stamm 32 sind in Fig. 19 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus dem Stamm 32 weist ein Molekularge-
wicht von 70,4 kDa und einen pl von 5,67 auf. Es gibt eine KDEL-Sequenz, die zwischen den Resten 493 und
496 vorliegt. Solche Sequenzen wurden mit der Verankerung von Proteinen an dem endoplasmatischen Reti-
kulum in Verbindung gebracht. Das abgeleitete Hia-Protein des Stamms 32 ist signifikant kleiner und weist ei-
nen signifikant verschiedenen pl auf, jedoch enthalt es viele der Motive, die in anderen Hia-Molekulen vorlie-
gen.

[0164] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem Stamm 29 sind in
Fig. 20 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus dem Stamm 29 weist ein Molekulargewicht von 114,4 kDa
und einen pl von 7,58 auf. Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem
Stamm K22 sind in Fig. 23 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus dem Stamm K22 weist ein Molekular-
gewicht von 114,4 kDa und einen pl von 7,58 auf. Es wurde gefunden, dass die abgeleiteten Hia-Sequenzen
aus den NTHi-Stammen 29 und K22 identisch waren. Der Stamm 29 wurde aus einem 7 Monate alten Kind mit
Otitis media in Cleveland, Ohio, isoliert, wahrend der Stamm K22 aus einem Aborigine nahe Kimberly, Austra-
lien, isoliert wurde.

[0165] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem Stamm 4071 sind in
Fig. 21 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus dem Stamm M4071 weist ein Molekulargewicht von 103,4
kDa und einen pl von 9,49 auf. Es gibt eine KDEL-Sequenz, die zwischen den Resten 534 und 537 vorliegt.

[0166] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem Stamm K9 sind in
Fig. 22 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus K9 weist ein Molekulargewicht von 113,8 kDa und einen
pl von 6,45 auf.

[0167] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Gens aus dem Typ ¢ Haemophi-
lus-Stamm API sind in Fig. 24 gezeigt. Das vorhergesagte Hia-Protein aus API weist ein Molekulargewicht von
249,4 kDa und einen pl von 5,34 auf. Die abgeleitete Hia/Hsf-Sequenz aus dem Typ c-Stamm API ist nahezu
identisch mit der verdffentlichten Typ b-Hsf-Sequenz, aufer fiir ein Insert mit 60 Resten. Da das auf NTHi ba-
sierende Hia-Protein, das hierin bereitgestellt wird, in passiven Modellen einer Typ a- und Typ b-Infektion
schutzt, ist es wahrscheinlich, dass es aufgrund der Sequenzahnlichkeit zwischen den Proteinen vom Typ b
und Typ c ebenso gegen eine Typ c-Erkrankung schiitzen wird.

[0168] Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des hia-Locus aus dem Stamm 12 sind in
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Fig. 25 gezeigt. Der NTHi-Stamm 12 produziert kein Hia. Jedoch kann ein Teil des hia-Gens PCR-amplifiziert
werden, es gibt eine inkonsistente positive Reaktivitat von SB12-Zelllysaten mit dem anti-rHia-Antikérper, und
es gibt eine Reaktivitat mit einer DNA-Sonde, die von dem 3'-Ende des hia-Gens des Stamms 11 abgeleitet
ist, auf Southern Blots. Eine Analyse der PCR-amplifizierten DNA zeigte ein 1,8 kb-Fragment, welches 1 kb
des 3'-Endes des stromaufwarts liegenden HI1732-verwandten Gens und 0,8 kb des 3'-Endes des hia-Gens
enthalt.

[0169] Eine PCR-Amplifikation, die Primer verwendete, die Uber die mutmalliche Verknipfung dieser zwei
Gene in dem Stamm 12 hinweg amplifizieren wiirde, bestatigte die genetische Zusammensetzung des Locus.
Somit wiirde es scheinen, dass der Stamm 12 kein Hia produziert, da er eine Deletion des 5'-Endes des
hia-Gens erfahren hat. Fig. 27 zeigt einen Sequenzvergleich zwischen dem stromaufwarts liegenden orf von
Stamm 12 und dem aus dem Rd-Genom abgeleiteten HI1733-Protein. Uber den Homologiebereich hinweg
sind die zwei Proteine zu 95% identisch.

[0170] Eine Ausrichtung der abgeleiteten Hia-Sequenzen aus den NTHi-Stammen 33, 32, 29, K22, M4071,
11 und K9 und dem Typ c-Stamm APl im Vergleich mit H. influenzae Typ b-Hsf, dem aidA-ahnlichen (Hsf/Hia)
HI1732-Gen aus dem Rd-Genom und dem M. catarrhalis 200 kDa-Protein aus den Stdmmen 4223 und LES-1
ist in Fig. 28 gezeigt. Hier gibt es eine Rasterverschiebung bei der Rd-Genomsequenz, welche zu einer vor-
zeitigen Trunkierung des HI1732-Proteins fuhrt. Eine zuséatzliche stromabwarts liegende Sequenz, die mit hia
verwandt ist, ist hier umfasst. Die Sterne unter der Sequenz zeigen konservierte Reste. Die N-terminalen (un-
gefahr 50 Reste) und C-terminalen Sequenzen (ungefahr 150 Reste) sind bei den Haemophilus-Stammen in
hohem Male konserviert, wahrend eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Gegenpart von M. catarrhalis ersichtlich
ist. Eine Sequenzanalyse zeigt, dass es zwei potentielle Genfamilien von Hia-Proteinen gibt, von denen eine
mit dem Prototypstamm 11 verwandt ist und die andere enger mit dem Stamm 33 verwandt ist. Die Proteine
der Stamme 11 und K9 scheinen mehr Ahnlichkeit zu den Hsf-Proteinen aus den Haemophilus-Stammen vom
Typ b, Typ c oder Typ d aufzuweisen, wahrend die Proteine der Stamme 33, 32, 29, K22 und M4071 eine zweite
Familie zu bilden scheinen.

Beispiel 15

[0171] Dieses Beispiel beschreibt die Konstruktion des Plasmids JB-2930-3, welches eine T7-hia-Genkasset-
te mit einem trunkierten S44-hia-Gen des Stamms 11, das E. coli cer-Gen und das Kanamycin-Antibiotikare-
sistenzgen enthalt, und die Expression von S44-Hia-Proteinen.

[0172] PCR-Primer wurden entworfen, um den S44-Hia-N-Terminus des hia-Gens des NTHi-Stamms 11 aus-
gehend von der Aminosaure S44 bis zu einer inneren Styl-Stelle zu amplifizieren (Eig. 29). Eine Ndel-Stelle
wurde an dem 5'-Ende zu Klonierungszwecken angefiigt, und das Fragment wurde unter Verwendung des
Plasmids DS-2242-1 als einer Matrize amplifiziert. Das Fragment wurde in pCRII kloniert, was das Plasmid
JB-2910-1-1 erzeugte. Das Konstruktionsschema ist in Fig. 30 gezeigt. Das Plasmid JB-2910-1-1 wurde mit
Ndel und Styl verdaut und das 5'-PCR-hia-Fragment isoliert. Das Plasmid |A-46-5, welches das V38-hia-Gen
enthielt, wurde mit Ndel und Styl verdaut und das grofere Fragment mit ungefahr 8,5 kb gereinigt. Die zwei
gereinigten Fragmente wurden zusammen ligiert, um das Plasmid JB-2917-1 zu erzeugen. Dieses Plasmid
wurde dann mit Ndel verdaut und mit Kalbsintestinumphosphatase (CAP) behandelt, und in dieses wurde der
T7-Promotor aus dem Plasmid 1A-46-5 kloniert. Der Promotor wurde herausgeschnitten, indem ein Ndel-Ver-
dau von |A-46-5 verwendet wurde. Das resultierende Plasmid, JB-2925-3, wurde mit Bglll und BamHI verdaut,
und das hia-Gen wurde isoliert. Dieses Fragment wurde in das mit Bglll/CAP behandelte Plasmid BK-2-1-2 [i-
giert, um das Plasmid JB-2930-3 zu erzeugen. Dieses Plasmid enthalt den T7-Promotor, das S44-hia-Gen und
das E. coli cer-Gen und eine Kanamycinresistenz.

[0173] Der rekombinante S44-hia-Vektor wurde flir Expressionsstudien in E. coli BL21 (DE3) transformiert.
Die Prozedur zur Expression in E. coli war wie in Beispiel 9 beschrieben. Fig. 31, eine SDS-PAGE-Analyse,
zeigt die Expression von rekombinantem S44-hia aus zwei verschiedenen Vektoren, JB-2930-3 (oben be-
schrieben) und dem pET-Vektor I1A-191-3-1. Das Plasmid |A-191-3-1 ist mit JB-2930-3 identisch, aufRer dass
dieses ein pET-Vektor ist, welcher den lacl%Repressor enthalt, und daher die produzierte Menge an S44-Hia
niedriger als die des T7-S44 aus JB-2930-3 ist. Das Plasmid ist zusammen mit dem Plasmid JB-2930-3 ge-
zeigt, Fig. 32. Fig. 31 zeigt das S44-Hia als eine Doubletbande (Bahn 3) bei ungefahr 116 kDa. Bei einer wei-
teren Analyse unter Verwendung von gereinigtem S44-hia aus JB-2930-3 wurde gefunden, dass die untere
Bande des Doublets eine C-terminale Trunkierung von 94 Aminosauren aufweist, wahrend sie den erwarteten
N-Terminus beibehielt. Der Reinigungsprozess, der zur Isolation des trunkierten Hia verwendet wurde, war wie
in Beispiel 10 beschrieben.
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ZUSAMMENFASSUNG DER OFFENBARUNG

[0174] Als Zusammenfassung dieser Offenbarung stellt die vorliegende Erfindung neue isolierte und gereinig-
te Nukleinsauremolekiile bereit, welche N-terminal trunkierte Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Proteine
aus Haemophilus codieren, welche ermdglichen, dass schiitzende Hia-Proteine rekombinant produziert wer-
den.
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[0175]

TABELLE 1

Schiitzende Wirkung von Meerschweinchen-anti-rHia(volle Lange)-Antiserum vor H. influenzae Typ a oder b
in dem Babyrattenmodell der Bakteramie

Gruppe (#) Meerschwein- Anti-rHia-Antikor- Anzahl baktera- Mittlere cfu/100 pl
chen-serum pertiter misch/Anzahl her- | Blut
ausgefordert
1 Anti-Typ a nd 0/10* 0**
2 Anti-rHia 204.800 1/10* 0**
3 Praimmun <100 7/10 88
Gruppe (#) Meerschwein- Anti-rHia-Antikor- Anzahl baktera- Mittlere cfu/2,5 pl
chen-serum pertiter misch/Anzahl her- | Blut
ausgefordert
4 Anti-MinnA nd 0/10* 0**
5 Anti-rHia 204.800 1/10* 2**
6 Praimmun <100 1010 600

[0176] Funf Tage alte Babyratten wurden passiv s.c. mit 0,1 ml des angegebenen Meerschweinchen-Antise-
rums oder -Praimmunserums immunisiert. 20 Stunden spater wurden die Babyratten i.p. mit entweder einem
frisch kultivierten H. influenzae Typ a-Stamm ATCC 9006 (10° cfu, 0,1 ml) fiir die Gruppen # 1 bis 3; oder mit
frisch kultiviertem Hib-Stamm MinnA (240 cfu, 0,1 ml) flr die Gruppen # 4 bis 6 herausgefordert. Infizierte Tiere
sind definiert als > 20 cfu, die aus 100 pl Blut gewonnen wurden, fiir die Gruppen # 1 bis 3; oder > 30 cfu, die
aus 2,5 pl Blut gewonnen wurden, flir die Gruppen # 4 bis 6.

* Exact-Test von Fischer. Es wurde eine statistische Signifikanz im Vergleich zu Tieren in der Gruppe 3 oder 6
gefunden (P < 0,05).

** Student's unpaired t-Test. Es wurde eine statistische Signifikanz im Vergleich zu Tieren in der Gruppe 3 oder
6 gefunden (P < 0,05).

nd: nicht bestimmt.
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TABELLE 2

Schuitzende Wirkung von Meerschweinchen-anti-V38 rHia(SB11)-Antiserum vor H. influenzae Typ a oder b in
dem Babyrattenmodell der Bakteramie

Gruppe (#) Meerschwein- Anti-rHia-Antikor- Anzahl baktera- Mittlere cfu/20 pl
chen-serum pertiter misch/Anzahl her- | Blut
ausgefordert
1 Anti-Typ a nd 0/6* 0**
2 Anti-rHia 204.800 1/9* 5**
3 Praimmun <100 5/8 165
Gruppe (#) Meerschwein- Anti-rHia-Antikor- Anzahl baktera- Mittlere cfu/2 pl
chen-serum pertiter misch/Anzahl her- | Blut
ausgefordert
4 Anti-MinnA nd 0/6* 0**
5 Anti-rHia 204.800 1/9* 2**
6 Praimmun <100 10/10 820

[0177] Funf Tage alte Babyratten wurden passiv s.c. mit 0,1 ml des angegebenen Meerschweinchen-Antise-
rums oder -Praimmunserums immunisiert. 20 Stunden spater wurden die Babyratten i.p. mit entweder einem
frisch kultivierten H. influenzae-Typ a-Stamm ATCC 9006 (10° cfu, 0,1 ml) fiir die Gruppen # 1 bis 3; oder mit
frisch kultiviertem Hib-Stamm MinnA (190 cfu, 0,1 ml) fir die Gruppen #4 bis 6 herausgefordert. Infizierte Tiere
sind definiert als > 20 cfu, die aus 20 pl Blut gewonnen wurden, fir die Gruppen # 1 bis 3; oder > 30 cfu, die
aus 2 pl Blut gewonnen wurden, fir die Gruppen #4 bis 6.

* Exact-Test von Fischer. Es wurde eine statistische Signifikanz im Vergleich zu Tieren in der Gruppe 3 oder 6
gefunden (P < 0,05).

** Student's unpaired t-Test. Es wurde eine statistische Signifikanz im Vergleich zu Tieren in der Gruppe 3 oder
6 gefunden (P < 0,05).

nd: nicht bestimmt.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Connaught Laboratories Limited
Loosmore, Sheena M
Yang, Yan-Ping
Klein, Michel H

<120> Rekombinierte Haemophilus influenzae Adhésin-Proteine
<130> 1038-1025 MIS:jb

<140> PCT/CA00/0028%
<141> 2000-03-16

<150> 05/268,347
<151> 1999-03-16

<160> 61
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 40

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 1
gcgaattcat atgaacaaaa tttttaacgt tatttggaat

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

~

<400> 2
Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn

1 5 10

<210> 3

<211> S6

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 3
gcggatccgg aattctatta ccactggtaa ccaacacctg ctgeaacgee tgtttt

<210> &

<211> 42

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 4 .
aaaacaggcg ttgcagcagg tgttggttac cagtggtaat ag

<210> §
<211> 12
<212> PRT
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<213> Haemophilus influenzae

<400> 5

Lys Thr Gly val Ala Ala Gly Val Gly Tyr
1 5 10

<210> 6

<211> 64

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzide’

<400> 6

Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn
1 5 10

val Val val Sexr Glu Leu Thr Arg Thr His
20 25

Thr Val Ala Val Ala Val Leu Ala Thr Leu

35 40
Ala Asn Ala Asn Thr Pro Val Thr Asn Lys
50 55
<210> 7
<211> 43
<212> DNA

<213> Haemophilug influenzae

<400> 7

Gln Trp

val val Thr Gln
Thr Lys Cys Ala
30

Leu Ser Ala Thr
45

Leu Lys Ala Tyr
60

gggaattcat atggaactca ctcgcaccca caccaaatgg gec

<210> 8

<211> 11

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 8
Met Glu Leu Thr Arg Thr His Thr Lys Cys
1 5 10

<210> 9

<211> 43

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 9

Ala

gggaattcat atgaccgtgg cggttgccgt attggcaacc ctg

<210> 10
<211> 11
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<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 10
Met Thr Val Ala Val Ala Val Leu Ala Thr Leu
1 s 10

<210> 11

<211> 40

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 11
gggaattcat atggtattgg caaccctgtt gtccgcaacg

<210> 12

<211l> 10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 12
Met Val Leu Ala Thr Leu Leu Ser Ala Thr
1 S 10

<210> 13

<211> 43

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 13
gggaattcat atgaatactc ctgttacgaa taagttgaag gct

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 14
Met Asn Thr Pro Val Thr Asn Lys Leu Lys Ala
1 S 10

<2190> 15

<211> 45

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 15
-ggggatccca- ccaaggtctt  tegctagege- aaaggtaatg gtgtg

<210> 16

<211> 38

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae
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<400> 16
cacaccatta cctttgegct agcgaaagac cttggtgg 38

<210> 17

<2115 12

<212> PRT

213> Haemophilus influenzae

<400> 17
His Thr Ile Thr Phe Ala Leu Ala Lys Asp Leu Gly
1 5 10

<210> 18

<211> 47

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 18

cgaagcttca atttacgtaa attgectacg gttgcoggtgg tttegte 47

<210> 19

<211> 47

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 19
gacgaaacca ccgcaaccgt aggcaattta cgtaaattga agcttcg 47

<210> 20
<211> 13

<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 20
Asp Glu Thr Thr Ala Thr Val Gly Asn Leu Arg Lys Leu

1 5 10

<210> 21

<211> 42

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 21
ttaaatataa ggtaaataaa aatgaacaaa atttttaacg tt 42

<210> 22

| <211> 7

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae
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Met Asn Lys Ile Phe Asn Val

1

<210> 23
<211> 3036
<212> DNA

5

<213> Haemophilus influenzae

<400> 23

gaattecggct
aacttgggct
ggcagccgct
gacaggtaca
taattcaata
gaatgaaaaa
aggcaattta
caatcaagtc
ttccaaatct
aaaaaacgca
taccagtgat
tgttcactta
acaccttaca
attgaatgcg
tgattttgtt
cgttacgact
ccaatatgtt
caagcaagac
taaagtgaaa
cggcacggaa
ggttacgtta
ggcaactcaa
gttgaacatc
ggttggcgat
tgaggcttct
agacggcaca
agtaactttg
cgtgctcaga
tgcaaacggt
tgcgaatggt
tgcgggtaat
tttcaatccg
aggcttgacc
taccgctgca
cacaggcgag
gagcggcaac
ttttgaattg
cgataacacg
cggcgatccg
ccgtattact
caatggagat
cgttactgtt
atcgactgcg
tacaactgct
ggtttctgtce
ttccgctact
aacaaacctt
tgcattageg

taaataaaaa
gtcgtatcectg
gtattggcga
aatagtttga
gcagatttaa
ggtacggata
cgtaaattgg
aaacaggcgg
gaaaacggca
accgttageg
gcaaacggct
aacggtattg
aaagaaatca
ggttggaata
tcaacttatg
gatgataaca
acggaagaca
ggttcggegg
ttggtatcgg
gataccgatg
agtgcgagca
actttaggca
aaagcagcag
gatggtaagg
gaattggttg
ggagcgaccg
aaagccggceg
gatgaattga
gcaagcacga
gcggcggcga
aaagcagtta
ctgactagcet
aatctggatg
accgtgggceg
tcaaaggaat
ggtatcaatg
gctaaagacg
gtggcgattg
aactacatcg
tctaaaaaca
gttgatacgg
cctaaagcgt
acaaaagata
ggtacaacgg
ggcgcaagcg
tccaccgatg
gctggacaag
gcttcacagt

tgaacaaaat
aactcactcg
cegtattgte
atgtttatgg
ataaacaaaa
agtcaaaatt
gttgggtagt
atgaagtgtt
aacacaccgt
ataaattatc
tgaaatttgc
cttcgacttt
gcgatacaga
ttegtggcgce
acactgttga
aaaaaacaac
gcaaaaccgt
atatggataa
caaacggtac
cggtcagctt
atgcttatgce
atgatttgaa
gtgacacggt
ctacgattca
acagcctgaa
atggcacgca
ataatctgaa
cgggcgtaaa
agattaccaa
ctgatgctga
aaaacgttgt
cagccgacaa
aaaaaagtaa
atttgcgcgg
atagcgcgca
tttccggtaa
aaaatgccat
gtacgggcaa
aagataaagc
cttttgtgtt
aaaccgtaac

taggggctac.

agggtaaaaa
gtacggtaaa
gcgaagaaag
cgattaacgg
tgaataaagt
taccacaagc

ttttaacgtt
cgcccacace
tgcaacggtt
aaagaataat
tgatagtgtt
cctggttgct
atcaaccaaa
gtttgaaggce
tacttttgec
gettggtgea
gaaacagggt
agatgatcct
acgtaaccgt
aaaaacgatt
atttgccagc
cgtccgtgtg
tgtgaaagtg
aaaagtcgaa
aaatccggtg
taagcagttg
caatggcggt
ttttaaatet
tacctttacg
agacggcgceg
caaattgggc
taccgacact
ggtcaaacaa
gagcgtggag
agacggcttg
caagattaaa
gagcggactg
cttaacgaaa
aggcaagcaa
tttgggctgyg
agtgcgtaac
aacattggat
tgcttteggt
cgttgtgaat
cggtggcagce
gggtaatgga
tgttaaggac
ggttgaaaac
tctgaaatct
cggctttgcee
acgtatccaa
cagccagttg
gggcaaacgt
ctctatgtca

atttggaatg
aaacgtgcect
caggcgagtg
tcgaatttca
tacgatggtt
gacgaaacca
aacagtacga
aaagacggtg
cttgcgaatg
aacggcaaga
acgaatggtc
cgtgtgggtg
gctgcgagecg
ggcggtacag
ggcgcaaacg
gatgtaacag
ggcaatgagt
aatggcaagc
aaaatcagca
aaagccttgce
agcgatgccg
aaatccacag
ccgaaaaaag
aaaacaacta
tggaaagtgg
ttagtgaagt
gagggtacaa
tttaaagaca
accattacgc
gtggcttcag
aagaaatttg
caatatgaca
actccgaccg
gtcatttctg
gccaatgaag
aacggtacgc
tctggctcaa
gcggaaaaat
tacgctttcg
gttaatgcga
aaagacggta
tcecgtttatt
gatggtacgg
ggtgcaacgg
aacgttgcgg
tatgccgtgg
gcagatgcag
ggtaaatcaa
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ttatgactca
ccgcaaccgt
caggcagtac
attcagccaa
tattaaatct
ccgcaaccgt
aagaagaaag
taacggttac
accttaatgt
aagtcgatat
aaaacggtaa
gaaaaacagc
tgggcgatgt
tggataatgt
caaatgtgag
gcttgccggt
attacgaagc
tggcgaaaac
atgttgcgga
aagataaaca
acggcggcaa
acagcgagtt
gttcggtgca
ccggtttggt
gcgttggtaa
cgggcgataa
acttcactta
cggagaatgg
cggcaaacga
acggcattag
gtgatgcgaa
atgcctataa
ttgctgacaa
cagacaaaac
tgaaattcaa
gcgaaattac
aagccttgcg
ctggtgcatt
gtaacgataa
aatataaagc
aagagactac

tgggtaataa

cgggtaacac
cgcacggtge
caggcgaaat
caaaaggggt
gtacagcaag
tggtttctat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
g00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
22890
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
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tgcgggaagt agttatcaag gtcaaagtgg tttagctatc ggggtatcaa gaatttccga 2940
taatggcaaa gtgattattc gcttgtcagg cacaaccaat agccaaggta aaacaggcgt 3000
tgcagcaggt gttggttacc agtggtaata gaattce 3036

<210> 24

<211> 1002

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 24
Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn Val Met Thr Gln Thr Trp
1 5 10 15

Ala Vval val Ser Glu Leu Thr Arg Ala His Thr Lys Arg Ala Ser Ala
20 25 30

Thr Val Ala Ala Ala Val Leu Ala Thr Val Leu Ser Ala Thr Val Gln
3s 40 45

Ala Ser Ala Gly Ser Thr Thr Gly Thr Asn Ser Leu Asn Val Tyr Gly
50 - 55 60

Lys Asn Asn Ser Asn Phe Asn Ser Ala Asn Asn Ser Ile Ala Asp Leu
65 70 75 80

Asn Lys Gln Asn Asp Ser Val Tyr Asp Gly Leu Leu Asn Leu Asn Glu
85 90 95

Lys Gly Thr Asp Lys Ser Lys Phe Leu Val Ala Asp Glu Thr Thr Ala
100 105 110

Thr Val Gly Asn Leu Arg Lys Leu Gly Trp Val Val Ser Thr Lys Asn
11S 120 125

Ser Thr Lys Glu Glu Ser Asn Gln Val Lys Gln Ala Asp Glu Val Leu
130 135 140

Phe Glu Gly Lys Asp Gly Val Thr Val Thr Ser Lys Ser Glu Asn Gly
145 150 155 160

Lys His Thr Val Thr Phe Ala Leu Ala Asn Asp Leu Asn Val Lys Asn
165 170 175

Ala Thr val Ser Asp Lys Leu Ser Leu Gly Ala Asn Gly Lys Lys Val
180 185 190

Agp Ile Thr Ser Asp Ala Asn Gly Leu Lys Phe Ala Lys Gln Gly Thr
195 200 205

Asn Gly Gln Aen Gly Asn Val His Leu Asn Gly Ile Ala Ser Thr Leu
210 215 220

Asp Asp Pro Arg Val Gly Gly Lys Thr Ala His Leu Thr Lys Glu Ile
228 230 235 240

Ser Asp Thr Glu Arg Asn Arg Ala Ala Ser Val Gly Asp Val Leu Asn
245 250 255

30/304



Ala

Asn

Ala

val

305

Ser

Asp

Lys

Ile

Lys

3ss

Asn

Gln

Glu

Lys

Asp

465

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

545

Lys

Gly

Val

Asn
290

Arg
Lys
Gly
Thr
Ser
370
Gln
Ala
Thr
Leu
Lys
450
Gly
Ser
Gly
Lys
Thr
530

val

Ile

Trp

Asp

275

Ala

val

Thr

Ser

Lys

358

Asn

Leu

Tyr

Leu

Leu

435

Gly

Ala

Leu

Ala

Val

§15

Asn

Glu

Thr

DE 600 37413 T2 2008.06.19

Asn Ile Arg Gly Ala Lys Thr Ile Gly Gly Thr Val Asp

260

Phe

Asn

Asp

val

Ala

340

val

Val

Lys

Ala

Gly

420

Asn

Ser

Lys

Asn

Thr

500

Thr

Phe

Phe

Lys

val
val
val

val
325

Asp
Lys
Ala
Ala
AsBn
405
Asn
Ile
val
Thr
Lys
485
Asgp
Leu
Thr

Lys

Asp
565

Ser

Ser

Thr

310

Lys

Met

Leu

Asp

Leu

390

Gly

Asp

Lys

Gln

Thr

470

Leu

Gly

Lys

Asp
550

Gly

Thr

Val
295
Gly
val
Asp
val
Gly
375
Gln
Gly
Leu
Ala
val
455
Thr
Gly
Thr
Ala
val
535

Thr

Leu

Tyr
280
Thr
Leu
Gly
Lys
Ser
360
Thr
Asp
Ser
Asn
Ala
440

Gly

Gly

His
Gly
520
Leu

Glu

Thr

265

Asp

Thr

Pro

Asn

Lys

345

Ala

Glu

Lys

Asp

Phe

425

Gly

Asp

Leu

Lys

Thr

S05

Asp

Arg

Asn

Ile

Thr

Asp

val

Glu

330

val

Asn

Asp

Gln

Ala

410

Lys

Asp

Asp

val

val

490

Asp

Asn

Asp

Gly

Thr
570

270

val Glu Phe Ala

Asp

Gln Tyr.

315

Tyr

Glu

Gly

Thr

val

395

Asp

Phe

Thr

Gly

Glu

475

Gly

Thr

Leu

Glu

Ala

555

Pro
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Asn
300

Tyr

Asn

Thr .

Asp

380

Thr

Gly

Lys

Val

Lya

460

Ala

val

Leu

Lys

Leu

540

Asn

Ala

285

Lys

val

Glu

Gly

365

iAla

Leu

Gly

Ser

Thr

445

Ala

Gly
val
val
525
Thr

Gly

Asn

Lys

Thr

Ala

Lys

350

Pro

val

Ser

Lys

Thr

430

Phe

Thr

Glu

Lys

Lys

510

Lys

Gly

Ala

Asp

Ser Gly
Thr Thr
Glu Asp

320°

Lys Gln
338

Leu Ala
val Lys
Ser Phe
Ala Ser

400

Ala Thr
415

Asp Ser
Thr Pro
Ile Gln

Leu Val
480

Asp Gly
495

Ser Gly
Gln Glu

val Lys

Ser Thr
560

Ala Asn
575



Gly

Ile

Lys

Leu

625

Glu

Ala

Lys

Asn

Thr

705

Glu

Thr

Ala
Gly
785
Glu

Val

Asn

Gly
865

Ala

Ser

Phe
610

Thr

Lys

Thr

Thr

Glu

€S0

Leu

Asn

val

Phe

Phe

770

Asn

Thr

Pro

Lys

y Thr-

850

Phe

Ala

Ala
585

Gly
Lys
ser
val
Thr
€75
val
Asp
Ala
Ala
Gly
755
Gly
Gly
val
Lys
Ser
835
Ala

Ala

Ala
580

Gly

Asp

Gln

Lys

Gly

660

Gly

Lys

Asn

Ile

Ile

740

Asp

Asn

val

Thr

Ala

820

Thr

Gly

Gly

Thr Asp

Asn Lys

Ala Asn
Tyr Asp
€30

Gly Lys
645

Asp Leu
Glu Ser
Phe Lys
Gly Thr

710

Ala Phe
725

Gly Thr
Pro Asn
Asp Asn
Asn Ala

790

Val Lys
805

Leu Gly
Ala Thr

Asn “Thr

Ala Thr
870
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Ala

Ala

Phe
615

Asn

Gln

Arg

Lys

Ser

695

Arg

Gly

Gly

Arg
775
Lys
Asp
Ala
Lys
Thr

855

Ala

Asp

Val
600

Asn

Ala

Thr

Gly

Glu

680

Gly

Glu

Ser

Asn

Ile

760

Ile

Lys
Thr
Asp

840

Thr

Lys
585
Lys

Pro

Tyr

Pro

Leu
665

Tyr

Asn

Ile

Gly

val

745

Glu

Thr

Lys

Asp

vVal

825

Lys

Ala

Ile Lys Val Ala Ser Asp Gly

Asn
Leu
Lys
Thr
650
Gly
Ser
Gly
Thr
Ser
730
val
Asp
sSer
Ala
Gly
810
Glu

Gly

Gly

His Gly Ala

val

Thr

Gly
635

Val

Ala
Ile
Phe
715
Lys
Asn
Lys
Lys
Asn
795
Lys

Asn

Lys

Thr

Val
875
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Val

Ser
620

Leu

Ala

Val

Gln

Asn

700

Glu

Ala

Ala

Ala

Asn

780

Gly

Glu

Ser

Asn

Thr

860

Ser

Ser
605

Ser
Thr
Asp
Ile
Val
685
val
Leu
Leu
Glu
Gly
765
Thr
Asp
Thr
Val
Leu
845

Gly

val

590

Gly

Ala

Asn
Asn
Ser
670
Arg
Ser
Ala
Arg
Lys
750
Gly
Phe

val

Thx

Tyr
830
Lys

Thr

Gly

Leu

Asp

Leu

Thr

655

Ala

Asn

Gly

Lys

Asp

735

Ser

Ser

Val

Asp

Val

815

Leu

Ser

Vval

Ala

Lys

Asn

Asp
640
Ala
Asp
Ala
Lys
Asp
720
Asn
Gly
Tyr
Leu
Thr
800
Thr
Gly
Asp

AsSn

Ser
880



Gly Glu
Thr Ser
Gly Val
. Asp Ala

830

Ser Met
945

Gly Gln

Lys Val

Glu

Thr

Thr

915

Cly

Ser

Ser

Ile

Ala
995

Gly val

<210> 25
<211> 2079
<212> DNA
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Arg Arg Ile Gln Asn Val Ala Ala Gly Glu Ile Ser Ala

890

Asp Ala Ile Asn Gly Ser Gln Leu

9S00

Asn Leu

Thr Ala

Gly Lys

Ser Met

Ala Gly Gln Val

820

Ser Ala Leu Ala

935

850

Gly Leu
965

Ile Arg
980

Ala Ile

Leu Ser

val Ser

Gly val

Gly Thr

S05

Asn Lys
Ala Ser
Ile Ala

855

Ser Arg
970

Thr Asn
985

Ala Gly Val Gly Tyr Gln Trp

1000

<213> Haemophilus influenzae

<400> 25

gaattcggct
tgttgtgact
ctececgccacce
tgctaccgat
aaggtggagc
aataaatttg
agccggcgac
agagctgaaa
taaagttgat
tggtcaaaac
cggtggcaca
aagcgtacaa
tttegtcegt
tacggctgat
tcaatatgtt
caaagatgac
caaagtgaaa
cggcacggaa
ggttacgttg
ggcaactcaa
gttgaaaatt
© ggttggcgat
tgaggcttct
agtcggcagce
agtaactttg
cgcgctcaaa
tgcaaacggt
tgcgaatggt

ttaaatataa
caaacttggg
gtggcagttg

gaaaacgaag

ttcaaatccg
aacacagatt
aacctgaaaa
aacctgacca
attaccagtg
agtaatgttc
acaggacacg
gatgtgttaa
acttacgaca
acggctcaca
acggaagacg
ggttcggegg
ttggtatcgg
gacaccgatg
agcacgagca
actttaagca
agcgcgaccq

gatggcaagq cttcaatttc

gaattggttg
ggcgagcteg
aaagccggeg
gatgaattga
gcaagcacga
gcgacggtga

ggtaaataaa
ttgtcgtatc
ccgtattgge
atgatgaaga
ctaaggaagg
catcaggaaa
tcaaacaaag
gtgttgaaac
atgcaaatgg
acttaaacgg
ttgacaccaa
acagcggttg
ccgtggactt
aaaagacaac
gcaaaaccgt
atatgaatca
caagcggtac
cggtcagctt
atgcttatgce
atggtttgaa
gcgatacggt

aaagcctgaa
atggtacatc
acaatctgaa
cgggcgtgaa
agattaccaa
ctgatgccga

aatgaacaaa
tgaactcact
aaccctgttg
agagttagaa
cactggagaa
tgcagtagga
cggcaatgac
tgaaaaatta
cttgaaattg
tattgcttcg
cattgatgcg
gaatatccaa
tgtcaatggc
tgtecegtgtyg
tgtgaaagtg
aaaagtcgaa
aaatccggtg
taagcaatta
caatggcggt
ttttaaattt
tacttttacg
aaaaggtgca
caaactgggt
caaggaaact
ggtcaaacaa
gagcgtggag
agacggcttg
caagattaaa

Tyr Ala val
510

Val Gly Lys
925

Gln Leu Pro
940

Gly Ser Ser

Ile Ser Asp

Ser Gln Gly
930

atttttaacg
cgcacccaca
tccgcaacgg
cccgtacaac
caagagggaa
agcagcacaa
ttcacctact
tcgtttggceg
gcgaaaacag
actttgaccg
gttaattatc
ggcaatggaa
gcgaatgcca
gatgtaacag
ggcaatgagt
aacggcgagce
aaaattagca
aaagccttqce
acagataacg
aaatctagcg
ccgaaaaaag

aatacaactg

tggaaagtag
ttagtgaagt
gagggcacaa
tttaaagaca
accattacgc
gttgcttcgg
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:3-1]

Ala Lys

Arg Ala

Gln Ala

Tyr Gln
860

Asn Gly
975

Lys Thr

ttatttggaa
ccaaatgcgc
ttcaggcgaa
gctctgtttt
caacagaggt
tcaccttcaa
cgctgaaaaa
caaacggcaa
gtaacggaaa
atacgcttgce
atcgecgetge
acaatgtcga
atgtgagcgt
gcttgceggt
attacaaagc
tggcgaaaac
atgttgcaga
aagacaaaca
acggcggcaa
atggcgagtt
gttcggtaca
aaggtttggt
gggttgagaa
cgggcgataa
acttcactta
cggcgaatgg
tggcaaacgg
acggcattag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320-
1380
1440
1500
1560
1620
1680



cgcgggtaat
tgcgattaac
agtgaataat
aagtgcatta
tattgcggga
cgataatggc
cgttgcagca

<210> 26
<211> 678
<212> PRT

aaagcagtta
ggaagccagt
cttgagggca
gcggcetteac
agtagttatc
aaagtgatta
ggtgttggtt
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aaaacgtcge
tgtatgecegt
aagtgaataa
agttaccaca
aaggtcaaaa
ttcgettgte
accagtggta

<213> Haemophilus influenzae

<400> 26

Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile

1

val val val

Ala
35

Thr Vval

Ala Asn Ala

50
val Gln
65

Arg
Thr Gly
Ser

Ser

Leu
115

Asp

Lys Lys Glu

130
Phe Ala
145

Gly

Leu Lys

Leu
Thr

195

Ala
210

Asn
225

Gly

Glu

Gly

Leu
Asn
Gly
Ser

Asn

5

Ser Glu

20

val Ala

Thr Asp

Ser Val

Leu

val

Glu

Leu

Thr Arg

Ala
40

Leu

Asn Glu

55

Arg

70

Glu
85

Gln

Asn Ala

100

Lys Ile

Leu Lys

Asn Gly

Gly

Val

Lys

Asn

Asn

Thr Thr

Gly Ser

Trp

Thr

Thr

Asp

Ser

Glu

Ser

ggcaggcgaa
ggcaaaaggg
agtgggcaaa
agccactatg
tggtttaget
aggcacaacc
atagaattc

Asn Val

10
His Thr
25

Leu Leu

Asp Glu

Phe Lys

75
val Ile
90

Thr Ile

105

Ser
120

Gln

Leu Thr

135

Lys Val

150

Ala Lys

165
Gly Ile
180

His Val

val Gln

Asn Val

Thr

Ala

Asp

Asp

Asp

Gly Asn

ser Thr

Gly

Ser

Asp

Gly

Leu

Asn Asp

val Glu

Thr
155

Ile

Asn Gly

170

Thr Asp

185

Asn
200
Val Leu
215

Phe Val

230

Ile

Asn

Axg

Asp Ala

Ser Gly

Thr Tyr

235

atttctgeca
gtaacaaacc
cgtgcagatg
ccaggtaaat
atcggggtat
aatagtcaag

val Thr Gln

Ala
30

Lys Cys

Ala Thr

45

Ser

Glu Glu Leu

60
Ala

Ser Lys

Asn Leu Asn

Thr Phe Lys

110

Thr
125

Phe

Thr Glu

140

Lys

Ser Asp Ala

Gln Asn Ser

Ala
190

Thr Leu

Asn
205

val TYX

Asn Ile

Trp
220

Asp Thr Val

34/304

cttccaccga
ttgctggaca
caggtactgc
caatggtttc
caagaatttc
gtaaaacagg

Thr Trp
1s

Ser Ala

val Gln

Glu Pro

Glu Gly

8o

Asp
95

Ala Gly

Ser Leu
Ser

Leu

Gly
160

Asn

Asn val

175

Gly Gly

His Arg
Gln Gly

Phe
240

Asp

1740
1800
1860
1820
1980
2040
2079



Vval

Lys

val

Lys

Gly

305

Asn

Ala

Leu

Gly

Ser

385

Ala

Sex

Glu

val

465

val

Thr

Gly

Asn

Lys

Thr

Ala

290

Glu

Pro

val

Ser

Lys

370

Ser

Phe

ser

Glu

Lys

450

Lys

Lys

Gly

Ala

Gly
530

Gly

Thr

Glu
275

Lys

Leu

val

Ser

Thr

355

Ala

Asp

Thr

Ile

Leu

435

val

Ser

Gln

val

Ser

515

Ala

Ala

Thr
260

Asp

Asp

Ala

Lys

Phe

3490

Ser

Thr

Gly

Pro

Ser

420

val

Gly

Gly

Glu

Lys

500

Thr

Asn

Asn
245

val

Gly

Asp

Lys

Ile

325

Lys

Gln
Glu
Lys
405
Lys
Glu
Ser
Asp
Gly
48S
Ser

Lys

Gly

Ala

Arg

Lys

Gly

Thr

310

Ser

Gln

Ala

Thr

Leu

390

Lys

Gly

Serx

Gly

Lys

470

Thr

val

Ile

Ala
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Asn

val

Thr

Ser

295

Lys

Asn

Leu

Tyr

Leu

375

Leu

Gly

Ala

Glu
45§
val
Asn
Glu
Thr

Thr
535

Val Ser val Thr Ala

Asp

Val

280

Ala

val

Val

Lys

Ala

360

Ser

Lys

Ser

Asn

Asn

440

Leu

Thr

Phe

Phe

Lys

520

val

val
265

val

Asp

Lys

Ala

34s

Asn

Asn

Ile

val

Thr

425

Lys

Asp

Leu

Thr

Lys

505

Asp

Thr

250

Thr
Lys
Met
Leu
Asp
330
Leu
Gly
Gly
Ser
Gln
410
Thr
Leu
Gly
Lys
Tyr
490
Asp

Gly

Asp

Gly
val
Asn
val
318
Gly
Gln
Gly
Leu
Ala
395
val
Glu
Gly
Thr
Ala
475
Ala
Thr

Leu

Ala

Leu Pro
Gly Asn
285

Gln Lys
300

Ser Ala

Thr Glu

Asp Lys

Thr Asp
36S

Asn Phe
380

Thr Gly

Gly Asp

Gly Leu

Trp Lys
445

Ser Lys
460

Gly Asp
Leu Lys
Ala Asn
Thr Ile

525

Asp Lys
540

35/304

val

270

Glu

val

Ser

Asp

Gln

350

Asn

Lys

Asp

Asp

Val

430

val

Glu

Asn

Asp

255

Gln

Tyr

Glu

Gly

Thr

335

val

Asp

Phe

Thr

Gly

415

Glu

Gly

Thr

Leu

Glu
495

Gly Ala

s$10

Thr Leu

Ile

Lys

Asp Thr Ala His

Tyr

Tyr

Asn

Thr

320

Asp

Thr

Cly

Lys

val

400

Lys

Ala

val

Leu

Lys

480

Leu

Asn

Ala

Val



Ala Ser Asp Gly Ile

545

Ala Gly Glu

Tyr Ala

Leu

Leu Glu
595

Asn

Ala Ser
610

Thr

Gly Lys Ser
625

Gly Leu Ala

Ile Arg Leu

Ala Gly val

675

27
3353
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 27

ttaaatataa
caaacttggg
gtggcggttg
tctgttacga
atagcagatt
aaagatacaa
ttgcgtaaat
caagtaaaac
agctctaaag
gtaaaaactg
gaggacgaga
gcgattaacg
ggtgctgcag
ttaaaagcgg
gctttagcga
aaagatacga
ggtaacggaa
gataccatta
cgtgctgcga
agcgttgatt
gtgaacgtta
ttgceggttce
tacgaagcta
gcgaaaacca
gttgcggaag

Ser

DE 600 37413 T2 2008.06.19

550

Ile Ser
565

val Ala
580
Gly Lys

Ala Leu

Met Vval

Ala

Lys

val

Ala

Ser

Gly val

Thr

555

Thr Ser Thr Asp Ala

570

Asn Leu

585

Asn Lys
-600

Ala Ser
615

Ile Ala

630

Ile Gly
645

Ser Gly
660

Gly Tyr Gln

ggtaaataaa
ttgtcgtatc
ccgtattggc
atgggttgaa
tggaaaaaca
ataagtcaag
tgggctgggt
aagctgatga
acggtaaaca
atgcaactac
atggagctga
atgccgcaac
gcaaaaatga
gtaaaaactt
aagaccttga
ataaagttga
atggtcaaaa
caggtatgac
gtgtggctga
ttgtcaatgc
cgactgatac
aatatgttac
agcaagacgg
aagtgaaatt
gcacggaaga

val

Thr

Ser Arg

Thr Asn

val

Gln

Gly

Ile

Ser

Gly Lys

Pro

Leu

Ser
635

Ser

Ser
650

Asp

Gln Gly

665

Trp

Haemophilus influenzae

aatgaacaaa
tgaactcact
aactgcgttg
tgcttatggce
cgttcaagat
tttcttggtt
attgtctage
agttctcttt
taccattacc
tggaggtcaa
tgttgataag
tttegtgaaa
aactacagac
aaaagctaag
tgtgacctct
tattaccagt
cggtaatgte
aacacaagca
tgtattaaat
ttacgacaca
ggctcacaaa
ggaagacgge
ttcggcecggat
ggtgtcggca
aaacgatgcg

atttttaacg
cgcgcccaca
tctgcaacgg
gatactaatt
gcttataaag
gccgacaata
aaaaacggca
actggatctg
atttctgtta
gtaaacgccg
aaagttgcaa
gtggaaagca
caagctctca
ttagaccaaa
gcgaaagtga
gatgcaaatg
cacttaaatg
agcaatggcg
'gcaggctgga
gtagattttg
aagacaaccq
aaaaccgttg
atggataaaa
agcggtcaaa
gtcagcttta

Ala Gly Asn Lys Ala Val Lys Asn Val

Ile Asn Gly Ser

Ala Gly

Gln

Ala
560

Gln
575

val Asn

590

Arg Ala
605

Gln Ala
620

Tyr Gln

Asn Gly

Lys Thr

Asp

Thx

Gly

Lys

Gly

Ala Gly

Met Pro

Gln Asn

640
val Ile
655

Val Ala

670

ttatttggaa
ccaaatgcgce
ctgaagcgaa
ttaatacaac
gcttattaaa
ccgccgcaac
caaggaacga
gtgctgcaac
ccaaaggtag
accgtggtaa
ctgtaaaaga
cagatgatga
aagcaggcga
atggtaaatc
gtgataagtt
gcttgaaatt
gtattgcttc
tggctgtgca

atattcaagg

tcaatggtac
tccgtgtgga
tgaaagtgga
aagtcgaaaa
atccggtgaa
agcaattgaa

36/304

tgttgtgact
ctccgccacce
caacaatact
caataattcg
tctgaatgaa
cgtaggcaat
gaaaagctat
ggttagttcc
ttttgctgag
agtgaaagct
tgttgctaag
cattgaaaat
caccttaace
agtaaccttt
gtctattggt
ggcgaaaaca
gactttgacc
gaatcataat
caacggagcyg
aaacaccaat
tgtaacaggc
caataagtat
tggcgagctg
aatcagcaat
agccttgcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



gagaaacagg
ggcggcaagg
ggcgagttgt
tcggtacagg
ggtttggttg
gttgataaag
ggcgataaag
ttcacttacg
gcgaatggtt
gcaaacggtg
ggcatcagtg
gatgcgaatt
gcctataaag
gccgacaata
gacaaaacca
gtgaaattca
gaaattactt
gcettgegeg
ggtgcatteg
aacgataacc
tataaagcca
gagactaccg
ggtaataaat
ggtaacacta
cacggtgcgg
ggcgaaattt
aaaggggtaa
acagcaagtg
gtttctattg
atttccgata
acaggcgttg

<210> 28

<211> 1104
<212> PRT
<213>

<400> 28

Met Asn Lys

1

val Val

Thr Val

val

Ala

ttactttaac
caactcaaac
tgaacatcaa
ttggcgaaga
aagcttecga
acggcagcegg
taactttgaa
cgctcaaaga
caaacggtgc
cgaatggtgce
cgggtaataa
tcaatccact
gcttgaccaa
ctgccgcaac
caggcgaact
agagcggcaa
ttgaattggc
ataacacggt
gcgatccgaa
gtattacttc
atggagatgt
ttactgttcc
cgactgcgac
caactgctgg
tttctgtcgg
ccgecactte
caaatcttgc
cattagcagc
cgggaagtag
atggcaaagt
cagcaggtgt

5

Ser
20

vVal

35

Ala Asn Asn

50

Thr Asn
€5-

Val Gln

Aen Lys Ser

Phe

Asp

Asn

Ala
85

DE 600 37413 T2 2008.06.19

tgcgagcaat
tttaaacaat
agtagaaaat
cggtaaggct
attggttgaa
cgagcttgat
agccggcgag
tgaattgacg
aagcacgaag
ggcggcgact
agcggttaaa
gaccagttce
tttggatgaa
cgtgggcgat
caataaggaa
cggtatccat
taaagacgaa
ggcaattggt
ctacatcgaa
taaaaacact
tgatacggaa
taaagcgtta
aaaagataag
cacaacgggt
cgcaagcggc
caccgatgecg
tggacaagtg
ttcacagtta
ttatcaaggt
gattattcgc
tggttaccag

Kaemophilus influenzae

Ile Phe Asn Val Ile

Glu Leu Thr Arg

Ala Val Leu Ala

40

Thr Ser Val Thr

55

Asn Thr Thr Asn Asn

70

Tyr Lys Gly Leu

Ala

Thr

Asn Gly

Ser

Leu

gcttatgcca
ggtttgaatt
gacacagtta
acgattcaaa
agcctgaaca
ggtgcatcca
aatctgaagg
ggcgtgaaga
attaccaaag
gatgcggaca
aacgttgtga
gccgacaact
aaaggtgcgg
ttgcgeggcet
tacaacgcgc
gtttccggta
aatgccattg
acgggcaacg
gataaagccg
tttgtgttgg
accgtaaccg
ggggctacgg
ggtaaaaacc
acggtaaacg
gaagaaagac
attaacggca
aataaagtgg
ccacaagcect
caaaatggtt
ttgtcaggca
tggtaataga

Asn Vval

10

His Thr

25

Ala Leu

Leu

Ala
75

Ile

Asn Leu
920

Ser
100

Asp Asn

105

Phe Leu Val Ala Thr

atggtggtaa
ttaaatttaa
cctttacgcece
atggtacgaa
aactgggctg
atgaaacttt
tcaaacaaga
gcgtggagtt
acggcttgac
agattaaagt
gcggactgaa
taacgaaaca
acaagcaaac
tgggctgggt
aagtgcgtaa
aaacggtcaa
cttteggtta
ttgtgaatgc
gtggcagcta
gtaatggagt
ttaaggacaa
ttgaaaactc
tgaaatctga
gctttgcegg
gtatccaaaa
gccagttgta
gcaaacgtgc
ctatgccagg
tagctatcgg
caaccaatag
attccggatce

vVal Thr

Lys Cys

30

Ala
45

Ser

Asn Ala

60

Asp Leu

Asn Glu Lys

Ala Ala

110

37/304

Gln

Ala

Thr

Glu

Thr val

cgatgccgac
atccacagac
gaaaaaaggt
aacaaccgac
gaaagtgggc
agtgaagtcg
cggcacaaac
taaagacacg
cattacgtcg
ggcttcagac
gaaatttggt
atatgacgat
tctgactgtt
catttctgceg
cgccaatgaa
cggtaggcge
tggctcaaaa
ggaaaaatct
cgctttcggt
taatgcgaaa
agacggtaaa
cgtttatttg
tggtacggcg
tgcaacggcg
cgtcgcggca
tgctgtggca
agatgcaggt
taaatcaatg
ggtatcacga
ccaaggtaaa
cgce

Thr Trp
15

Sexr Ala

Ala Glu
Gly Asp

His
~ 80

Lys

Asp Thr

95

Gly

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3353



Asn

Gly
145

Ala
Lys
Glu
225
Thr
Gly
Phe
Lys
Ala
305
Gly
Thr
Asn
Gln
Asp
385

Ala

Leu Arg Lys

Glu
130

Ser

Ile

Ala

Glu

Asp

210

Ser

Thr

Lys

Ala

Leu

290

Asn

aAsn

Gly

Gly
370

Phe

His

115

Lys

Gly

Thr

Thr

Asp

195

val

Thr

Asp

Asn

Leu

275

Ser

Gly

val

Met

Ala

355

AsSn

val

Lys

Leu Gly Txp

Ser Tyr Gln

Ala

Ile

Thx

180

Glu

Ala

Asp

Gln

Leu

260

Ala

Ile

Leu

His

Thr

340

Ala

Gly

Asn

Lys

Ala

Ser

165

Cly

AsSn

Lys

Asp

Ala

245

Lys

Lys

Gly

Lys

Leu

325

Thr

Ser

Ala

Gly

Thr
405

Thr
150

vVal

Gly

Gly

Ala

Asp

230

Leu

Ala

Asp

Lys

Leu

310

Asn

Gln

val

Ser

Thr

3s0

Thr

DE 600 37413 T2 2008.06.19

120

Val Lys
135

Val Ser

Thr Lys

Gln val

Ala Asp

200

Ile Asn
215

Ile Glu

Lys Ala

Lys Leu

Leu Asp
280

Asp Thr
295

Ala Lys

Gly Ile

Ala Ser

Ala Asp

360

Val Asp
37s

Gln

Ser

Gly

Asn

185

val

Asp

Asn

Gly

Asp

265

val

Asn

Thr

Ala

Asn

345

Val

Phe

Asn Thr Asn

val Arg Val

Ala

Ser

Ser
170
Ala
Asp
Ala
Gly
Asp
250
Gln
Thr
Lys
Gly
ser

330

Gly

val

val

Asp
410

Asp

Ser
155

Phe

Asp

Lys

Ala

Ala

235

Thr

Asn

Ser

val

Asn

315

Thr

val

Asn

Asn

Asn

388

val

38/304

Val Leu Ser Ser Lys

Glu
140

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

220

Ala

Leu

Gly

Ala

Asp

300

Gly

Leu

Ala

Ala

Ala

k¥:14

val

Asn Gly Thr Arg

125

Val
Asp
Glu
Gly
val
205
Phe
Gly
Thr
Lys
Lys
285
Ile
Asn
Thr
val
Gly
365
Tyr

“Thr

Thr Gly

Leu Phe Thr

Gly

Val

Lys

150

Ala

val

Lys

Leu

Ser

270

val

Thr

Gly

Asp

Gln
350

Trp

Asp

Thr

Leu

Lys

Lys
175

val

Thr

Lys

Asn

Lys

255

val

Ser

Ser

Gln

Thr

335

Asn

Asn

Asp

Pro
41s

His
160

Thr

Lys

val

vVal

Glu

240

Ala

Thr

Asp

Asp

Asn

320

Ile

His

Ile

Val

Thr

400

val



Gln

Tyr

Glu

Gly

465

val

Asp

Phe

Thr

545

Gly

Glu

Gly

Thrx

Leu

€25

Glu

Ser

Ser

Lys

TYr

Tyr

Asn
450

Gln

Asp

Thr

Cly

Lys

530

val

Lys

Ala

Val

Leu

610

Lys

Leu

Asn

Ala

val

. 690

val
705

Thr

val

Ser

val

Glu

435

Gly

Asn

Ala

Leu

Gly

518

Ser

Thr

Ala

Ser

Asp

535

Val

val

Thr

Gly

Asn

67S

Ala

Ser

Ser

Thr
420

Ala

Glu

Pro

Val

Thr

500

Lys

Thr

Phe

Thr

Glu

580

Lys

Lys

Lys

Gly

Ala

660

Gly

Ser

Gly

Ala

Glu
Lys
Leu
val
Ser
485
Ala
Ala
Asp
Thx
Ile
565
Leu
Asp
Ser
Gln
Val
645
Ser
Ala
Asp

Leu

Asp
725

Asp

Gln

Ala

Lys

470

Phe

Ser

Thr

Gly

Pro

550

Gln

val

Gly

Gly

Asp

630

Lys

Thr

Asn

Gly

Lys

710

Asn

DE 600 37 413 T2

Gly Lys Thr Vval Val Lys

Asp

Lys

455

Ile

Lys

Asn

Gln

Glu

535

Lys

Asn

Glu

Ser

Asp

615

Gly

Ser

Lys

Gly

Ile

695

Lys

Leu

Gly
440

Thr
Ser
Gln
Ala
Thr
520
Leu
Lys
Gly
Ser
Gly
600
Lys
Thr
val
Ile
Ala
680
Ser

Phe

Thr

425

Ser
Lys
Asn

Leu

505

Leu
Gly
Thr
Leu
585
Glu
val
Aen
Glu
Thr
665
Ala
Ala
Qly

Lys

Ala

val

Val

Lys

490

Ala

Asn

Asn

Ser

Lys

570

Asn

Leu

Thr

Phe

Phe

650

Lys

Ala

Gly

Asp

Gln
730

Asp
Lys
Ala
475
Ala
Asn
Asn
Ile
Val
555
Thr
Lys
Asp
Leu
Thr
635
Lys
Asp
Thr
Asn
Ala

715

Tyr

39/304

Met

Leu

460

Glu

Leu

Gly

Gly

Lys

540

Gln

Thx

Leu

Gly

Lys

620

Asp

Gly

Asp

Lys

700

Asn

Asp

2008.06.19

Val Asp Asn Lys

Asp
445

val

Gly

Gln

Gly

Leu

525

val

Val

Asp

Gly

Ala

805

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala

685

Ala

Phe

Asp

430

Lys

Ser

Thr

Glu
Asn
S10
Asn
Glu
Gly
Gly
Trp
590
Ser
Gly
Leu
Ala
Thr
670
Asp
val

Asn

Ala

Lys

Ala

Glu

Lys

485

Asp

Phe

Asn

Glu

Leu

575

Lys

Asn

Glu

Lys

Asn

655

Ile

Lys

Lys

Pro

Tyr
735

val
Ser

Glu
480
Gln
Ala
Lys
Asp
Asp
560
val
val
Glu
Asn
Asp
640
Gly
Thr
Ile
Asn
Leu

720

Lys



Gly Leu

val Ala

Trp Val
770

- Asn Ala

78S

Gly Ile

Phe Glu

Lys Ala

Asn Ala

850

Lys Ala
865

Lys Asn

Asn Gly

Lys Glu

Asn Ser
930

Lys Asn
945

Thr Thr

Val Ser

Ala Gly

-Leu Tyr

1010

Lys Val
1025

Thr
Asp
755
Ile
Gln
His
Leu
Leu
835
Glu
Gly
Thr
ASDP
Thr
915
val
Leu
Gly
val
Glu
995

Ala

Gly

Asn

740

Asn

Ser

val

Val

Ala

820

Arg

Lys

Gly

Phe

val

900

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

980

Ile

Val

Lys

Leu

Thr

Ala

Arg

Ser

805

Lys

Asp

Ser

Ser

Val

885

Asp

val

Leu

ser

val

965

Ala

ser

Ala

Arg

DE 600 37413 T2 2008.06.19

Gly Ala Asp Lys Gln Thr Leu Thr

Asp Glu Lys
Ala Ala Thr
760

Asp Lys Thr
775

Asn Ala Asn
790

Gly Lys Thr
Asp Glu Asn
Asn Thr Val

840

Gly Ala Phe
855

Tyr Ala Phe
870

Leu Gly Asn

Thr Glu Thx

Thr Val Pro
920

Gly Asn Lys
935

Asp Gly Thx
950

Asn Gly Phe

Ser Gly Glu

Ala Thr Ser
1000

Lys Gly Val

1015

Ala Asp Ala

1030

745

val

Thr

Glu

val

Ala

825

Ala

Gly

Gly

Gly

val

905

Lys

ser

Ala

Ala

Glu

985

Thr

Thr

Gly

Gly Asp Leu Arg

Gly
val
Asn
810
Ile
Ile
Asp
Asn
val
890
Thr
Ala
Thr
Gly
Gly
970

Arg

Asp

Rsn’

Glu

Lys

795

Gly

Ala

Gly

Pro

Asp

B75

Asn

val

Leu

Ala

Asn

955

Ala

Arg

Ala

Leu

765

Leu AsSn
780

Phe Lys

Arg Arg

Phe Gly

Thr Gly
845

Asn Tyr
860

Asn Arg

Ala Lys

Lys Asp

Gly Ala
9258

Thr Lys
940

Thr Thr

Thr Ala

Ile Gln

Ile Asn

1005

Ala Gly
1020

Thr Ala Ser Ala

1035

40/304

750

Gly Leu

Lys

Ser

Glu

Tyr
830
Asn

Ile

Ile

Lys

910

Thr

Asp

Thr

His

Asn

990

Gly

Gln

Leu

Glu

Gly

Ile

815

Gly

val

Glu

Thr

Lys

895

Asp

val

Lys

Ala

Gly

975

val

Ser

val

Ala

Gly
TYyr
Asn
800
Thr
Ser
val
Asp
Ser
8B0
Ala
Gly
Glu
Gly
Gly
960
Ala

Ala

Gln

Ala
1040
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Ser Gln Leu Pro Gln Ala Ser Met Pro Gly Lys Ser Met Val Ser 1le

1045

1050

1055

Ala Gly Ser Ser Tyr Glm Gly Gln Asn Gly Leu Ala Ile Gly Val Ser
1065

1060

1070

Arg Ile Ser Asp Asn Gly Lys Val Ile Ile Arg Leu Ser Gly Thr Thr
1075

1080

1085

Asn Ser Gln Gly Lys Thr Gly Val Ala Ala Gly val Gly Tyr Gln Trp
1100

1090

<210> 29
<211> 3030
<212> DNA

1095

<213> Haemophilus influenzae

<400> 29

gcgaattcat
tgtcgtatct
cgtattggcg
tacaaacggt
ctctgcaact
‘tgaaaaagat
tttgcgtaaa
acaagtcaaa
caaatctgaa
aaacgcaacc
cagtgataca
tcacttaaac
aactaatggt
tgcaggctgg
agtagatttt
caaaaagaca
cggcgaaacc
ggatatggat
ggcaaacggt
tgcggtcagc
caatgcttat
caatggtttg
aaatgacacg
ggctacgatt
tgacagcctg
cgatggcacg
cgacaatctg
gacggacgtg
gaagattacc
" aaacactgca
taaaaacgtt
ctcagccgac
tgaaaaaagt
cgatttgcgc
ggaatacaac
caatgtttcc

atgaacaaaa
gaactcactc
acgttgttgt
ttgaaagctt
gatttagcta
gcgaataaaa
ttgggttggg
cacgcggatg
aacggtaaac
gttagcgata
aacggcttga
ggtattgcct
gtagatgtgc
aatattcaag
gtcaatggtt
accgtcecgtg
gttgtgaaag
aaaaaagtcg
acaaatccgg
tttaagcagt
gccaatggcg
aattttaaat
gttaccttta
caagacggcg
aacaaattgg
cataccgaca
aaggtcaaac
aagagcgtgg
aaagacggct
aacaccatta
gtgagcggac
aacttaacga
aaaggcaagc
ggcttgggct
gcacaagtgc
ggtaaaacat

tttttaacgt
gcgcccacac
ctacaacagt
atggaagtac
gacagtttga
atctgttggt
tattgtctag
aagtgttgtt
acaccgttac
aattatcgct
aatttgcgaa
ctaccttaac
agaatcataa
gcaacggagc
taaataccaa
tggatgtaac
tgggcaatga
aaaatggcaa
tgaaaatcag
tgaaagcctt
gtagcgatgc
ttaaatccac
cgccgaaaaa
caaaaacaac
gttggaaagt
ctttagtgaa
aagagggtac
agtttaaaga
tgaccattac
gcgtaaccaa
tgaagaaatt
aacaatatga
aaactccgac
gggtcattte
gtaacgctaa
tggataacgg

tatttggaat
caaacgtgcc
tcaggcgaca
gaataatccg
tggtgettat
gactgatgat
taaaaacggc
tgaaggcaaa
ttttaccett
tggtgcaaac
accaagtacg
tgacacaatt
tcgtgetgeg
gagcgttgat
tgtgaacgtt
gggcttgeeg
gtattacgaa
gctggcgaaa
caatgttgcg
gcaagacaaa
cgacggcggc
agacggcgag
aggttcggtg
taccggtttg
gggcaccggc
gtcgggcgat
aaacttcact
cacggcgaat
gccggcaaac
agacggcatt
tggtgatgcg
caatgcctat
cgttgctgac
tgcagacaaa
tgaagtgaaa
tacgcgcgaa

gttatgactc
tccgcaaccg
actactggcg
aatttcaatg
gacggtttat
aaggcggcga
acaaggaacg
gacggtgtaa
gagaaagacc
ggcaataaag
aatggtcaaa
acaggtacaa
agtgtagctg
tttgtcaata
acgactgata
gtccaatatg
gccaagcaag
actaaagtta
gacggcacgg
caggttacgt
aagggaattc
ttgttgaata
caggttggcg
gttgaggctt
actgacggca
aaagtaactt
tatgcgctca
ggtgcaaacyg
ggtgqgggtg
agcgcgggta
aatttcgatc
aaaggcttga
aataccgetg
accaaaggcg
ttcaagagcg
attacttttg

41/304

aaacttgggce
tggcaaccgc
gtacgacaag
ctgcaggtaa
taaatctaaa
ccgtaggcaa
agaaaagcca
cggttacttce
ttaatgtaaa
tcgatattac
acggtaatgt
caaaatctgc
atgtattgaa
cttacgacac
cggctcacaa
ttacggaaga
acggttcgge
aattggtatc
aaaataccga
taagtgcgag
aaactttaag
tcaaagcaga
atgatggtaa
ctgaattggt
caggagtgac
tgaaagccgg
aagatgaatt
gtgcaagcac
cggcaggtgce
ataaagcagt
cgctgactag
ccaatctgga
caaccgtggg
aactcaataa
gcaacggtat
aattggctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



agacgaaaat
aattggtacg
catcgaagat
aaacactttt
gaccgaagaa
agccttaggce
agataagggt
aacgggtacg
aagtggcgaa
agatgcgatt
acaagtgaat
acagttacca
tcaaggtcaa
tattcgcettg
ttaccagtgg

<210> 30
<211> 1004
<212> PRT

gccattgcett
ggcaacgttg
aaagccggtg
gtgttgggta
aaagaagtgg
gaaaccgtag
aaaaacctga
gtaaacggct
gaaagacgta
aacggtagcc
aaagtgggca
caagectcta
agtggtttag
tcaggcacaa
taatagaatt

DE 600 37413 T2 2008.06.19

tcggttctgg ctcaaaagec ttgcgecgata acacggtgge 2220
gcattcggcg atccgaacta

tgaatgcgga
gcagctacgce
atagtgttaa
ttggaaaaga
aaaattctgt
aatctgatgg
ttgccggtgce
tccaaaacgt
agttgtatgc
aacgtgcaga
tgeccaggtaa
ctatcggggt
ccaatagcca
ccggatccge

<213> Haemophilus influenzae

<400> 30

Met Asn Lys Ile Phe Asn

1

Ala val

Thr Val

val

Ala

5

Ser Glu

20

Thr Ala

5

Thr
S0

Ala

Gly Ser

€S

Leu

Glu

Ala Thr

Thr

Thr

Ala

Lys

val

Thr Gly

Asn Asn

Leu

val

Gly

Pro

val Ile

Ala
40

Leu

Thr
535

Thr

Asn Phe

70

Gln
B85

Arg

Asp Ala

100

Gly Asn

115

Gly
130

val Leu

145

Asn Gly

Lys

Thr

Phe

Lys

Asn Ala

Arg Asn

Glu Gly

Phe

Asn

Leu

Glu

Lys

Asp Gly
Lys

Lys
120

Arg

Lys Ser

138

Asp Gly

150

Thr
165

His

val
160

Val

Ser

Thr Phe

Asp Lys

Trp

Thr Arg Ala

Thr

Asn

aaaatctggt
tttcggtaac
tgcgaaacgt
cggtgcgaag
ttatctcggt
tacggegggt
aacggcgeac
cgcggeaggce
tgtggcaaaa
tgcaggtaca
atcaatggtt
atcaagaact
aggtaaaaca

Asn Val

10
His Thr
25

Leu Leu

Ser Thr Asn

Ala
15

Ala

Ala Tyr Asp

80

Leu Leu Val

108

Leu Gly Trp

Gln Gln val

val Thr Vval

155

Thr Leu Glu

170
Leu

L.eu Ser

185

gataaccgta
gatgcaaatg
acgaaagtaa
aatgcttcaa
aacactacaa
ggtgcggtet
gaaatttccg
ggggtaacaa
gcaagtgcat
tctattgcgg
tccgataatg
ggcgttgeag

Met Thr

Lys Arg
Ser Thr

45

Gly Leu
60

Gly Asn
Gly Leu
Thr Asp
Val Leu

125

Lys His
140

Thr Ser

Lys Asp

Gly Ala

Gln

Ala

30

Thr

Lys

Ser

Leu

Asp

110

Ser

Ala

Lys

Leu

Asn

ttacttctaa
gcaatgtact
ccgtgeecgea
ctgcgacaaa
ctgctggege
ctgtcggegce
ctacttccac
accttgctgg
tagcggcette
gaagtagtta
gcaaagtgat
caggtgttgg

Thr
15

Trp

Ser Ala

Val Gln
Ala Tyr

Thr
80

Ala

Asn Leu

95

Lys Ala

Ser Lys
Asp Glu

Glu
160

Ser

Asn Val

175

Gly Asn

190

42/304

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
3030



Lys
Ser

Thr
225
val
AsSn
ASn
Asn
Asp
305
val
Ala
val
val
Lys
38S
Ala
Ser
Asn
Serx
Lys
486S.

Asn

Thr

val

Thr
210

Leu

Asp

Ala

Thr

val

290

val

val

Asp

Lys

Ala

370

Ala

Asn

Asn

Ile

Val

450

Thr

Lys

Asp

hsp

135

Thr

Val

Gly

Tyr
275
Thr
Thr
Lys
Met
Leu
355
Asp
Leu
Gly
Gly
Lys
435
Gln
Thr

Leu

Gly

Ile

Gly

Asp

Gln

Trp
260
Asp
Thr
Gly
Val
Asp
340
val
Gly
Gln
Gly
Leu
420

Ala

val

Gly

Thr
500

Thr

Gln

Thr

Asn

245

Asn

Thr

Asp

Leu

Gly

325

Lys

Ser

Thr

Asp

Ser

405

Asn

Glu

Gly

Gly

Trp

485

His

Ser

Asn

Ile

230

His

Ile

val

Thr

Pro

310

Asn

Lys

Ala

Glu

Lys

390

Asp

Phe

Asn

Asp

Leu

470

Lys

Thx
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Asp Thr Asn Gly Leu Lys

Gly
215
Thr
Asn
Gln
Asp
Ala
295
Val
Glu
Val
Asn
Asn
375
Gln
Ala
Lys
Asp
Asp
455
val

val

Asp

200

Asn
Gly
Arg
Gly
Phe
280
His
Gln
Tyx
Glu
Gly
360
Thr
val
Asp
Phe
Thr
440
Gly
Glu

Gly

val

Thr

Ala

Asn

265

val

Asn

TYyr

Tyr

Asn

345

Thr

Asp

Thx

Gly

Lys

425

Val

Lys

Ala

Thx

Leu
S0S

His

Thr

Ala

250

Gly

Asn

lys

val

Glu

330

Gly

Asn

Ala

Leu

Gly

410

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

490

val

Leu Asn
220

Lys Ser
235§

ser Val

Ala Ser

Gly Leu

Lys Thr
300

Thr Glu
315

Ala Lys
Lys Leu
Pro Val
vVal Ser

380

Sex Ala
395

Lys Gly
Thx Asp
Phe Thr
Thr Ile

460

Glu Leu

- 475

Thr Asp

Lys Serxr

43/304

Phe Ala

205

Gly
Ala
Ala
Val
Asn
285
Asp
Gln
Ala
Lys
365
Phe
Serx
Ile
Gly
Pro
445
Gln
val

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

Asp

270

Thr

Val

Gly

Asp

Lys

350

Ile

Lys

Asn

Gln

Glu

430

Lys

Asp

Asp

Thr

Asp
510

Lys

Ala

Asn

val

255

Phe

Asn

Arg

Glu

Gly

335

Thr

Sex

Gln

Ala

Thr

415

Leu

Lys

Gly

Ser

Gly

455

Lys

Pro

Ser

Gly

240

Leu

val

Val

val

Thx

320

Ser

Lys

Asn

Leu

Tyr

400

Leu

Leu

Gly

Ala

480

val

val



Thr
Phe
Phe
545
Lys
Ala
Gly
Asp
Gln
6§25
Lys
Gly
Gly
val
Asp
70S
Ala
Ala
Gly
Gly
Ser

785

Lys

Leu

Thr

530

Lys

Asp

Asgsn

Asn

Ala
610

Tyr

Gly

Rsp

Glu

Lys

690

Asn

Ile

Ile

Asp

Asn

770

val

Glu

Lys
515
Tyr
Asp
Gly
Thr
Lys
595
Asn
Asp
Lys
Leu
Leu
675
Phe
Gly
Ala
Gly
Pro
755
AsSp
As8n

val

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala

580

Ala

Phe

ASn

Gln

660

Asn

Lys

Thr

Phe

Thr

740

Asn

Asn

Ala

val

Gly

Leu

Ala

Thr

565

Asn

val

Asp

Ala

Thr

645

Gly

Lys

Ser

Arg

Gly

725

Gly

Tyr

Arg

Lys

Gly
805

Asp

Lys

Asn

550

Ile

Thr

Lys

Pro

Tyr

630

Pro

Leu

Glu

Gly

Glu

710

Ser

Asn

Ile

Ile

Arg

790

Lys
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Asn Leu Lys Val Lys Gln

Asp
835
Gly
Thr
Ile
Asn
Leu
615
Lys
Thr
Gly
Tyx
Asn
695
Ile
Gly
Val
Glu
Thr
775

Asp

Rsp

520

Glu

Ala

Pro

Ser

val

600

Thy

Gly

Val

Trp

Asn

680

Gly

Thr

Ser

val

Asp

760

Ser

Ala

Gly

Leu

Asn

Ala

val

585

val

Ser

Leu

Ala

val

665

Ala

Ile

Phe

Lys

Asn

745

Lys

Lys

Asn

Thr
Gly
Asn
570
Thr

Ser

Ser

Asp
650
Ile
Gln
Asn
Glu
Ala
730
Ala

Ala

Asn

Gly

Lys
810

ABp

Ala
555

Gly

Lys

Gly

Rla

AsSn

635

Asn

Ser

Val

val

Leu

715

Leu

Glu

Gly

Thr

Asn

795

Thr

525

val Lys
540

Ser Thr
Ala Gly
Asp CGly
Leu Lys

60S

Asp Asn
620

Leu Asp

Thr Ala

Ala Asp

Arg AEBN
685

Ser Gly
700

Ala Lys
RArg Asp
Lys Ser
Gly ser

765

Phe val
780

Val Teu

Lys Val

44/304

Ser

Lys

Ala

Ile

580

Lys

Leu

Glu

Ala

Lys

670

Ala

Lys

Asp

Asn

Gly

750

Tyr

Leu

Thr

Thr

Glu Gly Thr Asn

val Glu
Ile Thr
560

Ala Gly
575

Ser Ala

Phe Gly

Thr Lys

Lys Ser

640

Thr val
655

Thr Lys

Asn Glu

Thr Leu

Glu Asn
720

Thr val
735

Ala Phe

Ala Phe

Gly Asn

Clu Glu

800

val Pro
815



Gln Ala Leu

Thr Ala

835

Ser

Ala Gly Asn

850
Ala Ala
865

Gly

Glu Arg Arg

Thr Asp Ala

Leu
915

Thr Asn

Thr Ala

930

Gly

Pro Gly Lys

945
Leu

Ser Gly

Ile Ile Arg

Ala Gly

295

Ala

31
3300
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 31

atgaacaaaa
gaactcactc
acgcagttgt
gtttatggcyg
aaacaaaatg
aagctgttgg
gtcgtatcaa
gaagtgttgt
aaacacgeca
gataccttaa
gtgactagca
actacggttce
gttgtgagta
gttcaagatg
tctgataacg
gaaactacac

Gly Glu

820

Thr Lys

Thr Thr

Thr Ala

Thr

Asp

Thr

His

DE 600 37413 T2 2008.06.19

val Glu Asn Ser val Tyr

825

Gly
B40

Lys

Ala Gly
855

Gly Ala

870

Gln
885

Ile

Ile
900

Asn
Ala Gly
Ala

Ser

Ser Met

Asn

Gly

Gln

Leu

val

val Ala

Ser Gln

Lys

Ala

val

Ala

Len

Asn Leu

Thr Gly

Ser val
-~ 875

Gly Glu
890

Tyr Ala

905

val Asn

920
Ala Ala
935

Ser Ile

950

Ala Ile

965

Leu
980

val

tttttaacgt
gcgcecacac
ctgcaacggc
atacgaatac
atggtgttca
tggatgacaa
ccaaaaatgg
ttaaaggcag
ttacctttgc
cgattggcgg
ecggcaagcgg
acttgactaa
aattagatgg
ttttaaatag
ttgattttgt
tggttacagt

Gly

Ser Gly

Gly Tyr

val Ser

Thr Thr

Lys

Sex

Ala

Arg

Asn

val Gly
Gln Leu
Gly Ser

955

Ile Ser
970

Ser Gln

985

Gln TIp
1000

Haemophilus influenzae

tatttggaat
caaacgtgcc
tgaagcgaac
taaattcaat
cgatggttta
tactgcggeg
caaggaaaat
caaaggeggt
tttagcgaaa
tagtactact
cttgaacttt
tattgcttca
taatggtatt
tggttggaat
ccgtacttac
ggatagtgaa

Asn

Ser Gly

gttatgactc
tccgcaaccyg
agtagtgctt
gcagccaata
ttaaatctga
accgtaggceg
gagaaaagcc
gtgcaggtta
gaccttgata
acaggtagtg
gcgaaaggcg
actttgcaag
actgctgacg
atcaagggtg
gacacagttg
agtaatggaa

Leu Gly
830

Ser
845

Lys Asp

Thr val

860

Asn

Gly Ala Ser

Ile Sex Ala

Val Ala Lys

910

Lys . Ala
925

Pro Gln
840

Ser Tyr

Asn

Asp

Gly Lys

Serx

aaacttgggc
tggcgaccgce
ctgttacgag
attcaatagc
atgaaaacgg
atttacgtaa
aacaagtcaa
cttcecacete
tgagaactgc
caacaacace
ctacaggtge
atactctatt
agaaaaaacg
ttaaaacagg
agtttttgag
aatctactaa

45/304

Asn Ala

Gly
Gly
Gly
Thr
895

Gly

Asp

Thr

Phe

Glu

880

Ser

val

Ala

Ala

Gln

Gly

Thr
990

Ser Met

Gln
960

Gly

Lys Val

978

Gly val

tgtcgtatct
cgtattggcg
taggttgaat
agatttaaat
tgcgaataaa
attgggctgg
acaggcggat
tgaaaacgge
gactgtgagt
aaaagtgaat
taatggcgat
gaatactggg
tgcggcaagce
tgcgacgact
cggaagtgaa
agttaaaatc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960



ggtgcgaaga
aaagacacaa
ttagtcactg
acgggtgcta
tttgetgatg
gttaaatacg
gcagatacga
ggtaagaaac
gcaaaagctg
gaagttaaag
gatggtgcga
ttaggtacag
ccagcaaatg
agtgcgggcy
aatttcgatc
aaaggcttga
aatactgccg
accacaggcg
ttcaaaagcg
acttttgaat
aatggcaagg
gacccagcaa
gataaagatg
aacaaaggtt
tttgagettg
gccttgtctt
ggtttaaata
gtgactacaa
gatgcaaacg
ggctcaactg
gttgtgaaag
caggtggtcg
aatgatcaat
gccacttccea
aaccttgcetyg
gatgcaggta
aaatcaatgg
gtatcaagaa
caaggtaaaa

<210> 32
<211> 10594
<212> PRT

cctetgttat
atcaagtcgc
cagagactgt
ataatcaagc
gcaatggtac
aagcgaaagt
ccgcacttac
ttgttaatge
aagcagatac
caggcgaaac
actttactta
gaaataatgg
gtgecgggtgce
gtcagtcggt
cgctgactag
ccaatttgga
caaccgtggg
aactcgataa
gcaacggtat
tggctaaagg
aaacgagcct
ccggtaaacc
gcaaagtcgt
atggctatgt
gtttggcectga
ctgataaatt
ccaaagtgag
cectttgtgaa
gtaagaaaat
atatgactaa
aagacaacaa
aagaagctaa
caaaaggtaa
ccgatgcgat
gacaagtgaa
ctgcaagtgce
tttctattge
tttccgataa
caggcgttgce

DE 600 37413 T2 2008.06.19

Ccaaagaaaaa
aagtaataat
tatcaatgca
tggtcagttt
aactgcagtc
tggcgacggce
tgtgacggge
aagtggttta
tgctaatggc
ggtaaccttt
ttcactgcaa
tgcgaaaact
aaataatgca
taaaaacgtt
ctcecgecgac
tgaaaaaggt
cgatttgcgc
ggaatacaac
caatgtttcc
cgaagtggtt
ggttaaagtt
gaaagttaca
ttetgctgac
aacaggtaac
tgcagaaaaa
ggaaaccgta
cgcggcaacg
aaccgatgtg
cgttaaaaat
agaagttacc
gtggtatcac
agtttctace
aggcgtggte
taacggaagt
taatcttgag
attagcggct
gggaagtagt
tggcaaagtg
agcaggtgtt

<213> Haemophilus influenzae

<400> 32

gacggtaagt
gcagctgatg
gtaaacaagg
gaaactgtca
gtaactggcg
ttgaagattg
ggtaaagtta
gctgatgegt
ggcgagcttg
aaagcggaca
gatgctttaa
gaaatcaaca
aacaccatca
gtgagcggac
aacttaacga
gcggacaagce
ggcttgggct
gcgcaagtge
ggtaaaactg
aaatcgaatg
ggcgataaat
aatggcaatg
ggcagcagca
caagtggcag
gcgaaagctg
aatgccaacg
gtggaaagca
gaattgcctt
ggcgataaat
cttggcaatg
gttaaatctg
gatgaaaaac
attaacaata
cagttgtatg

ggcaaagtga

tcacagttac
tatcaaggtc
attattcgct
ggttaccagt

Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn val

1

-]

10

Ala Val Val Ser Glu Leu Thr Arg Ala His Thr

Thr val Ala Thr Ala Va

20

a5

40

25

1 Leu Ala Thr Glan Leu

Ala Aen Ser Ser Ala Ser Val Thr Ser Arg Leu

50

55

tatttactgg
atacggatga
ctggttggag
catcaggcac
atgctaccaa
gtaacgacca
ctgcccctga
taaacaaatt
atggaactgc
agaacttaaa
caggcttaac
aagacggctt
gcgtaaccaa
tgaagaaatt
aacaatatga
aaactctgac
gggtcattte
gtaacgccaa
tcaacggtag
aatttactgt
attacagcaa
cagttgctge
ataccgcetgt
atgcgattgc
cgtttggcga
acaaagtccg
tcgatgcaaa
taacgcaaat
ggtattacac
tggattcaga
atggttctac
acgttgtcag
tggctaatgg
ccgtggcaaa
ataaagtggg
cacaagccac
aaaatggttt
tgtcaggcac
ggtaatagaa

aaaagctaat
gggcaaaggc
aattaaaaca
aaatgtaacc
tggtattact
aaaaatcact
tgcaaccaat
aagttggact
agatgaaaaa
agtgaaacaa
gagcattact
aaccatcaca
agacggcatt
tggtgatgcg
cgatgcctat
tgttgcecgac
tgcggacaaa
tgaagtgaaa
gcgtgaaatt
caaagaaacc
agaggatatt
gaaatatcaa
taccctaacce
gaaatcaggc
tgaaacaaaa
ttttgctaat
cggcgataaa
ctacaatacc
gaaagatgac
cggcaagaaa
ggataaaaca
ccttgatcca
cgaaatttcr
aggggtaaca
caaacgtgca
tatgccaggt
agctatcggg
aaccaatagt
ttcecggatcece

Met Thr Gln Thr Trp

15

Lys Arg Ala Sexr Ala

45

30

Ser Ala Thr Ala Glu

Asn val Tyr Gly Asp

60

46/304

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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Thr Asn Thr Lys Phe Asn Ala Ala Asn Asn Ser Ile Ala Asp Leu Asn
65 .70 75 80

Lys Gln Asn Asp Gly Val His Asp Gly Leu Leu Asn Leu Asn Glu Asn
85 S0 9s

Gly Ala Asn Lys Lys Leu Leu Val Asp Asp Asn Thr Ala Ala Thr Val
100 105 110

Gly Asp Leu Arg Lys Leu Gly Trp Val Val Ser Thr Lys Asn Gly Lys
- 115 120 125

Glu Asn Glu Lys Ser Gln Gln Val Lys Gln Ala Asp Glu Val Leu Fhe
130 135 140

Lys Gly Ser Lys Gly Gly Val Gln Val Thr Ser Thr Ser Glu Asn Gly
145 150 155 160

Lys His Ala Ile Thr Phe Ala Leu Ala Lys Asp Leu Asp Met Arg Thr
165 170 175

Ala Thr Val Ser Asp Thr Leu Thr Ile Gly Gly Ser Thr Thr Thr Gly
180 185 180

Ser Ala Thr Thr Pro Lys Val Asn Val Thr Ser Thr Ala Ser Gly Leu
195 200 205

Asn Phe Ala Lys Gly Ala Thr Gly Ala Asn Gly Asp Thr Thr Val His
210 215 220

Leu Thr Asn Ile Ala Ser Thr Leu Gln Asp Thr Leu Leu Asn Thr Gly
225 230 235 240

val Val Ser Lys Leu Asp Gly Asn Gly Ile Thr Ala Asp Glu Lys Lys
245 250 255

Arg Ala Ala Ser Val Gln Asp val Leu Asn Ser Gly Trp Asn Ile Lys
260 265 270

Gly val Lys Thr Gly Ala Thr Thr Ser Asp Asn Val Asp Phe Val Arg
275 280 285

Thr Tyr Asp Thr Val Glu Phe Leu Ser Gly Ser Glu Glu Thr Thr Leu
290 235 300

val Thr val Asp Ser Glu Ser Asn Gly Lys Ser Thr Lys Val Lys Ile
308 310 315 320

Gly Ala Lys Thr Ser Val Ile Lys Glu Lys Asp Gly Lys Leu Phe Thr
325 330 335

Gly Lys Ala Asn Lys Asp Thr Asn Gln Val Igl_g Ser Asn Asn Ala A}a*

340 T 345 T T 7350

Asp Asp Thr Asp Glu Gly Lys Gly Leu Val Thr Ala Glu Thr Val Ile
355 360 365

Asn Ala Val Asn Lys Ala Gly Trp Axrg Ile Lye Thr Thr Gly Ala Asn
370 375 380

47/304
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Asn Gln Ala Gly Gln Phe Glu Thr Val Thr Ser Gly Thr Asn Val Thr
385 380 395 400

Phe Ala Asp Gly Asn Gly Thr Thr Ala val val Thr Gly Asp Ala Thr
405 410 415

Asn Gly Ile Thr Val Lys Tyr Glu Ala Lys Val Gly Asp Gly Leu Lys
420 425 430

Ile Gly Asn Asp Gln Lys Ile Thr Ala Asp Thr Thr Ala Leu Thr Vval
435 440 * 445

Thr Gly Gly Lys Val Thr Ala Pro Asp Ala Thr Asn Gly Lys Lys Leu
450 455 460

val Asn Ala Ser Gly Leu Ala Asp Ala Leu Asn Lys Leu Ser Trp Thr
465 470 475 480

Ala Lys Ala Glu Ala Asp Thr Ala Asn Gly Gly Glu Leu Asp Gly Thr
485 490 495

Ala Asp Glu Lys Glu Val Lye Ala Gly Glu Thr Val Thr Phe Lys Ala
500 505 510

Gly Lye Asn Leu Lys Val Lys Gln Asp Gly Ala Asn Phe Thr Tyr Ser
515 520 525

Leu Gln Asp Ala Leu Thr Gly Leu Thr Ser Ile Thr Leu Gly Thr Gly
530 535 540

Asn Asn Gly Ala Lys Thr Glu Ile Asn Lys Asp Gly Leu Thr Ile Thr
545 550 558 560

Pro Ala Asn Gly Ala Gly Ala Asn Asn Ala Asn Thr Ile Ser val Thr
565 570 575

Lys Asp Gly Ile Ser Ala Gly Gly Gln Ser Val Lys Asn Val Val Ser
580 585 590

Gly Leu Lys Lys Phe Gly Asp Ala Asn Phe Asp Pro Leu Thr Ser Ser
595 600 605

Ala Asp Asn Leu Thr Lys Gln Tyr Asp Asp Ala Tyr Lys Gly Leu Thr
€10 615 620

Asn Leu Asp Glu Lys Gly Ala Asp Lys Gln Thr Leu Thr Val Ala Asp
625 630 635 640

Asn Thr Ala Ala Thr Val Gly Asp Leu Arg Gly Leu Gly Trp Val Ile
645 650 655

"Ser Rla Asp Lys Thr Thr Gly GIu Léu Asp Lys Glu Tyr Asn Ala &lm~
8§60 665 670

val Arg Asn Ala Asn Glu Val Lys FPhe Lys Ser Gly Asn Gly lle Asn
675 680 685

48/304



val

Ala
705
Asn
Lys
Asn
Ala
Gly
785
Phe

Asp

Asn

rhe
965
Asp

Thr

AsSn

Glu
945
Asn

Gly

Tyr

Ser

690

Lys

Gly

Glu

Ala

Asp

770

Glu

Glu

Asp

Thr

850

val

Ala

Lys

vVal

His

230

Ala

asp

Glu

Ala

Gly

Gly

Lys

Asp

val

755

CGly

val

Leu

Thx

Lys

835

val

Lys

Asn

Asp

Asp

915

val

Lys

Gln

Ile

val
985

Lys

Glu

Glu

Ile

740

Ala

Ser

Thr

Gly

Lys

820

val

Glu

Thr

Gly

Asp

900

Ser

Lys

val

ser

Ser

980

Ala

val

Thr

725

Asp

Ala

Ser

Gly

Leu

805

Ala

Arg

Ser

Asp

Lys

885

Gly

Asp

Ser

Ser

Lys

965

Ala

Lys

val

val
710

Ser

Pro

Lys

Asn

Asn

790

Ala

Leu

Phe

Ile

val

870

Lys

Ser

Gly

Asp

Thr

950

Gly

Thr
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Asn
695

Lys
Leu
Ala
Tyr
Thr
775
Gln
Asp
Ser
Ala
Asp
855
Glu
Ile
Thx
Lys
Gly
9358
Asp

Lys

Ser

Gly Arg Arg Glu

Ser

val

Thr

Gln

760

Ala

val

Ala

Ser

Asn

840

Ala

Leu

val

Asp

Lys

920

Ser

Glu

Gly

Thr

Gly Val Thr

1000

Asn

Lys

Gly

745

Asp

val

Ala

Glu

Asp

825

Gly

Asn

Pro

Lys

Met

505

val

Thr

Lys

Vai

Asp
285

Asn

Glu

Val
730
Lys
Lys
Thr
Asp
Lys
810
Lys
Leu
Gly
Leu
Asn
850
Thr
val
Asp
His
val
970

Ala

Leu

Phe
715

Gly
Pro
Asp
Leu
Ala
795
Ala
Leu
Asn
Asp
Thr
475
Gly
Lys
Lys
Lys
val
955
Ile

Ile

Ala

Ile Thr Phe
700

Thr Val Lys

Agp Lys Tyr
Lys Val Thr
“750

Gly Lys Vval
765

Thr Asn Lys
780

Ile Ala Lys
Lys Ala Ala
Glu Thr val

830

Thr Lys Val
845

Lys Val Thr
860

Gln Ile Tyr
Asp Lys Trp
Glu val Thr

910

Glu Asp Asn
925

Thr Gln Vval
940

val Ser Leu

Asn Asn Met

Asn Gly Ser
990

Gly Gln Val
1005
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Glu
Glu

Tyr
73%
Asn
Val
Gly
Ser
Phe
815
Asn
Ser
Thr

Asn

Tyr
895
Leu
Lys
val
Asp
Ala
975

Gln

Asn

Leu
Thr
720
Ser

Gly

sSer

Gly
800
Gly
Ala
Ala

Thr

Thr
880

Tyr

Gly

Trp

Glu

Pro

960

Asn

Leu

Asn
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Leu Glu Gly Lys Val Asn Lys Val Gly Lys Arg Ala Asp Ala Gly Thr

1010

1015

1020

Ala Ser Ala Leu Ala Ala Ser Gln Leu Pro Gln Ala Thr Met Pro Gly
1030

1028

1035

Lys Ser Met Val Ser Ile Ala Gly Ser Ser YL

1045

1050

Leu Ala Ile Gly Val Ser Arg Ile Ser Asp Asn
1065

1060

Arg Leu Ser Gly Thr Thr Asn Ser Gln Gly Lys

1075

1080

Gly val Gly Tyr Gln Trp

1090

<210> 33
<211> 3339
<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 33

gcgaattcat
tgtcgtatct
cgtattggca
tgggttgaat
ggaaaaacac
taagtcaagt
gggctgggta
agctgatgaa
gggtaaacat
tgcaactact
tggagctgat
tgccgcaact
caaaaatgaa
taaaaactta
agaccttgat
taaagttgat
tggtcaaaac
aggtatgaca
tgtggctgat
tgtcaatgcet
gactgatacg
atatgttacg
gcaagacggt
agtgaaattg
cacggaagaa
tactttaact
.aactcaaact
gaacatcaaa
tggcgaagac
agcttccgaa
cggcagegge
aactttgaaa
gctcaaagat

atgaacaaaa
gaactcactc
actgcgttgt
gcttatggceyg
gttcaagatg
ttcttggttg
ttgtctagca
gttctcttta
accattacca
ggaggtcaag
gttgataaga
ttcgtgaaag
actacagacc
aaagctaagt

gtgacctctg

attaccagtg
ggtaatgtcc
acacaagcaa
gtattaaatg
tacgacacag
gctcacaaaa
gaagacggca
tcggcggata
gtgtcggcaa
aacgatgcgg
gcgagcaatg
ttaaacaatg
gtagaaaatg
ggtaaggcta
ttggttgaaa
gagcttgatg
gececggegaga
gaattgacgg

tttttaacgt
gcgececcacac
ctgcaacggc
atactaattt
cttataaagg
ccgacaatac
aaaacggcac
ctggatctgg
tttctgttac
taaacgccga
aagttgcaac
tggaaagcac
aagctctcaa
tagaccaaaa
cgaaagtgag
atgcaaatgg
acttaaatgg
gcaatggcgt
caggctggaa
tagattttgt
agacaaccgt
aaaccgttgt
tggataaaaa
gcggtcaaaa

tatttggaat
caaatgcgcee
tgaagcgaac
taatacaacc
cttattaaat
cgecgeaace
aaggaacgag
tgctgcaacyg
caaaggtagt
ccgtggtaaa
tgtaaaagat
agatgatgac
agcaggcgac
tggtaaatca
tgataagttg
cttgaaattg
tattgcttcg
ggctgtgcag
tattcaaggc
caatggtaca
ccgtgtggat
gaaagtggac
agtcgaaaat
tccggtgaaa

tcagctttaa gcaattgaaa

cttatgccaa

gtttgaattt

acacagttac
cgattcaaaa
gcctgaacaa
gtgcatccaa
atctgaaggt
gcgtgaagag

tggtggtaac
taaatttaaa
ctttacgccg
tggtacgaaa
actgggctgg
tgaaacttta
caaacaagac
cgtggagttt

1040

Gln Gly Gln Asn Gly

1055

Gly Lys Val Ile Ile
1070

Thr Gly Val Ala Ala

1085

gttgtgactc
tcecgecaccg
aacaatactt
aataattcga
ctgaatgaaa
gtaggcaatt
aaaagctatc
gttagttcca
tttgctgagg
gtgaaagctg
gttgctaagg
attgaaaatg
accttaacct
gtaacctttg
tctattggta
gcgaaaacag
actttgaccg
aatcataatc
aacggagcga
aacaccaatg
gtaacaggct
aataagtatt
ggcgagetgg
atcagcaatg
gccttgcaag
gatgccgacg

‘tccacagacg

aaaaaaggtt
acaaccgacg
aaagtgggcg
gtgaagtcgg
ggcacaaact
aaagacacgg
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aaacttgggt
tggcggttge
ctgttacgaa
tagcagattt
aagatacaaa
tgegtaaatt
aagtaaaaca
gctctaaaga
taaaaactga
aggacgagaa
cgattaacga
gtgctgcagg
taaaagcggg
ctttagcgaa
aagatacgaa
gtaacggaaa
ataccattac
gtgctgcgag
gecgttgattt
tgaacgttac
tgccggttca
acgaagctaa
cgaaaaccaa
ttgcggaagg
agaaacaggt
gcggcaaggce
gcgagttgtt
cggtacaggt
gtttggttga
ttgataaaga
gcgataaagt
tcacttacgc
cgaatggttc

60
120
180
240
300
160
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



aaacggtgca
gaatggtgcg
gggtaataaa
caatccactg
cttgaccaat
tgccgcaace
aggcgaactc
gagcggcaac
tgaattggct
taacacggtg
cgatccgaac
tattacttcet
tggagatgtt

tactgttcct

gactgcgaca
aactgctggce
ttetgtcggce
cgccacttec
aaatcttgcet
attagcagct
gggaagtagt
tggcaaagtg
agcaggtgtt

<210> 34
<211> 1104
<212»> PRT

agcacgaaga
gcggegactg
gcggttaaaa
accagttccg
ttggatgaaa
gtgggegatt
aataaggaat
ggtatccatg
aaagacgaaa
gcaattggta
tacatcgaag
aaaaacactt
gatacggaaa
aaagcgttag
aaagataagg
acaacgggta
gcaagcggcy
accgatgcega
ggacaagtga
tcacagttac
tatcaaggtc
attattcgcet
ggttaccagt
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ttaccaaaga
atgcggacaa
acgttgtgag
ccgacaactt
aaggtgcgga
tgegeggett
acaacgegca
tttccggtaa
atgccattgce
cgggcaacgt
ataaagccyg
ttgtgttggg
ccgtaacegt
gggctacggt
gtaaaaacct
cggtaaacgg
aagaaagacg
ttaacggcag
ataaagtggg
cacaaggecte
aaaatggttt
tgtcaggcac
ggtaatagaa

<213> Haemophilus influenzae

<400> 34

Met Asn Lys Ile pPhe

1

val

Thr

val val

val Ala

s

Ser Glu
20

val Ala

35

Ala
50

Thr
6S

val

Asn Asn

Asn Phe

Gln Asp

Asn Thr

Asn Thr

Ala Tyx
85

Asn Val Ile

Leu

val

Ser

Thr

Lys

Thr Arg

Leu Ala
40

val Thr
55

Asn Asn
70

Gly Leu

Trp

Ala

Thr

Asn

Ser

Leu

cggettgace attacgtcgg caaacggtge

gattaaagtg gcttcagacg gcatcagtge

cggactgaag

aacgaaacaa tatgacgatg cctataaagg

aaatttggtg

atgcgaattt

caagcaaact ctgactgttg ccgacaatac

gggctgggtc
agtgcgtaac
aacggtcaac
tttcggttat
tgtgaatgcg
tggcagctac
taatggagtt
taaggacaaa
tgaaaactcc
gaaatctgat
ctttgceggt
tatccaaaac
ccagttgtat
caaacgtgca
tatgccaggt
agctatcggg
aaccaatagc
ttgatccgce

Asn Val

10
His Thr
25

Ala Leu

Gly Leu

Ala
75

Ile

Asn Leu

90

Asn Lys Ser

Ser Phe
100

Leu Val Ala

Asn Leuw Arg Lys Leu Gly Trp Val

115

Glu Lys
130

Ser Tyr

120

Gln val Lys

135

Asp Asn Thr

105

‘Leu Ser Ser

Gln Ala Asp

atttctgcegg
gccaatgaag
ggtaggcgeg
ggctcaaaag
gaaaaatctg
gcttteggta
aatgcgaaat
gacggtaaag
gtttatttgg
ggtacggcgg
gcaacggcgc
gtcgeggeag
gctgtggcaa
gatgcaggta
aaatcaatgg
gtatcacgaa
caaggtaaaa

val Thr

Lys Cys

Gln

Ala

acaaaaccac
tgaaattcaa
aaattacttt
ccttgecgcga
gtgcattcgg
acgataaccg
ataaagccaa
agactaccgt
gtaataaatc
gtaacactac
acqgtgcggt
gcgaaattte
aaggggtaac
cagcaagtgc
tttectattge
tttccgataa
caggegttgce

Thr
15

Ser Ala

30

Ala
45

Ser

Asn Ala

60

Asp Leu

Asn Glu

Ala Ala

Thr

Tyr

Glu

Lys

Thr

Ala Glu

Gly Asp

KHis
80

Lys

Asp Thr

95

Val Gly

110

Lys
125

Glu Val
140
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Asn Gly

Leu

Thr Arg

Phe Thr

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
28290
2880
2540
3000
3060
3i2o0
3180
3240
3300
3338



Cly
145

Asp
Ala
Lys

Glu
225

Gly
Phe
Lys
Ala
305
Gly
Thr
Asn
Gln
Asp
385
Ala
Gln

Tyr

Glu

Sex
Ile
Ala
Glu
Asp
210
Ser
Thr
Lys
Ala
Leu
290
Asn
Asn
Gly
Arg
Gly
370
Phe
His
Tyr
Tyr

Asn
450

Gly

Thr

Thr

Asp

195

val

Thx

Asp

Asn

Leu
275

.Ser

Gly
Val
Met
Ala
355
Asn
val
Lys
val
Glu

415

Gly

Ala

Ile

Thr

180

Glu

Ala

Asp

Gln

Leu

260

Ala

Ile

Leu

His

340

Ala

Gly

Asn

Lys

Thr

Ala

Ser

165

Gly

Asn

Lys

Asp

Ala

245

Lys

Lys

Gly

Lys

Leu

325

Thr

Ser

Ala

Gly

405

Glu

.42.0. .

Ala

Glu

Lys

Thr
150

val
Gly
Gly
Ala
Asp
230
Leu
Ala
Asp
Lys
Leu
310
Asn
Gln
val
Ser
Thr

390

Thr

Mp.

Gln

Ala
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val Ser Ser Ser Ser Lys

Thr

Gln

Ala

Ile

215

Ile
Lys
Lys
Leu
Asp
298
Ala
Gly
Ala
Ala
val
378
Asn
val
Gly
Asp

Lys
455

Lys

Val

Asp
200
Asn
Glu
Ala
Leu
Asp
280
Thr
Lys
Ile
ser
Asp
360

Asp

Thr

Lys

Gly
440

Thr

155

Gly Sexr Phe

Asn
185
val
Asp
Asn
Gly
Asp
265

val

Asn

Ala
Asn
345
val
Phe
Asn
val
Thr
425

Ser

Lys

170

Ala

Asp

Ala

Gly

Asp

250

Gln

Lys

Gly

Ser

330

Gly

Leu

val

val

Asp

410

val

Ala

val

Asp

Lys

Ala

Ala

235

Thr

Asn

ser

val

Asn

315

Thr

val

A8SNn

Asn

ABnN

395

val

val

Asp

Lys

Ala

Arg

Lys

Thr

220

Ala

Leu

Gly

Ala

AsSp

300

Gly

Leu

Ala

Ala

Ala

3go

Val

Thr

Lys

Met

Leu
4860
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Asp Gly Lys

Glu

Gly

Val

205

Phe

Gly

Thr

Lys

Lys

285

Ile

Asn

Thr

Vval

Gly

365

Tyr

Thr

Gly

val

val

Lys
190
Ala
val
Lys
Leu
Ser
270
val
Thr
Gly
Asp
Gln
150
Trp
Asp
Thr

Leu

Asp

T 430

Asp
445

val

Lys

Ser

Lys

175

val

Thr

Lys

Asn

Lys

255

Val

Ser

Ser

Gln

Thr

338

Asn

Asn

Thr

Asp

Pro

415

Asn

Lys

His
160

Thr
Lys
val
val
Glu
240
Ala
Thr
Asp
ABp
Asn
320
Ile
His
Ile
val
Thr
400
val
Lys

val

Ser
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Gly Gln Asn Pro Val Lys Ile Ser Asn Val Ala Glu Gly Thr Glu Glu
465 470 475 480

Asn Asp Ala Val Ser Phe Lys Gln Leu Lys Ala Leu Gln Glu Lys Gln
485 4380 489S

val Thr Leu Thr Ala Ser Asn Ala Tyr Ala Asn Gly Gly Asn Asp Ala
S00 505 510

- Asp Gly Gly Lys Ala Thr Gln Thr Leu Asn Asn Gly Leu Asn Phe Lys
515 520 525

Phe Lys Ser Thr Asp Gly Glu Leu Leu Asn Ile Lys Val Glu Asn Asp
530 535 540

Thr Val Thr Phe Thr Pro Lys Lys Gly Ser Val Gln val Gly Glu Asp
545 550 555 560

Gly Lys Ala Thr Ile Gln Asm Gly Thr Lys Thr Thr Asp Gly Leu Val
565 570 575

' Glu Ala Ser Glu Leu Val Glu Ser Leu Asn Lys Leu Gly Trp Lys val
580 585 580

Gly val Asp Lys Asp Gly Ser Gly Glu Leu Asp Gly Ala Ser Asn Glu
595 600 605

Thr Leu Val Lys Ser Gly Asp Lys Val Thr Leu Lys Ala Gly Glu Asn
610 61S 620

Leu Lys Val Lys Gln Asp Gly Thr Asn Phe Thr Tyr Ala Leu Lys Asp
€25 630 635 640

Glu Leu Thr Gly Val Lys Ser val Glu Phe Lys Asp Thr Ala Asn Gly
645 650 655

Ser Asn Gly Ala Ser Thr Lys Ile Thr Lys Asp Gly Leu Thr Ile Thr
660 665 670

Ser Ala Asn Gly Ala Asn Gly Ala Ala Ala Thr Asp Ala Asp Lys Ile
675 680 685

Lys val Ala Ser Asp Gly Ile Ser Ala Gly Asn Lys Ala Val Lys Asn
6390 695 700

val val Ser Gly Leu Lys Lys Phe Gly Asp Ala Asn Phe Asn Pro Leu
705 710 715 720

Thr Ser Ser Ala Asp Asn Leu Thr Lys Gln Tyr Asp Asp Ala Tyr Lys
728 730 735

Gly Leu Thr Asn Leu Asp-Glu Lys Gly Ala Asp Lys Glm Thr Leu Thr
740 745 750

val Ala Asp Asn Thr Ala Ala Thr val Gly Asp Leu Arg Gly Leu Gly
755 7690 765
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Trp
Asn
785
Gly
Phe
Lys
Asn
Lys

865

Lys

Lys
945
Thr
val
Ala

Leu

Lys

val
770

Ala

Ile

Glu

Ala

Ala

850

Ala

Asn

Gly

Glu

Ser

930

Asn

Thr

Ser

Gly

Tyr

1010

val

1025

Ile

Gln

Leu
Leu
835
Glu
Gly
Thr
Asp
Thr
915
Val
Leu
Gly
val
Glu
995

Ala

Gly

Ser Gln Leu

Ala

Gly

Ser

Val

Val

Ala

820

Arg

Lys

Gly

Phe

val

900

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

980

Ile

val

Ala

Arg

Ser
805

Lys

Asp

Ser

Ser

val

885

Asp

val

Leu

Ser

val

965

Ala

Ser

Ala
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Asp Lys
775

Asn Ala
790

Gly Lys

Asp Glu

Thr Thr Gly Glu Leu Asn Lys Glu Tyr

Asn

Thr

Asn

Asn Thr

Gly Ala
855

870

Leu Gly
Thr Glu
Thr Val
Gly Asn

935

Asp Gly
950

Asn Gly
Ser Gly

Ala Thr

Lys Gly
1015

val
840

Phe

Phe

Asn

Thr

Pro

920

Lys

Thr

Phe

Glu

Ser

1000

Val

Glu

val

Ala

825

Ala

Gly

Gly

Gly

val

905

Lys

Ser

Ala

Ala

Glu

985

Thr

Thr

Lys Arg Ala Asp Ala Gly

1030

Pro Glm Ala Ser Met
1045

val

Asn

810

Ile

Ile

Asp

Asn

val

890

Thr

Ala

Thr

Gly

Gly

970

Arg

Asp

Asn

Lys
795
Gly
Ala
Gly
Pro
Asp
875
Asn
val
Leu
Ala
ABn
955
Ala
Axg

Ala

Leu

780

Phe

Lys

Ser Gly

Arg Arg Glu Ile

Phe

Thr

Asn

860

Asn

Ala

Lys

Gly

Thr

940

Thr

Thr

Ile

Ile

Ala
1020

Thr Ala Ser

1035

Pro Gly Lys Ser
1050 :

Ser Ser Tyr Gln Gly Gln Asn Gly Leu Ala

1060

1065

Gly

Gly
845

Tyr

Arg

Lys

Asp

Ala

925

Lys

Thr

Ala

Gln

Asn

1005

Gly

Ala

815

Tyr Gly
830

Asn val

Ile Glu

Ile Thr

Tyr Lys
895

Lys Asp

910

Thr Val

Asp Lys

Thr Ala

975
Asn Val
990
Gly Ser

Gln val

Leu Ala

Asn

800

Thr

Ser

val

Asp

Ser

880

Ala

Gly

Glu

Gly

Gly

960

Ala

Ala

Gln

Asn

Ala
1040

Met Val Ser 1lle

T05%

Ile Gly Val Ser

1070

Arg Ile Ser Asp Asn Gly Lys Val Ile lle Arg Leu Ser Gly Thr Thr

1075

1080

1085
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Asn Ser Gln Gly Lys Thr Gly Val Ala Ala Gly Val Gly Tyr Gln Trp

1090

3s
7253
DRA

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400> 35
atgaacaaaa
gaactcactc
acactgttgt
gtagtacgea
gaagttacag
ggagcaatca
agcttcacct
ttategtttg
, ttggcgaaaa
gcggtaacga
acaagagctg
actgctggag
attacaggcg
accgaagtga
actggaaaag
gatgagggta
tggagagtta
ggcacaaatg
aacggcaatg
agcgataaaa
gaaattgcta
ttaggtaatc
gaggggattt
aagaacttaa
acgggtttaa
gtcatcaaca
aacaccatca
gcgagtggtt
gatttaaata
gcaaataaac
ttgggttggg
gctgatgaag
ggtaaacata
gatggcgata
ggtaataatg
gatgcagatc
gtcgcaactg
gagaatttaa

tttttaacgt
gcacccacac
ttgcaacggt
ctgctceegt
aaaattcaaa
ccctcaaagc
actcgetgaa
gcgcaaacgg
caggtaacgg
atacaggtgt
caactgttaa
gtaatgttga
ataaaaacac
aattcacacc
agaataacga
atggcttagt
aaacaactac
taacctttga
gcatcactgt
aaatcgttgc
aagaagatga
taagttggaa
caaaagacca
aagtgaaaca
cgagcattac
aagacggttt
gcgtaaccaa
taagagctta
gacacgttga
aaccgttggt
tagtatcaac
tcctcectttac
cgattaccgt
ctattaagct
gtactgctgt
gcggtaaagt
taaaagatgt
ctacctctat

cttaaagcgg gcgatacctt

ggaaaaaata
gatactttaa
aatattacta
tctaagaatg
aagtcttcac
gaagatgtat

ttacttttga
cgattagcgg
gcacggctga
tttatttgaa
acgttgattt
tgcgegeagg

1095

HBaemophilus influenzae

tatttggaat
caaacgcgec
tcaggcgaat
gttgagcttc
ttggggaata
cggcgacaac
aaaagacctc
cgataaagtt
aaatgttcat
gttaagttca
agatgtttta
gagtgttgat
gettgatgtt
gaaaacetct
cacaaataaa
cactgcaaaa
tgctaatggt
aagtggcgat
taagtacgac
agatacgace
caagaaaaaa
agcaaaagct
agaagtcaaa
ggatggtgcgd
tttaggtggt
aaccatcacg
agatggcatt
tgacgatgcg
agatgcttat
gactgacagc
caaaaacggt
cggagccggt
tagtgtggct
caaagtggat
cactaaaggt
aactgtaaaa
tgcaaccgea
tgatgaagat
aacctttaaa
cttggcgaaa
ggatécacct
tggtttgaat
aggtattgeg
aaatgtggat
ttggaatatt

gttatgacte
tccgcaaceg
gctaccgatg
cattccgata
tatttccaca
ctgaaaatca
acagatctga
gatattacca
ttgaatggtt
tcaagtttta
aatgcaggtt
ttagtgtceg
gtattaacag
gttatcaaag
gttacaagta
getgtgattg
caaaatggcg
ggtacaacag
gcgaaagttg
cttgttaatg
gaggctgata
gcaggcgaaa
aactttactt
acaactaatg
ccagcaggta
aaagcaggta
aattttgatg
aaaggtttat
acggcggcga
acgaaagaag
gctgctacgg
gaaactaaag
aatcaaaaca
ggctttgaaa
gatgctactg

attaatagtg.

aatcctacag
gcaggtaaaa
aaccttgagg
acaggtggca
tttgcaaaag
acaactttaa
gcgacgaaaa
caaggtaatg

1100

aaacttgggt
tggagaccgc
aagatgaaga
aagaaggcac
ataaaggagt
aacaaagcac
ccagtgttgc
gtgatgcaaa
tggattcaac
cacctaatga
ggaacattaa
cttataataa
ctaaagaaaa
aaaaagacgg
acacggcgac
atgctgtgaa
acttegcaac
cgtecagtaac
gcgacggett
tgacaggtgg
caggcgattt
ctgatactga
cggtaacctt
attcactgca
gcggaaatga
atggcggtac
ataaagctat
ttttaaataa
taaatctaaa
ctgtaggcega
aaagcaatca
ttacttccaa
cggatagcgg
ctgataatgt
ctgttaaaac
ctaatgacgc
cggcgacttt
ataacggcaa
acctgaaagt
tgaaaactge
ctactgcgac
aaacagccga
ctgagccaag
aatccaatgce
gtaataatgt
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tgtcgtatct
cgtattggcg
gttagacccce
gggagaaaaa
actaaaagcc
caatgccagt
aactgaaaaa
tggcttgaaa
tttgectgat
tgttgagaaa
aggtgctaaa
tgttgaattt
cggtaaaaca
taagttattt
tgataataca
caaggctggt
tgttgcgtca
taaagatact
gaaatttgat
taaggtagct
ggtaacagct
tggtgcgett
taaagcggge
agatgcttta
tgcgaaaace
gacaggtaca
tactaatgtt
ctctgcaact
tgaaaaaaat
tttacgtaaa
agttaaacaa
atctgaaaac
tcttgaaaaa
tttaactgtt
tggagcgact
tgataagaaa
tgtgaaaaca
agatgacgca
taaacgtgat
gaaagtgagt
gccaaaagtg
tgéctegggt
c¢gcgggageg
agcaagtatt
tgattatgta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



gcgacgtatg
acccaaaaag
aaagaccaca
accgttagtg
attgatgcag
ggtgcaaccg
ttcaaaaacg
aaatacgatg
gacacgacca
gttaataaca
agctggacgg
gaagtcaaag
tctgaaaaag
ttaggtggta
accatcacgc
agtgtaacca
ttaaaaacct
gctgaagtag
aatggtgcag
ttgggctggg
gccgceegtta
gcaaaaactg
ggtgatggtc
gggaataatc
aatgccgtaa
gtggttgtca
actgttggcg
gacgacagtg
gcaggcgaca
-aatattactt
ttatcgettg
ttegctaaag
actttaactg
actgataacg
gttcgtggtg
acctacgaca
agtaaagata
gaccacaacg
actgttaccg
attgatgcecg
gatgactteg
actgccgaag
gctgatggct
gcagatggta
ggtttagcgg
ggtgaagttyg
tttaaagccg
aaaaaagagc
agtgaaagca
gcggeaggrg
aataaagcag
gcaaatggca
aatttggatg
gtgggcgatt
aatcaggaat
ggtatcaatg
aaaggcgaag
aacttggtta
aaaccgatga

acacagtaaa
cagatggcaa
acggcaaact
aagatgatgg
taaataaaag
ccgtgaatgce
gcaatgcgac
taaatgttgg
cacttactgt
ataagaaact
caaaagccga
caggcgacaa
actttactta
cagctaatgg
tggcaaatgg
aagacggcat
ataaagatac
ccaaacaaga
atgcaaaagc
tgcttteage
aaaacgcaaa
ataacaacgg
ttgaaaaaga
tattaaccgt
caacagatgc
agggttcaaa
acgttgctaa
ctacgattga
cettgacett
ttgccettgce
gtacaaacgg
atagtaagac
atacattgtt
agaaaaaacg
ttaaaccggc
cagtggactt
atggcaagag
gcaaactgtt
aaaccgacgg
tgaataaggc
caactgttge
taactaaagc
taaaactaga
aagttacagc
atgcgttaaa
atcctgcaaa
gcgacaacct
tgaaagacct
ccaagattac
caaacactgc
ttacaaacgt
ctgttgctga
aaaaaggcgc
tgcgeggett
acaacgcgca
tttccggtaa
tggttaaatc
aagttggcga
caggtaaaac
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ctttaccgat
aggtgctgac
gtttacaggc
caaagacacc
cggttggagg
gggtaacgct
cacagcgacc
tgacggcttg
aacaggtggt
tgttaatgca
taaatatgca
agtaaccttt
ttcactgcaa
cagaaatgat
tgctgeggea
tagtgcgagt
tcaaaacact
cttggttgat
tcccgatacce
taagaaaact
tgaagttgag
aaaacatact
tactgacggce
tgatgcaaca
aactacagcc
tggtgcaact
agcgattaac
tgatagccca
aaaagcgggt
gaacgacctt
caataaagtc
aggcgatgat
aasatagtggt
cgeggegage
atctgcaaat
tgttagtgga
aaccgaagtt
tacaggcaaa
caaagacgag
tggttggaga
gtcaggcaca
aaacgacggt
cggcgataaa
tccgaataat
taaattaagc
ttcagecaggqg
gaaaatcaaa
gaccagcgta
caaagacggec
asacaccatt
tgtgagcgga
ttttgaaaag
ggataataat
gggetggate
agtgcgtaac
aacattgaac
gaatgaattt
tatgtattac
tgaaaaatat

gacagcacag
gttaaaatcg
aaagacctga
ggcacaggct
gtaaccggtg
gaaaccgtta
gtaagcaaag
aagattggcg
aaggtgtctg
gagggtttag
gatggcgagt
aaagcaggca
gacactttaa
acgggaaccg
ggcacagatg
aataaagaaa

gcaggtgcaa

ttaactaaac
acagctgcaa
gcagatgaaa
ttcgtgggta

gtaacgattg

aagattaaac
aaaggtgcat
caaggcacaa
gctaccgaaa
gacgcagcaa
acagatgatg
aaaaacttaa
agtgtaaaaa
aatatcacaa
gctaatatte
gegacaacea
gttaaagatg
aatcaagtgg
gataaagaca
aaaatcggtg
gagetgaagg
ggtaatggtt
gttaaaacaa
aatgtaacct
agtattactg
atcgttgcag
ggcgatggta
tggacggcaa
caagaagtca
caaagcggea
gagttcaaag
ttgaccatta
agcgtaacca
ctgaagaaat
cattatgaca
ccgactgttg
atttctgegg
gccaatgaag
ggtacgcgcyg
accgttaaga
agcaaagagg
aaggttgaaa
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gtacaacaac
gtgcgaaaac
aagatgcgaa
tagttactgce
agggcgcgac
catcaggcac
ataatggcaa
atgacaaaaa
ttcctgetag
cgactgcttt
cagagggcga
agaacttaaa
caggcttaac
tcatcaacaa
cgtctaacgg
ttaccaatgt
ctcaacctge
ctgcgacagg
ccgtaggcga
cacaagataa
aaaacggtgc
atgttgcaga
tcaaagtaga
ccgttgecaa
atgccaatga
ctgacaagaa
ctttcgtgaa
gcgcaaatga
aagttaaacg
gcgcaacegt
gcgacaccaa
acttaaatgg
atttaggtgg
tcttgaatgce
agaatatcga
ccacgagtgt
cgaagacttc
atgctaacaa
tagtgactgc
caggtgctaa
ttgetgatgg
ttaaatacaa
acacgaccgt
agaaatttgt
ctgctggtaa
aagcgggcga
aagactttac
acgcaaacgg
cgceggcaaa
aagatégcat
ttggtgatgg
atgectataa
- cegacaatac
acaaaaccac
tgaaattcaa
tgattacctt
atgccgatgg
atattgaccc
acggcaaagt

ggtaaccgta
ttctgttatc
taatggtgca
aaaaactgtg
tgccgaaacc
gagcgtgaac
catcaatgtc
aatcgttgca
tgctaatagt
aaacaaccta
aaccgaccaa
agtgaaacag
gagcattact
agacggctta
aaacaccatc
taagagtgct
ggctaataca
tgcagctgga
cttgcgtggt
agagttccac
aaccgtgtct
agccaaagtt
taatacagat
gggcgagtet
gecgeggtaaa
aaaagtggca
agtggaaaat
tgceteteaaa
tgatggtaaa
tagcgataaa
aggcttgaac
cattgcttca
taatggtatt
gggttggaat
ctttgtagca
aactgttgaa
tgttatcaaa
taatggcgta
aaaagctgtg
tggtcagaat
taatggcaca
tgttaaagtg
acttactgtg
tgatgcaagt
agaaggcact
caaagtaacc
ctactcgcetg
cggtacaggc
cggtgegggt
tagegegggt
tcatacgttg
agacttgacc
cgctgcaace
aggcgaacce
gagcggcaac
tgaattggct
tteggaaacg
ggcaaccagt
cgtttctget

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720
3780
3840

3900

31960
4020

4080
4140

4200

4260

4320
4380

4440
4500

4560

4620

4680
4740

4800

4860

4920

4980

5040

5300
5160
5220

5280
5340
5400
5460

5520

5580
5640
5700

5760

5820
5680

5940

6000

6060

6120

6180

6240



aacggcagca
caagtggctg
gctgaaaaag
actgtaaatg
gcaacggtgg
gatgtggaat
aaaaaagctg
gtgacacttg
gcggataagt
agcaatgata
tcgaacggea
accgatgcga
ggacaagtga
acagcaagtg
gttgctattg
atttccgata
acaggegttg

36
2411
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 36

Met Asn Lys

1

val val

Thr Val

Ala
50

Ala
&S

Pro
Glu val
val Leu

Ile Lys

val

Glu

Ala

val

Thr

Lys

Gln

agaccgaagt
atgcgattgc
cctttgcaga
cccacgataa
aaagcactga
tgcctttaac
acggaaaatg
gtaacgtgga
ggtattacac
aagtttctac
aaggcgtggt
ttaacggaag
ataatcttga
cattagcggc
cgggaagtag
atggcaaagt
cagcaggtgt

5

Ser Glu
20

Thr Ala

Thr Asp
Ser

Leu

Asn
8BS

Glu

Ala
100

Gly

Ser Thr

115

Leu
130

Asp

Ala Asn

145

Leu Ala

Thr

Gly

Lys

Asp Leu

Asp Lys

Ile Phe Asn

Leu

val

Glu

Fhe

70

Ser

Asn

Thr

val
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taccctaacc
gaaatcaggc
aagcgcaaaa
agtccgtttt
tgcaaacgge
gcaaatctac
gtatgaactg
tgcaaacggt
caatgctgac
cgatgaaaaa
cattgacaat
tcagttgtat
gggcaaagtg
ttcacagtta
ttatcaaggt
gattattcge
tggttaccag

Raemophilus influenzae

val Ile

Thr Arg

Ala
40

Leu

Asp Glu

55

His Ser

Asn TIp
Ile Thr

Ser
120

Ala

Ser val

13s

Agp Ile

150

Thr Gly

165

Asn

Gly Asn

Thr

aacaaaggtt
tttgagcttg
gacaagcaat
gctaatggtt
gataaagtga
aataccgatg
aatgctgatg
aagaaagttg
ggtgctgegg
cacgttgtcce

ccggctatgt
gtttggctga
tgtctaaaga
taaataccaa
ccacaacctt
caaacggtaa
gtacggegag
tgaaagtaac
ataaaaccaa
gccttgatce

gtggctaatg -gcgaaatttc

gccgtggeaa
aataaagtgg
ccacaagcca
caaaatggtt
ttgtcaggca
tggtaataga

Asn Val

10

Trp

Thr His Thr

25
Leu

Thr Leu

Glu Leu Asp

Glu
75

Asp Lys

Gly Ile

Leu
105

Lys

Ser Phe Thr

Ala Thr Glu

Ser Asp

155
His Leu
170

Val

aaggggtaac
gcaaacgtgce
ctatgccagg
tagctatcgg
caaccaatag
attceggatce

Met Thr

Lys Arg

Gln

Ala

aacaggtaac
tgcggcagaa
taaagcggaa
agtgagcgceg
tgtgaaaacc
taagatcgtt
taacaaagaa
cgaaaatggt
aggcgaagtg
gaacaatcaa
tgccacttcc
aaaccttgct
agatgcaggt
taaatcaatg
ggtatcaaga
tcaaggtaaa
cge

Thr
15

Trp

Ser Ala

30

Ala
45

Phe

Pro Val

60

Gly Thr

Fhe His

Gly Asap

Thr

val

Gly

Asn

Asn

val Gln

Arg Thr

Glu Lys

80
Lys Gly
95

Leu Lys

110

Ser
125

Tyr

Lys Leun

140
Ala Asn

Asn
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Leu

Ser

Gly

Gly Leu

Lys Lys

Phe Gly

Lys
160

Leu

Asp Ser

175

6300
6360
§420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
63900
6960
7020
7080
7140
7200
7253



Thr
Phe
val
Asn
225
Ile

Asn

Lys

Gly
305

Trp

Thr
Tyr
Ile
385
Glu
Leu
Asp
_Vval
val

465

Thx

Leu

Thr

Leu
210

val

Thr

Gly

Glu

Lys

290

Leu

Arg

val

Ala

ASp

370

val

Ile

Val

Thr

Lys

450

Lys

Gly

Pro
Pro
185
Asn
Glu
Gly
Lys
Lys
275
Val
val
val
Ala
Ser
358
Ala
aAla
Ala
Thr
Asp
435
Ala

Gln

Leu

Asp

180

Asn

Ala

Ser

Asp

Thr

260

Asp

Thr

Thr

Lys

Ser

340

val

Lys

Asp

Lys

Ala

420

Thr

Gly

Asp

Thr

Ala

Asp

Gly

val

Lys

245

Thr

Gly

Ser

Ala

Thr

328

Gly

val

Thr

Glu

405

Leu

Asp

Glu

Gly

Ser
485

Val

val

Trp

Asp

230

Asn

Glu

Lys

Asn

Lys

310

Thr

Lys
Gly
Thr
3s0
Asp
Gly
Gly
Thr
Ala

470

Ile
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Thr Asn Thr Gly val Leu Ser

Glu

Asn

215

Leu

Thr

val

Leu

Thr

295

Ala

Thr

Asn

Asp

Asp

375

Ala

Asp

Asn

Ala

Lys
200

Ile

val

Leu

Lys

Phe

280

Ala

Val

Ala

val

Thr

360

Gly

Leu

Lys

Leu

Leu

- 440

val
455

Asn

Thr

Thr

Phe

Leu

185

Thr

Lys

Ser

Asp

Phe

265

Thr

Thr

Ile

ABN

Thr

345

Asn

Thr

Lya

Ser

428

Glu

Phe

Thr

Gly

Arg
Gly
Ala
val
250
Gly
Asp
Asp
Gly
330
Phe
Gly
Lys
val
Lys
410
Gly

Lys

Gly
490

Ala Ala

Ala Lys
220

Tyr Asn
235

val Leu

Pro Lys

Lys Glu

Asn Thr
300

Ala val
315

Gln Asn

Glu Ser

Asn Gly

Phe Asp
380

Thr Gly
395

Leu Val
Lys Ala
Ile Ser
Ala Gly

460

Ser Leu
475

Thr Thr
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Thr
20S
Thr
Asn
Thr
Thr
Asn
285
Asp
Asn
Gly
Gly
Ile
365
Ser
Gly
Asn
Lys
Lys
445
Lys

Gln

Asn

Ser Ser Ser

190

Val
Ala
val
Ala
Ser
270
Asn
Glu
Lys
Asp
is50
Thr
Asp
Lys
Ala
Ala
430
Asp
Asn
Asp

Gly

Lys
Gly
Glu
Lys
255
val
Asp
Gly
Ala
Phe
335
Gly
Val
Lys
val
Gly
415

Glu

Gln

Leu

Ala

Gly
495

Asp

Gly

Phe

240

Glu

Ile

Thr

Asn

Gly

320

Ala

Thr

Lys

Lys

Ala

400

Asp

Ala

Glu

Lys

Leu

480

Asn



Asp
Cly
Gly
Arg
545
Asp
Asn
Ala
Asn
Leu
625

Gly

Cly

Lys
Gly
705
val
phe
Thr

Phe

Thr
785

Ala

Agn

Ile

530

Ala

Leu

Glu

Thr

Gly

5§10

Phe

Lys

Leu

Thr

Gly

690

Lys

Ala

val

Asp

Lyg

770

Phe

Lys
Gly
515

Lys

Asn

Lys

val

S95

Thr

Thr

His

Glu

Asp

675

Gly

val

Thr

Lys

aAsn

755

Ala

Asp

Thr
500

Gly

Ala

Asp

Arg

Asn

5890

Gly

Lys

Gly

Thr

Lys

660

Asn

Phe

Thr

val

Thr

740

Gly

Gly

Leu

Val
Thr
Gly
Asp
His
565
Ala
Asp
Glu
Ala
Ile
645
Asp
val
Glu
val
Lys
125

Glu

Lys

Lys

Ala

Ile

Thr

Asn

Ala

550

Val

Asn

Leu

Glu

Gly

630

Thr

Gly

Leu

Lys
710
Asp

Asn

Asp

Asn

Lys
750
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Asn Lys Asp Gly Leu Thr

Gly
Lys
5385

Asn

Glu

Lys

Arg

Ser

615

Ala

val

Asp

Thr

val

695

Asp

val

Leu

Asp

Leu

118

Asn

Thr
520

Ala

Pheé

Asp

Gln

Lys

600

Asn

Ala

Ser

Thr

val

680

Lys

Ala

Ala

Thr

ala

760

Lys

Leu

505

Asn

Ile

Asp

Ala

Pro

585

Leu

Gln

Thr

val

Ile

66S

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

745

Leu

val

Glu

Thr

Thr

val

Tyr

570

Leu

Gly

val

val

Ala

650

Lys

Asn

Gly

Ala

Ala

730

Ser

Lys

Ile ser

Asn val
540

Leu Asn
§55

Lys Gly

val Thr

Trp Val

Lys Gln

620

Thr Ser
635

Glu Thr
Leu Lys
Asn Gly
Ala Thr

700

Asn Asp
715

Ile Asn

Ile Asp

Ala Gly

Ile Thr Pro Ala

val
525

Ala

Asn

Leu

Asp

val

605

Ala

Lys

Lys

val

Thr

685

Asp

Ser

Glu

Asp
765

510

Thr

Ser

Ser

Leu

Ser

550

Ser

AsSp

ser

Ala

Asp

670

Ala

Asp

Ala

Asp

750

Thr

Lys-Arg Asp Gly Lys

780

val Lys Thr Ala

795
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Lys

Lys

Gly

Ala

Asn

575

Thr

Thr

Glu

Glu

ASp

655

Asn

val

Asp

Lys

Ala

735

Asn

Leu

Asn

val

Asp

Leu

Thr

560

Leu

Ala

Lys

val

Asn

640

Ser

Gln

Thx

Arg

Lys

720

Thr

Pro

Thr

1le -

Serx
800
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Asp Thr Leu Thr Ile Gly Gly Asn Thr Pro Thr Gly Gly Thr Thr Ala
80s 810 815

Thr Pro Lys Val Asn Ile Thr Ser Thr Ala Asp Gly Leu Asn Phe Ala
820 825 830

Lys Glu Thr Ala Asp Ala Ser Gly Ser Lys Asn Val Tyr Leu Lys Gly
8135 840 845

Ile Ala Thr Thr Leu Thr Glu Pro Ser Ala Gly Ala Lys Ser Ser His
850 855 860

Val Asp Leu Asn Val Asp Ala Thr Lys Lys Ser Asn Ala Ala Ser Ile
865 870 875 880

Glu Asp Val Leu Arg Ala Gly Trp Asn lle Gln Gly Asn Gly Asn Asn
885 890 895

Val Asp Tyr Val Ala Thr Tyr Asp Thr Val Asn Phe Thr Asp Asp Ser
900 905 910

Thr Gly Thr Thr Thr Val Thr Val Thr Gln Lys Ala Asp Gly Lys Gly
915 920 925

Ala Asp Val Lys Ile Gly Ala Lys Thr Ser Val Ile Lys Asp Kis Asn
930 93§ 940

Gly Lys Leu Phe Thr Gly Lys Asp Leu Lys Asp Ala Asn Asn Gly Ala
945 950 955 960

Thr Val Ser Glu Asp Asp Gly Lys Asp Thr Gly Thr Gly Leu Val Thr
965 970 975

Ala Lys Thr val Ile Asp Ala Val Asn Lys Ser Gly Trp Arg Val Thr
980 985 990

Gly Glu Gly Ala Thr Ala Glu Thr Gly Ala Thr Ala Val Asn Ala Gly
995 1000 1005

Asn Ala Glu Thr Val Thr Ser Gly Thr Ser Val Asn Phe Lys Asn Gly
1010 1015 1020

Asn Ala Thr Thr Ala Thr Val Ser Lys Asp Asn Gly Asn Ile Asn Val
1025 1030 1035 1040

Lys Tyr Asp Val Asn Val Gly Asp Gly Leu Lys Ile Gly Asp Asp Lys
1045 1050 10SS

Lys Ile val Ala Asp Thr Thr Thr Leu Thr Val Thr Gly Gly Lys Val
1060 1065 1070

Ser Val Pro Ala Gly Ala Asn Ser Val Asn Asn Asn Lys Lys Leu Val
1075 1080 1085

Asn Ala Glu Gly Leu Ala Thr Ala Leu Asn Asn Leu Ser Trp Thr Ala
1090 1095 1100

Lys Ala Asp Lys Tyr Ala Asp Gly Glu Ser Glu Gly Glu Thr Asp Gln
1108 1110 1118 1120
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Glu Val Lys Ala Gly Asp Lys Val Thr Phe Lys Ala Gly Lys Asn Leu
1125 1130 1135

' Lys Val Lys Gln Ser Glu Lys Asp Phe Thr Tyr Ser Leu Gln Asp Thr
1140 1145 1150

Leu Thr Gly Leu Thr Ser Ile Thr Leu Gly Gly Thr Ala Asn Gly Arg
1155 1160 1165

Asn Asp Thr Gly Thr Val Ile Asn Lys Asp Gly Leu Thr Ile Thr Leu
1170 1175 1180

Ala Asn Gly Ala Ala Ala Gly Thr Asp Ala Ser Asn Gly Asn Thr Ile
1185 1190 1195 1200

Ser Val Thr Lys Asp Gly lle Ser Ala Gly Asn Lys Glu Ile Thr Asn
1205 1210 ‘ 1215

val Lye Ser Ala Leu Lys Thr Tyr Lys Asp Thr Gln Asn Thr Ala Gly
1220 1225 1230

Ala Thr Gln Pro Ala Ala Asn Thr Ala Glu Val Ala Lys Gln Asp Leu
1235 1240 1245

Val Asp Leu Thr Lys Pro Ala Thr Gly Ala Ala Gly Asn Gly Rla Asp
1250 1255 1260

Ala Lys Ala Pro Asp Thr Thr Ala Ala Thr val Gly Asp Leu Arg Gly
1265 1270 1275 1280

Leu Gly Trp Val Leu Ser Ala Lys Lys Thr Ala Asp Glu Thr Gln Asp
1285 1290 1295

Lys Glu Phe His Ala Ala Val Lys Asn Ala Asn Glu Val Glu Phe Val
1300 1305 1310

Gly Lys Asn Gly Ala Thr Val Ser Ala Lys Thr Asp Asn Asn Gly Lys
1315 1320 1325

His Thr val Thr Ile Asp Val Ala Glu Ala Lys Val Gly Asp Gly Leu
1330 1335 1340

Glu Lys Asp Thr Asp Gly Lys Ile Lys Leu Lys Val Asp Asn Thr Asp
1345 1350 1385 1360

Gly Asn Asn Leu Leu Thr Val Asp Ala Thr Lys Gly Ala Ser Val Ala
1365 1370 1375

Lys Gly Glu Phe Asn Ala Val Thr Thr Asp Ala Thr Thr Ala Gln Gly
1380 1385 1390

‘Thr Asn Ala Asn Glu Arg Gly Lys Val Val val Lys Gly Ser Asn Gly
1395 1400 1405

Ala Thr Ala Thr Glu Thr Asp Lys Lys Lys Val Ala Thr Val Gly Asp
1410 1415 1420
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Val Ala Lys Ala Ile Asn Asp Ala Ala Thr Phe Val Lys Val Glu Asn
1425 1430 14385 1440

Asp Asp Ser Ala Thr Ile Asp Asp Ser Pro Thr Asp Asp Gly Ala Asn
1445 1450 1455

Asp Ala Leu Lys Ala Gly Asp Thr Leu Thr Leu Lys Ala Gly Lys Asn
1460 1465 1470

Leu Lys Val Lys Arg Asp Gly Lys Asn Ile Thr Phe Ala Leu Ala Asn
1475 1480 148S

Asp Leu Ser Val Lys Ser Ala Thr Val Ser Agp Lys Leu Ser Leu Gly
1490 14895 1500

Thr Asn Gly Asn Lys Val Asn Ile Thr Ser Asp Thr Lys Gly Leu Asn
1505 1510 1518 1520

Phe Ala Lys Asp Ser Lys Thr Gly Asp Asp Ala Asn Ile His Leu Asn
1525 1530 1535

Gly Ile Ala Ser Thr Leu Thr Asp Thr Leu Leu Asn Ser Gly Ala Thr
1540 . 1545 1550

Thr Asn Leu Gly Gly Asn Gly Ile Thr Asp Asn Glu Lys Lys Arg Ala
1555 1560 1565

Ala Ser Val Lys Asp Val Leu Asn Ala Gly Trp Asm Val Arg Gly Val
1570 1575 1580

Lys Pro Ala Ser Ala Asn Asn Glan Val Glu Asn Ile Asp Phe Val Ala
1585 1590 1595 1600

Thr Tyr Asp Thr Val Asp Phe Val Ser Gly Asp Lys Asp Thr Thr Ser
1605 1610 1615

Val Thr Val Glu Ser Lys Asp Asn Gly Lys Arg Thr Glu Val Lys Ile
1620 1625 1630

Gly Ala Lys Thr Ser Val Ile Lys Asp His Asn Gly Lys Leu Phe Thr
1635 1640 1645

Gly Lys Glu Leu Lys Asp Ala Asn Asn Asn Gly Val Thr Val Thr Glu
1650 1655 1660

Thr Asp Gly Lys Asp Glu Gly Asn Gly Leu Val Thr Ala Lys Ala Val
1665 1670 167S ‘ 1680

Ile Asp Ala Val Asn Lys Ala Gly Trp Arg Val Lys Thr Thr Gly Ala
168S 1690 . 1695

Asn Gly Gln Asn Asp Asp Phe Ala Thr Val Ala Ser Gly Thr Asn Val
1700 1705 1710

Thr Phe Ala Asp Gly Asn Gly Thr Thr Ala Glu Val Thr Lys Ala Asn
1715 1720 1725
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Asp Gly Ser Ile Thr Val Lys Tyr Asn Val Lys Val Ala Asp Gly Leu
1730 1735 1740

Lys Leu Asp Gly Asp Lys Ile Vval Ala Asp Thr Thr Val Leu Thr val
1745 1750 1758 1760

Ala Asp Gly Lys Val Thr Ala Pro Asn Asn Gly Asp Gly Lys Lys Phe
1765 1770 1775

Val Asp Ala Ser Gly Leu Ala Asp Ala Leu Asn Lys Leu Ser Trp Thr
1780 - 1785 1790

Ala Thr Ala Gly Lys Glu Gly Thr Gly Glu Val Asp Pro Ala Asn Ser
1795 1800 1805

Ala Gly Gln Glu val Lys Ala Gly Asp Lys Val Thr Phe Lys Ala Gly
1810 1815 1820

Asp Asn Leu Lys Ile Lys Gln Ser Gly Lys Asp Phe Thr Tyr Ser Leu
1825 1830. 1835 1840

Lys Lys Glu Leu Lys Asp Leu Thr Ser Val Glu Phe Lys Asp Ala Asn
1845 1850 1855

Gly Gly Thr Gly Ser Glu Ser Thr Lys Ile Thr Lys Asp Gly Leu Thr
1860 1865 1870

Ile Thr Pro Ala Asn Gly Ala Gly Ala Ala Gly Ala Asn Thr Ala Asn
1875 1880 1885

Thr Ile Ser Val Thr Lys Asp @Gly Ile Ser Ala Gly Asn Lys Ala Val
1890 1895 1900

Thr Asn Val Val Ser Gly Leu Lys Lys Phe Gly Asp Gly His Thr Leu
1905 15910 1915 1920

Ala Asn Gly Thr Val Ala Asp Phe Glu Lys His Tyr Asp Asn Ala Tyr
1825 1930 1935

Lys Asp Leu Thr Asn Leu Asp Glu Lys Gly Ala Asp Asn Asn Pro Thr
1940 1945 1950

Val Ala Asp Asn Thr Ala Ala Thr Val Gly Asp Leu Arg Gly Leu Gly
1955 1960 1965

Trp Val Ile Ser Ala Asp Lys Thr Thr Gly Glu Pro Asn Gln Glu Tyr
1970 1975 1960

Asn Ala Gln Val Arg Asn Ala Asn Glu Val Lys Phe Lys Ser Gly Asn
1985 1990 1995 2000

Gly Ile Asn Val Ser Gly Lys Thr Leu Asn Gly Thr Arg Val Ile Thr
2005 2010 2915

Phe Glu Leu Ala Lys Gly Glu Val val Lys Ser Asn Glu Phe Thr Val
12020 2025 2030

Lys Asn Ala Asp Gly Ser Glu Thr Asn Leu Val Lys Val Gly Asp Met
2035 2040 2045
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Tyr Tyr Ser Lys Glu Asp Ile Asp Pro Ala Thr Ser Lys Pro Met Thr
2050 2055 20690

Gly Lys Thr Glu Lys Tyr Lys Val Glu Asn Gly Lys Val Val Ser Ala
2065 2070 2075 2080

Asn Gly Ser Lys Thr Glu Val Thr Leu Thr Asn Lys Gly Ser Gly Tyr
2085 2090 2095

Val Thr Gly Asn Gln Val Ala Asp-Ala Ile Ala Lys Ser Gly Phe Glu
2100 2105 2110

Leu Gly Leu Ala Asp Ala Ala Glu Ala Glu Lys Ala Phe Ala Glu Ser
. 2115 2120 2125

Ala Lys Asp Lys Gln Leu Ser Lys Asp Lys Ala Glu Thr val Asn Ala
2130 2135 2140

His Asp Lys Val Arg Phe Ala Asn Gly Leu Asn Thr Lys Val Ser Ala
2145 2150 218S 2160

Ala Thr Val Glu Ser Thr Asp Ala Asn Gly Asp Lys Val Thr Thr Thr
2165 2170 2175

Phe val Lys Thr Asp Val Glu Leu Pro Leu Thr Gln Ile Tyr Asn Thr
218¢0 2185 2190

Asp ARla Asn Gly Asn Lys Ile Val Lys Lys Ala Asp Gly Lys Trp Tyr
2195 2200 2205

Glu Leu Asn Ala Asp Gly Thr Ala Ser Asn Lys Glu vVal Thr Leu Gly
2210 2215 2220

Asn Val Asp Ala Asn Gly Lys Lys Val val Lys val Thr Glu Asn Gly
2225 2230 2235 2240

Ala Asp Lys Trp Tyr Tyr Thr Asn Ala Asp Gly Ala Ala Asp Lys Thr
2245 2250 2255

Lys Gly Glu val Ser Asn Asp Lys Val Ser Thr Asp Glu Lys His Val
2260 2265 2270

Val Arg Leu Asp Pro Asn Asn Gln Ser Asn Gly Lys Gly Vval val Ile
2275 2280 2285

Asp Asn Val Ala Asn Gly Glu Ile Ser Ala Thr Ser Thr Asp Ala Ile
2290 2295 2300

Asn Gly Ser Gln Leu Tyr Ala Vval Ala Lys Gly Val Thr Asn Leu Ala
2305 2310 2315 2320

Gly Gln Val Asn Asn Leu Glu GIy Lys Val Asn Lys Val Gly Lys Arg
2325 2330 2338

Ala Asp Ala Gly Thr Ala Ser Ala Leu Ala Ala Ser Gln Leu Pro Gln
2340 2345 2350
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Ala Thr Met Pro Gly Lys Ser Met val Ala Ile Ala Gly Ser Ser Tyr
2355

2360

2365

Gln Gly Gln Asn Gly Leu Ala Ile Gly Val Ser Arg Ile Ser Asp Asn

2370

2375

2380

Gly Lys Val Ile Ile Arg Leu Ser Gly Thx Thr Asn Sexr Gln Gly Lys
2390

2385

2395

Thr Gly Val Ala Ala Gly Val Gly Tyr Gln Trp

<210> 37
<211> 1872
<212> DNA

2405

<213> Haemophilus influenzae

<400> 37

gaattctatt
cactggctac
tttaaagaaa
.aaagcagaat
atctgcgceeg
ggttttgata
gaacaaaatc
ggctattgece
ttacgccgtt
- ggtttagaag
catcgcttaa
ttggcacgtt
tggctatatt
gtgcaagatg
tttattccetg
ctegeectcet
ctcacagaag
gttccaatat
agccaagcaa
aactaaagtg
ggaaggcacg
acaggttacg
caaggtaact
gttgttgaac
tggtgcggcg
taataaagca
taacggcagt
taaagtgggc
acaagcctcet
aagtggttta
gtcaggcaca
gtaatagaat

<210> 38
<211> 616
<212> PRT

accactggta
atcaatttac
aacccgatta
atcgccgcat
cccaattttt
aaaaatactt
aaactgaact
aaatgcgtca
atttaacttt
gctatgccac
tcaaagccgt
tgcaagagtc
gccgttatet
taatgcgtge
ccgccacgtt
atataaaagg
tgaaagaagc
gttacggaag
gacggttcgg
aaattggtat
gaagataccg
ttaagcgcga
caaactttaa
atcaaagcag
gcgactgatg
gttaaaaacg
cagttgtatg
aaacgtgcag
atgccgggta
gctatcgggg
accaatagcc
tc

accaacacct
caaagctcgc
tgectttgtg
tgccaatcaa
acacgaacag
agaaaatgcg
ggcagaacgt
cgatattgaa
cgccgaattt
ttggacatcg
gctggcaaaa
tcgeecgecaa
tgctgacaaa
aggcttacgce
gcacaacaac
cgaacgcact
aactcgcagt
acggcaaaac
cggatatgga
cggcaaacgg
atgcggtcag
gcaatgctta
gcaatggttt
acaaggacac
ccgacaagat
tcgcecggcagg
ccgtggcaaa
atgcaggtac
aatcaatggt
tatcaagaat
aaggtaaaac

<213> Haemophilus influenzae

2410

gctgcaacgc
attcaatggc
ctggcagaaa
attgtggaag
gcaaaaacag
caccatttct
tattcagtag
cccatcgaaa
aaatcagaat
ceccatccgea
cagccttatg
aatcgcctag
gtggctgaaa
gtacaactgc
aaagaagaaa
tacaaaatag
attgtgggcg
cgttgtgaaa
taaaaaagtc
tacaaatccg
ctttaagcag
tgccaatgge
gaattttaaa
ggttaccatt
taaagtggct
cgaaatttcce
gggggtaaca
agcaagtgca
ttctattgceg
ttecgataat
aggcgttgca

cagaaacagc
gcaaaaccca
acggcaaagt
aagcaatgat
gcattitcaa
taatggcaaa
aaaacttagce
gcgattattt
tagcaccgca
aatattcaga
aaaaaccaca
tggaacgtga
atgtggaatt
tcgaaaatag
tacagctaaa
gcgacattgt
aaatacttca
gtgggcaatg
aaaaatggcg
gtgaaaatca
ttgaaagect
ggtagcgatg
tttaaatcca
acgcgggcaa
tcagacggca
gccacttcca
aaccttgctg
ttagcggcectt
ggaagtagtt
ggcaaattga
gcaggtgttg
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2400

acaacaaatt
ttcecttattce
gcaagaaatc
tattgccaac
cgcccacage
tttagccaat
aaccttaaac
agaactgcgt
ctttggtett
tatggttaat
aaatgacgtg
tattgccgat
taatgcagaa
tgcatcgcta
ccctgacgaa
gaaagtgaaa
ataaattgcece
agtattacga
agctggtgaa
gcaatgttgc
tgcaaaacaa
ccgacgtcgg
cagacggcga
gcggtgcgaa
ttagcgegyg
ccgatgegat
gacaagtgaa
cacagttacce
atcaaggtca
ttattegett
gttaccagtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1872



<400> 38
Tyr Tyr His
1

Ile

Thr

Ala

Ala

65

Ala

Ser

Ala

Ser

Asp

145

TYX

Ser

Pro

Axg

225

Cys

Glu

Asn

Glu

His

His

Glu

S0

Asn

Gln

Gly

Asn

val

130

Ile

Leu

Gly

Asp

210

Arg

vVal

Gly

Glu
290

Trp

Ser
35

Asn
Gln
Phe
Phe
Leu
115
Glu
Glu
Thr
Leu
Met
195
Glu
Gln
Tyrx
Gln
Ala
275

Ile

Trp
Leu
20

Leu

Gly

Ile

Leu

Asp

100

Ala

Asn

Pro

Phe

Glu

180

val

Lys

Asn

Leu

Asgp

260

Sex

Gln

Pro

His

Phe

Lys

Val

His

85

Lys

Asn

Leu

Ile

Ala

165

Gly

Asn

Pro

Arg

Ala

245

val

Leu

DE 600 37413 T2 2008.06.19

Thr Pro Ala Ala Thr Pro

Gln Phe

Phe Lys

val Gln
55

Glu Glu
70

Glu Gln

Lys Tyr

Glu Gln

Ala Thr

138

Glu Ser
150

Glu Phe
Tyr Ala
His Arg
Gln Asn

215

Leu Val
230

Asp Lys
Met Arg

Phe Ile

Asn Pro
295

Thr
Glu

40
Glu
Ala
Ala
Leu
Asn
120
Leu
Asp
Lys
Thr
Leu
200
Asp
Glu
val
Ala
Pro

280

Asp

10

Lys Ala
25

Lys Pro
Ile Lys
Met Ile

Lys Thr
90

Glu Asn
105

Gln Thr
Asn Gly
Tyr Leu

Ser Glu
170

Trp Thr
185

Ile Lys
Val Leu
Arg Agp
Ala Glu

250

Gly Leu
265

Ala Ala

Glu Leu

Arg

Asp

Ala

Ile

75

Cly

Ala

Glu

Tyr

Glu

155

Leu

ser

Ala

Ala

Ile

235

Asn

Arg

Thr

Ala

Glu Thr
Ile Gln
Tyr Ala

45

Glu Tyr
60

Ala Asn
Ile Phe
His His
Leu Ala

125
Cys Gln

120

Leu Arg
Ala Pro
Pro Ile

val Leu
205

Arg Leu
220

Ala Asp
val Glu
val Gln
Leu His

205

Leu Tyr
300
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Ala

Trp

30
Phe
Arg
Ile
Asn
Phe
110
Glu
Met
Leu
His
Arg
190
Ala
Gln
Trp
Phe
Leu
270

Asn

Ile

Gln

15

Axg

Val

Arg

cys

Ala

95

Leu

Axg

Arg

Arg

Phe

175

Lys

Lys

Glu

Leu

Asn

258

Leu

Asn

Lys

Gln

Lys

Leu

Ile

Ala

80

His

Met

TyT

His

Arg

1560

Gly

TYr

Gln

Ser

Tyr
240
Ala
Glu

Lys

Gly



Glu
305

val
Phe
Glu
val
Asn
385
Asp
Gln
Ala
Lys
Asp
465
Thr
Asn
Thr
Thr
Gly
545
Pro

Ser

Ile

Arg

Lys

Gln

Lys
370
Gly
Thr
Val
Asp
Phe
450
Thr
Asp
Lys
Asp
Asn
530
Thr
Gly
Gly

Ile

Ala
610

Thr

Glu

Tyr
355
Asn
Thr
Asp
Thr
val
435
Lys
val
Ala
Ala
Ala
515
Leu
Ala
Lys

Leu

Arg
595

TYT

Ala

val

340

Glu

Gly

Asn

Ala

Leu

420

Gly

Ser

Thr

Asp

val

500

Ile

Ala

ser

Ser

Ala

580

Leu

Gly val

Lys

Thr
325

Thr
Ala
Glu
Pro
val
405
Sexr
Lys
Thxr
Ile
Lys
485
Lys
Asn
Gly
Ala
Met
565
Ile

Ser

Ile
310

Arg

Glu

Lys

Leu

val

3so

Ser

Ala

val

Asp

Thr

470

Ile

Asn

Gly

Gln

Leu

S50

val

aly
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Gly

Ser

Asp

Gln

val

375

Lys

Phe

Ser

Thr

Gly

455

Lys

Val

Ser

val

535

Ala

Ser

val

Asp

Ile

Gly

Asp

360

Lys

Ile

Lys

Asn

Gln

440

Glu

ala

val

Ala

Gln

520

Asn

Ala

Ile

Ser

Ile Val Lys Val

Val

Lys
345
Gly
Thr
Ser
Gln
Ala
425
Thr

Leu

Ser

Ala
505
Leu
Lys
Ser

Ala

Arg
585

Gly Thr Thr Asa

Gly Tyr Gln

615

600

Trp

315

Gly Glu
330

Thr val

Ser Ala

Lys Val

Asn Val
395

Leu Lys
410

Tyr Ala

Leu Ser

Leu Asn

Gly Ala
a7s

Ser Asp
490

Gly Glu
Tyr Ala
val Gly
Gln Leu

555

Gly Ser
570

Ile Ser

Ser Gln

Ile

val

Asp

Lys

380

Ala

Ala

Asn

Asn

Ile

460

Asn

Gly

Ile

val

Lys

540

Pro

Ser

Asp

Gly

67/304

Lys Leu Thr Glu

Leu Gln
Lys val
350

Met Asp
365

Leu Val
Glu Gly
Leu Gln
Gly Gly

430
Gly Leu
445
Lys Ala
Gly Ala
Ile Ser
Ser Ala

510

Ala Lys
525

Arg Ala
Gln Ala

Tyr Gln

Asn Gly

590

Lys Thr
605

Leu
338
Gly
Lys
Ser
Thr
Asn
415
Ser
Asn
Asp
Ala
Ala
495
Thr
Gly
Asp
Ser
Gly
578

Lyq

Gly

320

Pro
Asn
Lys
Ala
Glu
400
Lys
Asp
Phe
Lys
ala
480
Gly
Ser
val
Ala
Mel
560
Gln

Leu

val



<210> 39
<211> 24
<212> DNA

DE 600 37 413 T2

<213> Haemophilus influenzae

<400> 39

tgcgecaccat ttcttaatgg caaa

<210> 40
<211> 26
<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 40

gacgtgttgg cacgtttgca agagtc

<210> 41
<211> 23
<212> PNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 41

gcaagacggt tcggcggata tgg

<210> 42
<211> 24
<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 42

ccgccactte caccgatgcg atta

<210> 43
<211> 32%4
<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 43

atgaacaaaa
gaactcactc
accctgttgt
gcttatggceg
gttcaagagg
ttaggtggagg
tctagcaaaa
ttgtttgaag

attacctttg

acgattggcg
acaactgatg
cacttgaatg
attgacqggag
aatgcgggtt
gtcgattttg

tttttaacqgt
gcacccacac
ccgcaacggt
atgcgaattt
cttataaagg
acaatactgc
acggcacaag
gcaaaggcgg
ctttagcgaa
gtggtgctge
gcttgaagtt
gtattggttc
gagatcaaag
ggaatatcaa
ttcatactta

tatttggaat
caaatgcgcc
tgaggcgaac
taatttcact
tttattaaat
ggcgaccgta
gaacgagaaa
tgtgcaggtt

tgcaggtgct
cgctaaagat
aaccttgaca
tacgcattac
gggtgttaaa

gttgtgactc
tccgecaccqg
aacaatactc
aataattcga
ctaaatgaaa
ggcaatttgc
agccaacaag
acttccacct
agaccttggt gtgaaaactg
acaacaacac
gctgegggty
gacacgcttg
actcgtgcag
gctggctcaa

aaacttgggt
tggcggttgc
ctgttacgaa
tagcagatge
aaaatgcgag
gtaaattggg
tcaaacatgc
ctgaaaacgg
cgactgtgag
cgaaagtgaa
ctaatggcga
tgggttetec
caagtatcaa
caactggtca

cgatactgtt gagttcttga gtgcggatac
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tgtcgtatct
cgtattggca
taagttgaag
agaaaaacaa
tgataaactg
ctgggtattg
ggatgaagtg
caaacacacc

tgatacctta

tgtaactagt
tactacggtt
tgctactcat
ggatgtcttg
atcagaaaat
agagaccacg

24

26

23

24

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



actgttactg
acttctgtta
aataaagttg
gcgaaagatg
aatggtcaaa
ggtaatggta
gcgaaagttg
cttactgtga
tcaactgacg
agctggacta
caagaagtta
caagagggtg
actttaggta
acaccagcaa
attagtgcag
gcgaatttcg
tataaaggct
gacaataccg
aaaaccacag
ttcaaaagcg
acttttgaat
aatggaaagg
gacttaacaa
gataaaggtg
ggttctggcet
cttggettgg
tectgetggta
aataccaaag
acaacctttg
aacggtaaga
gctgacggta
aagaaagttg
gataaaacca
agccttgatce
ggcgatattt
aaaggggtaa
ggcaaacgtg
actatgccag
ttagctateg
acaaccaata

<210> 44

<211 1098
<212> PRT
<213>

<400> 44

tagatagcaa
tcaaagaaaa
atggtgctaa
tgattgacgc
atggcgactt
caactgcgac
gcgacggett
atgatggtaa
agaagaaatt
caactgctgce
aagcgggcga
cgaactttac
caggaaataa
atggtgcegag
gcggtcagte
atccgcetgac
tgaccaattt
ccgcaaccgt
gcggctcaac
gcaacggtat
tggctaaagg
aaacgagcct
caggtcagce
gcaaagtcgt
atgtaacagg
ctgatgaagc
caacggaaat
tgagcgeggce
tgaaaaccga
aaatcactaa
cggctgatat
tgaaagacaa
aaggcgaagt
caaatgatca
ctgecactte
caaaccttgce
cagatgcagg
gtaaatcaat
gggtatcaag
gtcaaggtaa
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agaaaacggt
agacggtaag
cgcgactgaa
agtgaataag
cgcaactgtt
tgtaactaat
aaaactagat
gaacgctaat
ggttacagca
tgaggcggac
taaagtaacc
ttattcactg
tggtgcgaaa
tgcaaataat
ggttaaaaac
tagctecgcec
ggatgaaaaa
gggcgatttg
ggaatatcac
caatgtttcc
tgaagtggtt
ggttaaagtt
taaattaaaa
ttctgtaacg
taaccaagtg
tgatgcgaaa
tgtaaatgcc
aacggtggaa
tgtggaattg
agttgtcaaa
gaccaaadaa
cgatggcaag
gagcaatgat
atcaaaaggt
caccgatgcg
tggacaagtg
tacagcaagt
ggttgctatt
aattteccgat
aacaggcgtt

Haemophilus influenzae

aagagaaccyg
ttatttactg
gatgcagacg
actggttgga
gcatcaggca
ggcaccgatg
ggcgataaaa
aatccgaaag
aaaggtttag
ggtggtacge
tttaaagcag
caagatgctt
actgaaatca
gcaaacacca
gttgtgagcg
gacaacttaa
ggtacagaca
cgcggettag
gatcaagtte
ggtaaaacgg
aaatcgaatg
ggcgataaat
gatggcaata
gataatactg
gcagatgcga
cgggegtttg
cacgataaag
agcaccgatg
cctttaacge
gatgggcaaa
gttacccteg
tggtatcacyg
aaagtttcta
aaaggtgtcg
attaacggaa
aataatcttg
gcattagcgg
gcgggaagta
aatggcaaag
gcagcaggtg

Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn Val

1

S

10

val val val Ser Glu Leu Thr Arg Thr His Thr

20

25

Thr Val Ala Val Ala Val Leu Ala Thr Leu Leu
35

Ala Asn Asn Asm Thr Pro Val Thr Asn Lys Leu

50

410

55

aagttaaaat
gaaaagctaa
aaggcaaagg
gaattaaaac
caaatgtaac
gtattaccgt
tcgetgcaga
gtaaagtggc
taacagcctt
ttgatggaaa
gcaagaactt
taacaggcett
acaaagacgg
tcagcgtaac
gactgaagaa
cgaaacaaaa
agcaaactcc
gctgggtcat
ggaatgcgaa
tcaacggtag
aatttaccgt
attacagcaa
cagttgctgc
aagctaccat
ttgcgaaatc
atgataagac
tccgttttge
caaacggcga
aaatctacaa
ctaaatggta
gtaacgtgga
ccaaagctga
cecgatgaaaa
tgattgacaa
gtcagttgta
agggcaaagt
cttcacagtt
gttatcaagyg
tgattattcg
ttggttacca

cggtgcgaag
caaagagaca
cttagtgact
aaccgatgct
ctttgctagt
taagtatgat
tacgaccgca
tgatgttgct
aaacagtcta
tgcaagtgag
aaaagtgaaa
aacgagcatt
cttaaccatc
caaagacgge
atttggtgat
tgacgatgcce
agttgttgcc
ttctgcggac
cgaagtgaaa
gcgtgaaatt
caaagaaacc
agaggatatt
gaaatatcaa
aaccaacaaa
agqctttgag
aaaagcctta
taatggttta
taaagtgacc
taccgatgca
tgaactgaat
ttcagacggc
cggtactgceg
acacgttgtc
tgtggctaat
tgctgtggcea
gaataaagtg
accacaagcc
tcaaaatggt
cttgtcaggce

gtgg

val Thr Gln Thr Trp

15

Lys Cys Ala Ser Ala
30.

Ser Ala Thr val Glu

45

Ly§ Ala Tyr Gly Asp

60
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960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
13680
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
30690
3120
3180
3240
3294



Ala

65

val

Ser

Leu

Glu

Lys

145

Ile

Ser

Thr

Lys

Ile

225

Ile

Lys

Ser

Thr

Asp

305

Thx

Asn

Asp

Asn

Gln

Asp

Arg

Lys

130

Gly

Thr

Asp

Pro

ARsp

210

Gly

Asp

Asp

Thx

val

290

Ser

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

Lys

Lys

115

Ser

Gly

Phe

Thr

Lys

195

Ala

Ser

Gly

val

Thr

275

Glu

Lys

val

Glu

Gly
355

Asn
Ala
Leu
100
Leu
Gln
Val
Ala
Leu
180
val
Ala
Thr
Gly
Leu
260
Gly
Phe
Glu

Ile

Thr
340

Lys

Phe

Tyr

85
Leu
Gly
Gln
Gln
Leu
165
Thr
ASn
Gly
Leu
Asp
245
ABn
Gln
Leu

Asan

Lys
328

Asn

Gly
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Thx

10

Lys

val

Trp

val

val

150

Ala

Ile

val

Ala

Thr

230

Gln

ala

Ser

Ser

Gly

310

Glu

Lys

Leu

Asn
Gly
Glu
val
Lys
135
Thr
Lys
Gly
Thr
Asn
215
Asp
Ser
Gly
Glu
Ala
295
Lys
Lys

val

val

Asn Ser Ile Ala

Leu

Asp

Leu

120

His

Ser

Asp

Gly

Ser

200

Gly

Trp

Asn

280

Asp

Arg

Asp

Asp

Thr
360

Leu

Asn
105

Ser

Ala

Thr

Leu

Gly

185

Asp

Leu

Ris

Asn

265

val

Thr

Thr

Gly

Gly

34S

Ala

Asn

90
Thr
Ser
Asp
Ser
Gly
170
Ala
Thr
Thr
val
250
Ile
Asp
Glu
Glu
Lys
330

ala

Lys

75

Len
Ala
Lys
Glu
Glu
155
Val
Ala
Asp
Thr
Gly
238
Thr
Lys
Phe
Thr
Val
315
Leu

Asn

Asp

Asp Ala Glu

Asn
Ala
Asn
val
140
Asn
Lys
Ala
Gly
val
220
Ser
Arg
Gly
vVal
Thr
300

Lys

Phe

Ala

val

70/304

Glu
Thr
Gly
125
Leu
Gly
Thr
Gly
Leu
205
His
Pro
Ala
val
His
285
Thr

iIle

Thr

“Thr-

Ile
365

Lys

val

110

Thr

Phe

Lys

Ala

Ala

190

Lys

Leu

Ala

Ala

Lys

270

Thr

val

Gly

Gly

Glu

350

Asp

Lys

Asn
95

Gly
Arg
Glu
His
Thr
175

Thr

Phe

Asn_

Thr
Ser
255

Ala

Thr

Ala

Lys
3%

Asp

Ala

Gln
80

Ala

Asn

Asn

Gly

Thr

160

val

Thr

Ala

Gly

His

240

Ile

Gly

Asp

val

Lys

320

Ala

Ala

val



Gly
385
Gly
Vval
Lys
Ala
Lys
465
Ser
Asn
Ala
Sexr
Gly
545
Thr
Thr
Ser
Ser
Thr
625
Asp

Ile

val

Lys

370

Asp

Asn

Lys

Ile

Asn

450

Lys

Ala

Gly

Leu

530

Asn

Pro

Lys

Cly

Ala

610

AsnD

Ser

Arg

Thr

Phe

Gly

Tyr

Ala

435

Asn

Leu

Thr

Ser

Lys

515

Glo

Asn

Ala

Asp

Leu

595

Asp

Leu

Thr

Ala
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Gly Trp Arg Ile

Ala Thr
Thr Thr
405

Asp Ala
420

Ala Asp
Pro Lys
val Thr
Thr Thr

485

Glu Gln
500

Asn Leu

Asp Ala

Gly Ala

Asn Gly
565

Gly Ile
580

Lys Lys
Asn Leu
Asp Glu
Ala Ala

645

Asp Lys
660

Asn Ala Asn

675

val

3%0

Ala

Lys

Thr

Gly

Ala

470

Ala

Glu

Lys

Leu

Lys

550

Ala

Ser

Phe

Thr

Lys

630

Thr

Thr

Glu

378

Ala

Thr

val

Thr

Lys

455

Lys

Ala

vVal

val

Thr

535

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

615

Gly

Val

Thx

Val

Lys Thr Thr Asp Ala

Ser
val
Gly
Ala
440
val
Gly
Glu
Lys
Lys
520
Gly
Glu
Ala
Gly
Asp

600

Gln

Gly
Gly

Lys
680

Gly
Thr

Asp
425
Leu
Ala
Leu
Ala
Ala
505
Gln
Leu
Ile
Asn
Gly
585
Ala
Asn
Asp
Asp
Gly

€65

Phe

Thr

Asn

4140

Gly

Thr

Asp

val

Asp

490

Gly

Glu

Thr

Asn

Asn

570

Gln

Asn

Asp

Lys

Leu

650

Ser

Lys

Asn
395

Gly
Leu
val
val
Thr
475
Gly
Asp
Gly
Ser
Lys
555
Ala
Serxr
Phe
Asp
Gln
635
Arg

Thr

Ser

380

Val

Thr

Lys

Asn

Ala

460

Ala

Gly

Lys

Ala

Ile

540

Asp

Asn

Val
Asp
Ala
620
Thr
Gly

Glu

Gly

Asn Gly Gln Asn

Thr

Asp

Leu

Asp

445

Ser

Leu

Thr

val

Asn

525

Thr

Gly

Thr

Lys

Pro

605

Pro

Leu

Tyr

Asn
685

71/304

Phe

Gly

Asp

430

Gly

Thr

Asn

Leu

Thr

510

Phe

Leu

Leu

Ile

Asn

590

Leu

Lys

val

Gly

His

€70

Gly

Ala

Ile
415

Gly

Lys

Asp

Ser

Asp

495

Phe

Thr

Gly

Thr

Ser

575

val

Thr

Gly

Val

655

Asp

Ile

Ser
400

Thr
Asp
Asn
Glu
Leu
480
Gly
Lys
TYr
Thr
Ile
560
val
val
Ser
Leu
Ala
640
val

Gln

Asn



val

Ala
705

Asn

Lys

Asn

Val

val

785

Leu

Thr

Lys

val

Lys

865

Asn

Gly
Gly
945

-Ser

Asn

Ser
690

Lys

Gly

Glu

Thr

Thr

770

Thr

Gly

Lys

val

Glu
850
Thr
Gly
Glu
Gly
Lys
930

Glu

Lew

Val

Gly

Gly

Lys

Asp

val

755

Asp

Gly

Leu

Ala

Arg

B35

Ser

Asp

Lys

Leu

AsSn

915

val

Asp

Ala

Lys

Glu

Glu

Ile

740

ala

Asn

Asn

Ala

Leu

820

Phe

Thr

val

Lys

Asn

900

val

Ser

Pro-

AsSn
960

Thr

val

Thr

725

Asp

Ala

Thr

Gln

Asp

805

Ser

Ala

Asp

Glu

Ile

885

Ala

Asp

His

Asn

Asn

965

Gly
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val Asn Gly Arg Arg Glu Ile Thr Phe

Val

710

Ser

Leu

Lys

Glu

val

790

Glu

Ala

Asn

Ala

Leu

870

Thr

Asp

Ser

Ala

Asp
950

695

Lys

Leu

Thr

Tyr

Ala

775

Ala

aAla

Gly

Gly

Asn

85%

Pro

Lys

Gly

Asp

Lys

935

Lys

Ser

val

Thr

Gln

760

Thr

Asp

Asp

Thxr

Leu

B4g

Gly

Leu

val

Thr

Gly

920

Ala

val

Asp Gln Ser

Asp Ile Ser

Asn

Lys

Gly

745

asp

Ile

Ala

Ala

Thr

825

Asn

Asp

Thr

val

Ala

905

Lys

Asp

Ser

Lys

Ala
985

Glu Phe
715

Val Gly
730

Gln Pro
Lys Gly
Thr Asn
Ile Ala

795

Lys Arg
810

Glu Ile
Thr Lys
Lys Val
Gln Ile

875
Lys Asp
890
Asp Met
Lys Val

Gly Thr

Thr Asp
955

700

Thr
Asp
Lys
Gly
Lys
780
Lys
Ala
val
val
Thr
860
TYr
Gly
Thr
Val
Ala

940

Glu

val
Lys
Leu
Lys
76S
Gly
Ser
Phe
AsSn
Ser
845
Thr
Asn
Gln
Lys
Lys
925

Asp

Lys

Gly Lys Gly val

970

Thr Ser

72/304

Thr

Asp

Lys

Lys

750

val

Serx

Gly

Asp

Ala

830

Ala

Thr

Thr

Thr

Glu

810

Asp

Lys

His

Val

Ala
990

Glu

Glu

Tyr
735
Asp
val
Gly
Phe
Asp
815
His
Ala
Phe
Asp
Lys
895
Val
Asn

Thx

Val

Ile

975

Ile

Leu

Thr
720

Ser

Gly

Ser

Tyr

Glu

800

Lys

Asp

Thr

Val

Ala

880

Trp

Thx

Asp

Lys

val
960

Asp -

Asn
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Gly Ser Gln Leu Tyr Ala Val Ala Lys Gly val Thr Asn Leu Ala Gly
995 1000 1005

Gln Val Asn Asn Leu Glu Gly Lys Val Asn Lya Val Gly Lys Arg Ala
1010 1015 1020

Asp Ala Gly Thr Ala Ser Ala Leu Ala Ala Ser Gln Leu Pro Gln Ala
1025 1030 1035 1040

Thr Met Pro Gly Lys Ser Met Val Ala Ile Ala Gly Ser Ser Tyr Gln
1045 1050 1055

Gly Gln Asn Gly Leu Ala Ile Gly Val Ser Arg Ile Ser Asp Asn Gly
1060 1065 1070

Lys Val Ile Ile Arg Leu Ser Gly Thr Thr Asn Ser Gln Gly Lys Thr
1075 1080 1085

Gly val Ala Ala Gly val Gly Tyr Gln Trp
1090 1095

<210> 45

<211> 330

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 45
Pro Thr Pro Ala Ala Thr Pro Glu Thr Ala Gln Gln Ile His Trp Leu
1 5 10 15

His Gln Phe Thr Lys Ala Arg Ile Glm Trp Arg Lys Thr His Ser Leu
20 25 30

Phe Phe Lys Glu Lys Pro Asp Tyr Ala Phe Val Leu Ala Glu Asn Gly
as 40 45

Lys Val Gln Glu Ile Lys Ala Glu Tyr Arg Arg Ile Ala Asn Gln Ile
50 55 60

val Glu Glu Ala Met Ile Ile Ala Asn Ile Cys Ala Ala Gln Phe Leu
65 70 15 80

His Glu Gln Ala Lys Thr Gly Ile Phe Asn Ala His Ser Gly Phe Asp
-1 90 95

Lys Lys Tyr Leu Glu Asn Ala His His Phe Leu Met Ala Asn Leu Ala
100 105 110

Asn Glu Gln Asn Gln Thr Glu Leu Ala Glu Arg Tyr Ser Val Glu Asn
115 120 125

Leu Ala Thr Leu Asn t";ly Tyr Cys Gln Met Arg His Asp Ile Glu Pro
130 138 140

Ile Glu Ser Asp Tyr Leu Glu Leu Arg Leu Arg Arg Tyr Leu Thr Phe
145 150 155 160

73/304



Ala Glu

Gly Tyr
Asn His
Pro Gln

210

Arg Leu
225

Ala Asp

Val Met

Leu Phe

L.eu Asn
290

Lys Ile
305

Thr Arg

Phe

Ala

Arg

185

ABn

val

Lys

Arg

Ile

275

Pro

Gly

Ser

<210> 46

<211> 330
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 46
Ala Trp Gln Pro

1

Lys

Thr

180

Leu

Asp

Glu

val

Ala

260

Pro

Asp

Asp

Ile

His Gln Phe Thr

20

Phe Phe Lys Glu

35

Lys Val Gln Glu

50

Val Glu Glu Ala

65

His Glu Gln Ala

Sexr Glu
165

Trp Thr

Ile Lys

Val Leu

Arg Asp

230

Ala Glu
245

Gly Leu

Ala Ala

Glu Leu

Ile val
310

Val Gly
325

Glu Met
s

Lys Ala
Lys Pro
Ile Lys
Met Ile

70

Lys Thr
85
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Leu Ala Pro His Phe

Ser Pro
Ala Val
200

Ala Arg
215

Ile Ala
Asn Val
Arq Val
Thr Leu

280

Ala Leu
29s

Lys Val

Glu Ile

Pro Glu

Arg Ile

Asp Tyr
40

Ala Glu
55

Ile Ala

Gly Ile

Ile
185

Leu

Leu

Asp

Glu

Gln

265

His

Lys

Leu

Thr

Gln
25

Ala

170

Arg Lys

Ala Lys

Gln Glu

Trp Leu
23S

Phe Asn
250

Leu Leu

Asn Asn

Ile Lys

Leu Thr
315

Gln
30

Ala Gln
10

Txrp Arg

Phe Val

Tyr Arg Arg

Asn

Phe

Ile Cys
75

Asn Thr
90

Gly

Tyr

Gln

Ser

Leu Gly Leu,

Ser

Pro
205

Arg

220 -

Tyr

Ala

Glu

Lys

Gly

300

Glu

Gln

Lys

Leu

Ile

60

Ala

His

Cys

Glu

Asn

Glu

285

Glu

val

Ile

Thr

Ala

45

Ala

Ala

Ser
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Asp
190

Tyr

Arg

Arg

val

Gly

270

Glu

Arg

Lys

Ris
His

30
Glu
Asn

Gln

Gly

175

Met

Glu

Gln

Gln
255
Ala
Ile

Thr

Glu

Trp

15

Ser

Asn

Gln

Phe

Phe
95

Glu

Val

Lys

Asn

240

Asp

Ser

Gln

Tyr

Ala
320

Leu

Leu

Gly

Ile

Leu

20

Asp



Lys

Asn

Leu

Ile

145

Ala

Gly

Asn

Pro

Axg

225

val

Leu

Leu

Lys

305

Thr

Lys

Glu

Ala

13c

Glu

Glu

TYTr

His

Gln

210

Leu

Asp

Met

Phe

Asn

290

Ile

Arg

Phe

Gln

115

Thr

Ser

Phe

Ala

Arg

185

Asn

val

Lys

Arg

Ile

275

Pro

Gly

Ser

<210> 47

<211> 2353
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 47

Met Asn Lys Tle Phe Asm Val Ilé Tip Bsi Vval Met Thr GIn ?hr'Tfp’

1

Leu
100

Asn

Leu

Asp

Lys

Thr

180

Leu

Asp

Glu

val

Ala

260

Pro

Rsp

Asp

Ile

Glu

Gln

Asn

Tyr

Ser
165

Trp

Ile

val

Arg

Ala

245

Gly

Ala

Glu

Met

val
325

5
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Asn Ala

Thr Glu
Gly Tyr
138

Leu Glu
150

Glu Leu

Thr Ser

Lys Ala

Leu Ala

218

Asp Ile
230

Ser Asn

Leu Arg

Ala Thr
Leu 2Ala
285

Val Lys
310

Gly Glu

His Asn
105

Leu Ala
120

Cys Gln
Leu Arg
Ala Pro
Pro Ile

148

val Leu
200

Argq Leu
Ala Asp
Ala Glu
val Gln

265
Leu His
280
Leu Tyr

val Lys

Ile Leu

Phe Leu Met Ala Asn Leu Ala

Glu

Met

Leu

Hig

170

Arg

Ala

Gln

Trp

Phe

250

Leu

Asn

Ile

Leu

Gln
330

1o

Arg Tyr Ser
125

Arg His Asp
140

Arg Arg Tyr
155

Phe Gly Leu

Lys Tyr Ser
Lys Gln Pro
205

Glu Ala Arg
220

Leu Tyr Cys
235

Glu Ala Glu
Leu Glu Asn
Asn Lys Glu

285

Lys Gly Glu
300

Thr Glu val
315

110

val Glu Asn
Ile Glu Pro

Leu Thr Phe
160

Gly Leu Glu
175

Asp Met Vval

19l

|

Tyr Glu Lys

|
Aré Gln Asn

|
Arg Tyr Leu
240

valLGln Aap
255

Gly'Ala Ser
270

Glu|Ile Gln

Arg|Thr Tyr

Lysislu Ala
‘ 320

15

val Val val Ser Glu Leu Thr Arg Thr His Thr Lys Arg Ala Fer Ala

20

25

75/304

30



Thr

Ala

65

GClu

val

Ile

Ser

Leu

145

Gly

Ser

Thr

Thr

225

Thr

Thr

Asn

Asp

305

Asn

Gly

val Glu
35

Asn Ala
50

Pro Val
Vval Thr
Leu Lys

Lys Gln
115

Leu Lys
130

Ser Phe
Gly Leu
Leu Asp
Ser Ser

195

val Lys
210

Ala Gly
val Glu
Ala Lys
Ser Vval

275
Asn AsSp
290
Glu Gly

Lys Ala

Asp Phe

Thr

Thr

Leu

Glu

Ala

100

Asn

Lys

Gly

Lys

Ser

180

Ser

Asp

Gly

Phe

Glu

260

Ile

Thr

Asn

Gly

Ala
340

Ala

Asp

Ser

Asn

85

Gly

Thr

Asp

Ala

Leu

165

Thr

Phe

val

Asn

Ile

245

Asn

Lys

Asn

Gly

325

Thr

val

Glu

Phe

70

Sexr

Ala

Asp

Leu

Asn

150

Ala

Leu

Thr

Leu

val

230

Gly

Glu

Lys

Leu

3310

Arg

val

DE 600 37 413 T2

Leu Ala Thr Leu Leu Phe

Asp

133
His
Asn
Ile
Glu
Thr
135
Gly
Lys
Pro
Pro
Asn
215
Glu
Gly
Lys
Lys
val
295
val

val

Ala

40

Glu
Ser
Trp
Thr
Ser
120
Asp
Asp
Thr
Asp
Asn
200
Ala
Serx
Asp
Thy
Asp
280
Thr
Thr
Lys

Ser

Glu

Asp

Gly

Leu
105

Thr

Leu

Lys

Gly

Ala

185

hsp

Gly

val

Lys

Thr

265

Gly

Ser

Ala

Gly
345

Leu
Lys
Ile

50
Lys
Aesn
Thr
val
Asn
170
val
val
Trp
Asp
Asn

250

Glu
Lys
Asn
by
Thr

33¢

Thr

Asp

Glu
" 75

Tyr
Ala
Ala
Ser
Asp
155
Gly

Thr

Glu

Leu
235
Thr
val
Leu
Thr
Ala

315

Thr

Pro
60

Gly

Phe

Gly

Ser

val

140

Ile

Asn

Asn

Lys

Ile

2230

val

Leu

Lys

Phe

Ala

300

val

Ala

Asn Val

76/304

2008.06.19

Ala Thr val

45

vVal

Thr

Asp

Asp

ser

128

Ala

Thr

val

Thr

Thr

205

Lys

ser

ABp

Phe

Thr

285

Thr

Ile

Asn

Thr

Gln

Val Arg Thr

Gly

Asn

Asn

110

Phe

Thr

Ser

His

Gly

190

Arg

Gly

Ala

val

Thr

270

Gly

Asp

Asp

Gly

Phe
350

Glu

Lys

95

Leu

Thr

Glu

Asp

Leu

Lys

80
Gly
Lys
Tyt
Lys
Ala

160

Asn

175

Val

Ala

Ala

TYT

val

255

Pro

Lys

Asn

Ala

Gln

335

Glu

Leu

Ala

Lys

Asn

240

Leu

Lys

Glu

Thr

val

320

Asn

Ser



Gly
Ile

Sex
385

Gly
Asn
Lys
Gln
Leu
465
Ala

Gly
Pro
Lys
Gly
545
Ala
Asn

Thr

Thr

Glu

625

Glu

Asp

Thr
370

Asp

Lys

Ala

Ala

Glu

450

Lys

Leu

A8Sn

Ala

Asp

530

Leu

Thr

Leu

Ala

Lys

610

val

Asn

Gly
355

val

Lys

val

Gly

Glu

435

val

val

Thr

Asp

Gly

515

Gly

Arg

Asp

Asn

Ala

585

ASn

-Leu

Gly

Thr

Lys

Lys

Ala

Asp

420

Ala

Lys

Lys

Gly

Ala

S00

Asn

Ile

Ala

Leu

Glu

580

Thr

Gly

-Phe.

Lys

Thr

Ile

Glu

405

Leu

Asp

Ala

Gln

Leu

485

Lys

Gly

Lys

Tyr

Asn

565

Lys

val

Thr

Ala

Asp

val

390

Ile

Val

Thr

Gly

Asp

470

Thr

Gly

Ala

Asp

550

Arg

Asn

Gly

Lys

Thx Gly

His
645

630

Thr
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Ser

Ala

375

Ala

Ala

Thr

Asp

Glu

455

Gly

Ser

val

Thr

Gly

535S

Asp

Ala

Asp

Glu
615

Ala

Ile

val

360

Lys

Asp

Lys

Ala

Gly

440

Thr

Ala

Ile

Ile

Thr

520

Asn

Ala

Val

Leu
600
Glu

Gly

Thr

Thr Lys

Val Gly

Thr Thr

Glu Asp

410

Leu Gly
425

Ala Leu

Val Thr

Asn Phe

Thr Leu
490

Asn Lys
505

Gly Thr
Lys Ala
Asn Phe
Glu Asp

570

Lys Gln
585

Arg Lys

Ser Asn

-Ala Ala

Val Ser
650

Asp

Asp

Ala
395

Asp

Asn

Glu

Phe

Thr

475

Gly

Asp

Aen

Ile

Asp

555

Ala

Pro

Leu

Gln

-Thr

635

Val

77/304

Thr
Gly
380

Leu
Lys
Len
Gly
Lys
460
TyT
Gly
Gly
Thr
Thr

540

val
Tyr
Leu
Gly
val
620

Val

Ala

Asn Gly Asn

365

Leu Lys Phe

Thr
Lys
Ser
Ile
445

Ala

Ser

Leu
Ile
525
Asn
Leu
Lys

val

Trp
605

Lys

Thr- Ser:

Glu

val

Lys

Txp

430

Ser

Gly

Leu

Thr

Thr

510

Ser

val

Asn

Gly

Thr

590

val

Gln

Thr

Thr

Leu

415

Lys

Lys

Lys

Gln

Asn

495

Ile

Vval

Ala

Leu

575

Asp

val

Ala

Lys

Lys
655

Gly

Asp

Gly

400

val

Ala

Asp

Asn

Asp

480

Gly

Thr

Thr

Ser

Ser

560

Leu

Ser

Serx

ASp

Ser”

640

Ala



Asp

Asn

val

Asp
705
Lys
Ala
Asn
Leu
ASn
785
val
Thr
Phe
Lys
Ser
B€5S
Ser
Asn
Asp
Lys
His

945

Gly

cys

Gln

‘Thr
690

Arg

Lys

Thr

Pro

Thr

770

Ile

Ser

Ala

Ala

Gly

850

His

Ile

Asn

Ser

Gly

930

Asn

Ala

GQly

Asn
675

Lys
Gly
Val
Phe
Thr
755
Phe
Thr
Asp
Thr
Lys
835
Ile
Val
Glu
val
Thr
915
Ala

Gly

Thr

Leu
660

Thr
Gly
Lys
Ala
Val
740
Rsp
lys
Phe
Thr
Pro
820
Glu
Ala
Asp
Asp
Asp
S00
Gly
Asp

Lys

val

Glu
Asp
Gly
val
Thr
725
Lys
Asn
Ala
Asp
Leu
805

Lys

Thr

Leu

val
885

Tyr
Thr
val
Leu

Ser
965

Lys
Asn
Phe
Thr
710
val
Thr
Gly
Gly
Leu
780
Thr
Val
Ala
Thr
Asn
870
Leu
Val
Thr
Lys
Phe

950

Glu
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Asp Gly Asp Thr Ile Lys

val

Glu
695

val

Lys

Glu

Lys

Lys

775

Ala

Ile

Asn

Asp

Leu

855

val

Arg

Ala

Thr

Ile

935

Thr

Asp

665

Leu Thr
680

Thr val
Lys Asp
Asp Val

Asn Leu
745

Asp Asp
760

Asn Leu
Lys Asn
Gly Gly
Ile Thr

825

Ala Ser
840

Thr Glu
Asp Ala
Ala Gly
Thr Tyr

905
val Thr
920
Gly Ala

Gly Lys

Asp Gly

Val

Lys

Ala

Ala

730

Thr

Ala

Lys

Leu

Asn
810

Ser

Gly
Pro

Thr

Txp
890
Asp
val
Lys
Asp

Lys
970

Gly
Thr
Thr
715
Thr
Thr
Leu
val
Glu

795

Thr

Ser
Ser
Lys
875
Asn
Thr
Thr
.Thr
Leu

855

Asp

Asn

Gly

700

Ala

Ala

Ser

Lys

Lys

780

Val

Pro

Ala

Lys

Ala

860

Lys

Ile

val

Gln

Ser

Leu Lys Val Asp

Asn
685

Ala

Asn

Ile

Ile

Ala

765

Arg

Lys

Thr

Asp

Asn

845

Gly

Ser

Gln

Asn

Lys

925

val

940

Lys

Thr

78/304

Asp

Gly

670

Gly Thr Ala

Thr

Asp

Asn

Asp

750

Gly

Asp

Thr

Gly

Gly

830

Val

Ala

Asn

Gly

Phe

9210

Ala

Ile

Ala

Thr

Asp
Ala
Ser
735
Glu
Asp
Gly
Ala
Gly

a15

Leu

Lys
Ala
Asn
895
Thr
AsSp
Lys

Asn

Gly
975

Ala

Asp

720

Ala

Asp

Thr

Lys

Lys

800

Thr

Asn

Leu

Ser

Ala

880

Gly

Asp

Gly

Asp

Asn

960

Leu
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val Thr Ala Lys Thr Val Ile Asp Ala Val Asn Lys Ser Gly Trp Arg
980 985S 990

val Thr Gly Glu Gly Ala Thr Ala Glu Thr Gly Ala Thr Ala Val Asn
$95 1000 1005

Ala Gly Asn Ala Glu Thr Val Thr Ser Gly Thr Ser Val Asn Phe Lys
1010 1015 1020

Asn Gly Asn Ala Thr Thr Ala Thr Val Ser Lys As_p.Asn Gly Asn Ile
1025 1030 1035 1040

Asn Val Lys Tyr Asp Val Asn Val Gly Asp Gly Leu Lys Ile Gly Asp
1045 1050 1055

Asp Lys Lys Ile Val Ala Asp Thr Thr Thr Leu Thr Val Thr Gly Gly
1060 1065 1070

Lys Val Ser Val Pro Ala Gly Ala Asn Ser Val Asn Asn Asn Lys Lys
1075 1080 1085

Leu Val Asn Ala Glu Gly Leu Ala Thr Ala Leu Asn Asn Leu Ser Trp
1090 1085 1100

" Thr Ala Lys Ala Asp Lys Tyr Ala Asp Gly Glu Ser Glu Gly Glu Thr
1105 1110 1115 1120

:' Asp Gln Glu Val Lys Ala Gly Asp Lys Val Thr Phe Lys Ala Gly Lys
1125 1130 1135

Asn Leu Lys Val Lys Gln Ser Glu Lys Asp Phe Thr Tyr Ser Leu Gln
1140 1145 1150

Asp Thr Leu Thr Gly Leu Thr Ser Ile Thr Leu Gly Gly Thr Ala Asn
1155 1160 1165

Gly Arg Asn Asp Thr Gly Thr Val Ile Asn Lys Asp Gly Leu Thr Ile
1170 1175 1180

Thr Leu Ala Asn Gly Ala Ala Ala Gly Thr Asp Ala Ser Asn Gly Asn
1185 1190 1195 1200

Thr Ile Ser Val Thr Lys Asp Gly Ile Ser Ala Gly Asn Lys Glu Ile
1205 1210 1215

Thr Asn Val Lys Ser Ala Leu Lys Thr Tyr Lys Asp Thr Gln Asn Thr
1220 1225 1230

Ala Asp Glu Thr Gln Asp Lys Glu Phe His Ala Ala Val Lys Asn Ala
1235 1240 1245

Asn Glu val Glu Phe Val Gly Lys Asn Gly Ala Thr Val Ser Ala Lys
1250 1255 1260

Thr Asp Asn Asn Gly Lys His Thr Val Thr Ile Asp Val Ala Glu Ala
1265 1270 1275 1280
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Lys Val Gly Asp Gly Leu Glu Lys Asp Thr Asp Gly Lys Ile Lys Leu
1285 1290 1255

Lys Val Asp Asn Thr Asp Gly Asn Asn Leu Leu Thr Val Asp Ala Thr

1300 1305

Lys Gly Ala Ser Val Ala Lys Gly Glu
1318 1320

Ala Thr Thr Ala Gln Gly Thr Asn Ala
1330 1335

Val Lys Gly Ser Asn Gly Ala Thr Ala

1310

Phe Asn Ala Val Thr Thr Asp
1325

Asn Glu Arg Gly Lys Val val
1340

Thr Glu Thr Asp Lys Lys Lys

1345 1350 1355 1360

val Ala Thr Val Gly Asp Val Ala Lys Ala Ile Asm Asp Ala Ala Thr
136S 1370 1375

Phe Val Lys Val Glu Asn Asp Asp Ser Ala Thr Ile Asp Asp Ser Pro
1380 1385 1390

Thr Asp Asp Gly Ala Asn Asp Ala Leu Lys Ala Gly Asp Thr Leu Thr
1395 1400 1405

Leu Lys Ala Gly Lys Asn Leu Ly Val Lys Arg Asp Gly Lys Asn Ile
1410 1415 1420

Ser Ala Thr Val Ser

Thr Phe Ala Leu Ala Asn Asp Leu Ser Val Lys
1440

1425 1430 1435

Val Asn Ile Thr Ser

Asp Lys Leu Ser Leu Gly Thr Asn Gly Asn Lys
1455

1445 1450

Lys Phe Ala Lys Asp Ser Lys Thr Gly Asp Asp

Asp Thr Lys Gly Leu
1465 1470

1460

Leu Thr Asp Thr Leu
1485

Asn Gly Ile Ala Ser Thr
1480

Ala Asn Ile His Leu
1475

Thr Thr Asn Leu Gly Gly Asn Gly Ile Thr Asp

Leu Asn Ser Gly Ala
1495 1500

1490

Aen Glu Lys Lys Arg Ala Ala Ser Val Lys Asp Val Leu Asn Ala Gly
1505 1510 1515 1520

Ala Asn Asn Gln Val Glu

Trp Asn Val Arg Gly Val Lys Pro Ala Ser
1535

1525 1530

Val Asp Phe Val Ser Gly

Asn Ile Asp Phe Val Ala Thr Tyr Asp Thr
1550

1540 1545

Ser Lys Asp Asn Gly Lys

Asp Lys Asp Thr Thr Ser Val Thr val Glu
1565

. 15585 -1560 -
Ser val Ile Lys Asp His

Arg Thr Glu val Lys Ile Gly Ala Lys Thr
1580

1570 1575

Asn Gly Lys Leu Phe Thr Gly Lys Glu Leu Lys Asp Ala Asn Asn Asn
1585 1590 1595 1600
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Gly Val Thr Val Thr Glu Thr Asp Gly Lys Asp Glu Gly Asn Gly Leu
1605 1610 1618

val Thr Ala Lys Ala Val Ile Asp Ala Val Asn Lys Ala Gly Trp Arg
1620 1625 1630

Val Lys Thr Thr Gly Ala Asn Gly Gln Asn Asp Asp Phe Ala Thr val
1635 1640 1645

Ala Ser Gly Thr Asn Val Thr Phe Ala Asp Gly Asn ny. Thr Thr Ala
1650 1658 1660

Glu Val Thr Lys Ala Asn Asp Gly Ser Ile Thr Val Lys Tyr Asn Val
1665 1670 1675 1680

Lys Val Ala Asp Gly Leu Lys Leu Asp Gly Asp Lys Ile Val Ala Asp
1685 1650 1695

Thr Thr Val Leu Thr Val Ala Asp Gly Lys val Thr Ala Pro Asn Asn
1700 1705 1710

Gly Asp Gly Lys Lys Phe val Asp Ala Ser Gly Leu Ala Rsp Ala Leu
1715 1720 1725

Asn Lys Leu Ser Trp Thr Ala Thr Ala Gly Lys Glu Gly Thr Gly Glu
1730 1735 1740

val Asp Pro Ala Asn Ser Ala Gly Glm Glu Val Lys Ala Gly Asp Lys
1745 1750 1755 1760

Val Thr Phe Lys Ala Gly Asp Asn Leu Lys Ile Lys Gln Ser Gly Lys
1765 1770 1775

Asp Phe Thr Tyr Ser Leu Lys Lys Glu Leu Lys Asp Leu Thr Ser Val
1780 178S 17%0

Glu Phe Lys Asp Ala Asn Gly Gly Thr Gly Ser Glu Ser Thr Lys Ile
178S 1800 1805

Thr Lys Asp Gly Leu Thr Ile Thr Pro Ala Asn Gly Ala Gly Ala Ala
1810 1815 1820

Gly Ala Asn Thr Ala Asn Thr Ile Ser Val Thr Lys Asp Gly Ile Ser
1825 1830 18135 1840

Ala Gly Asn Lys Ala Val Thr Asn Val Val Ser Gly Leu Lys Lys Phe
1845 1850 1855

Gly Asp Gly His Thr Leu Ala Asn Gly Thr val Ala Asp Phe Glu Lys
1860 1865 1870

His Tyr Asp Asn Ala Tyr Lys Asp Leu Thr Asn Leu Asp Glu Lys Gly
1878 1880 1885

Ala Asp Asn Asn Pro Thr Val Ala Asp Asn Thr Ala Ala Thr Val Gly
1890 1895 1800
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Asp Leu Arg Gly Leu Gly Trp Val Ile Ser Ala Asp Lys Thr Thr Gly
1905 1910 1915 1920

Glu Pro Asa Gln Glu Tyr Asn Ala Gln Val Arg Asn Ala Asn Glu Val
1925 1930 1935

Lys Phe Lys Ser Gly Asn Gly Ile Asn Val Ser Gly Lys Thr Leu Asn
1940 1945 1950

Gly Thr Arg Val Ile Thr Phe Glu Leu Ala Lys Gly Glu Val Val Lys
1955 1960 1965

Ser Asn Glu Phe Thr Val Lys Asn Ala Asp Gly Ser Glu Thr Asn Leu
1970 1975 1980

Val Lys Val Gly Asp Met Tyr Tyr Ser Lys Glu Asp Ile Asp Pro Ala
1985 1990 . 1985 2000

Thr Ser Lys Pro Met Thr Gly Lys Thr Glu Lys Tyr Lys Val Glu Asn
2005 2010 201s

' Gly Lys Val Val Ser Ala Asn Gly Ser Lys Thr Glu Val Thr Leu Thr
2020 2025 2030

Asn Lys Gly Ser Gly Tyr Val Thr Gly Asn Gln Val Ala Asp Ala Ile
2035 2040 2045

Ala Lys Ser Gly Phe Glu Leu Gly Leu Ala Asp Ala Ala Glu Ala Glu
2050 2055 2060

Lys Ala Phe Ala Glu Ser Ala Lys Asp Lys Gln Leu Ser Lys Asp Lys
2065 2070 2075 2080

Ala Glu Thr Val Asn Ala His Asp Lys Val Arg Phe Ala Asn Gly Leu
2085 2090 2055

Asn Thr Lys Val Ser Ala Ala Thr val Glu Ser Thr Asp Ala Asn Gly
2100 2105 2110

Asp Lys val Thr Thr Thr Phe Val Lys Thr Asp Val Glu Leu Pro Leu
2115 2120 2125

Thr Gln Ile Tyr Asn Thr Asp Ala Asn Gly Asn Lys Ile Val Lys Lys
2130 2135 2140

Ala Asp Gly Lys Trp Tyr Glu Leu Asn Ala Asp Gly Thr Ala Ser Asn
2145 2150 2155 2160

Lys Glu Val Thr Leu Gly Asn val Asp Ala Asn Gly Lys Lys Val Val
2165 2170 2178

Lys Val Thr Glu Asn Gly Ala Asp Lys Trp Tyr Tyr Thr Asn _Ala Asp
2180 2185 2190

Gly Ala Ala Asp Lys Thr Lys Gly’Glu Val Ser Asn Asp Lys Val Ser
2195 2200 2205

Thr Asp Glu Lys His Val Val Arg Leu Asp Pro Asn Asn Gln Ser Asn
2210 2215 2220
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Gly Lys Gly Val val Ile Asp Asn Val Ala Asn Gly Glu Ile Ser Ala
2225 2230 2235 2240

Thr Ser Thr Asp Ala Ile Asn Gly Ser Gln Leu Tyr Ala val Ala Lys
2245 2250 2255

Gly vVal Thr Asn Leu Ala Gly Gln Val Asn Asn Leu Glu Gly Lys Val
2260 2265 2270

Asn Lys Val Gly Lys Axrg Ala Asp Ala Gly.Thr Ala Ser Ala Leu Ala
2275 2280 2285

Ala Ser Gln Leu Pro Gln Ala Thr Met Pro Gly Lys Ser Met Val Ala
2290 2295 2300

Ile Ala Gly Ser Ser Tyr Gln Gly Gln Asn Gly Leu Ala Ile Gly Val
2305 2310 2315 2320

Ser Arg Ile Ser Asp Asn Gly Lys Val Ile Ile Arg Leu Ser Gly Thr
2325 2330 2335

Thr Asn Ser Gln Gly Lys Thr Gly val Ala Ala Gly Val Gly Tyr Gln
2340 2345 2350

Trp

<210> 48

<211> 2047

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 48
Met Asn Hig Ile Tyr Lys Val Ile Phe Asn Lys Ala Thr Gly Thr Phe

1 5 10 15

Met Ala Val Ala Glu Tyr Ala Lys Ser His Ser Thr Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Cys Ala Thr Gly Gln Val Gly Ser Val Cys Thr Leu Ser Phe Ala Arg
35 40 45

Ile Ala Ala Leu Ala Val Leu Val lle Gly Ala Thr Leu Ser Gly Ser
SO 55 60

Ala Tyr Ala Gln Lys Lys Asp Thr Lys His Ile Ala Ile Gly Glu Gln
65 70 75 80

Asn Gln Pro Arg Arg Ser Gly Thr Ala Lys Ala Asp Gly Asp Arg Ala
85 90 S5

Ile Ala Ile Gly Glu Asn Ala Asn Ala Gln Gly Gly Gln Ala Ile Ala
100 105 110

Ile Gly Ser Ser Asn Lys Thr val Asn Gly Ser Sexr lLeu Asp Lys Ile
115 120 125
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Gly
Lys
145

Leu
Asn
Lys
Ser
Ala
225

Gly

Asp

Thr
Ala
305
Leu

Ala

val

Gly
38s

Lys

val

Thr

130

Ala

Leu

Asp

Asp

Thr

210

Phe

Leu

Ala

Ala

Gln

290

Leu

Ser

Gly

Val

Ser

370

Gly

Glu

Asn

Lys

Asp

Ser

Asp

Leu

Asn

185

Ala

Gly

Ala

Gln
275
Ser
Asp
Ile
val
Lys
355
Thr
Ala
Ala

Leu

val
435

Ala

Gly

Gln

Ile
180

Asp

val

Thr

Ala

Ser

260

Leu

Asp

Pro

Gly

Asn

340

Trp

Asp

Glu

Asp

Thr

420

Gly
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Thr Gly Gln Glu Ser Ile Ala Ile

135

Asp Ala Ser

His
165
Asn
val
Gly
Arg
Thr
245
Ser
Gln
Asn
Lys
Ser
325
Lys
Ala
val
Thr
Asn
405

Glu

Ser

150

Gly
Gly
Lys
Ala
Ala
230
Ala
Ser
Gly
Asn
Phe
310
Asn
Thr
Lys
Lys
Asn
390
Ser

val

Ser

Asn

Ris

Tyr

Met

215

Thr

Glu

Leu

Ser

Ser

295

Gln

Ser

Asp

Glu

Ile

375

Ala

Gly

Asn

Ser

Ile

Pro

Ala

Arg

200

Ser

Ala

Gly

Gly

Ile

280

Arg

Ala

Ile

Ala

Arg

360

Gly

Leu

Leu

Thr

Ser
440

Ala Ile
Lys His
170

val Leu
185

Arg Thr
Tyr Ala
Lys Ser
Gln Ser

250

Ala Ile
265

Ala Leu
Pro Ala
Thr Asn
Lys Arg

330

Val Asn
345

Arg 1lle

Leu Asp

Thr Asp

Lys val
“410

Thr Thr
425

Thr Thr

Gly
155

Pro
Lys
Thr
Gln
Ala
235
Thr

Ala

aly

Asn
315
Lys
val
Thr
Asn
Asn
385
Lys

Leu

Ala
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140

Ser

Lys

Glu

Ala

Gly
220

TYyr

Ile

Leu

Gln

Thx

300

Thr

Ile

Ala

Phe

Thr

380

Asn

Leu

Asn

Glu

2008.06.19

Gly Gly Asp val

Asp
Gly
Ile
Ser
205
His
Ser
Ala
Gly
Gly
285
Pro
Lys
Ile
Gln
Gln
365
Leu
Ile
Ala
Ala

Leu
445

Asp

Thr

Arg
190
Gly
Phe
Leu
Ile
Ala
270
Ser
Asn
Ala
Asn
Leu
350
Gly
Thr
Gly
Lys
Thr

430

Leu

Leu

Leu

175

Ser

His

Ser

Ala

Gly

255

Gly

vVal

Thr

Gly

val

i35

Glu

Asp

Ile

val

Thr

415

Thr

Ser

His
160

Ile

Ser

Ala

Asn

val

240

Ser

Thr

val

Gln

Pro

320

Gly

Ala

Asp

Lys

vVal

400

Leu

Thr

Asp



Ser

Thr
465

Thr

Ala

Lys

Asn
545

Asn

Thr

Gly

Tyr
' 625
Thr
Lys
Gly
Phe
Asn

705

Gly

Leu
450

val

Ala

Arg

Gln

Ala

530

Asp

Ala

Lys

Thr

Ser

610

Leu

Val

Asp

Lys

Gly

690

Asn

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ala

Asp

Leu

515

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

595

Gly

Asn

Lys

Thr

Asn

675

Leu

Asp

Asn

Ile

Phe

Gly

1le

Gly-

500

Lys

Asn

val

Ala

Gly

580

Leu

Thr

Glu

Glu

Thr

660

Gly

Ser

Gly

Gly

Ala
740

Thr

val

Gly
485
Asp
Val
Lys
Thr
Gly
565
Asn
AsSn
Asn
val
Glu
645
Lys
Leu

Gln

Leu

Ile

725

Asn

Gln
Asn
470

Thr

val

Gly

Lys

Ile

550

Ile

Val

Ser

Asn

Asn

630

Asp

Asn

Thr

Asp

710

Lys

Thr
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Pro Asn Thr Gly Ser Gln

455

Gly

Thr

Asp

Ser

Ile

535

Glu

Ser

Thr

Asp

Ser

615

Arg

Asp

Ala

Val

Ser

695

val

Phe

Ala

val

Arg

Glu

val

520

Ser

Gln

val

Ala

Gly

600

Leu

Thr

Asp

Gly

Ala

680

Gly

Lys

Thr

Axg

Lys
Ile
Lys
505
Ala
Asn
Leu
Thr
Pro
585
Thr

val

Ala

Phe

Thr

490

Gln

Ile

Leu

Lys

Pro

570

Thr

Ser

Thr

Asp

Asp Ala

Ala
665
Thr
Leu
Asp

Asn

Ile
745

650

val

Lys

Thr

Thx

val

730

Thx

Thr
475

Arg
Ala
Thr
Ala
Ala

555

Thr

Asp
Ala
Ser
635
Asn
Ser
Lys
Ile
Asn
715
Asn

Arg
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460

Asn

Asp

Pro

Ile

Lys

540

Ala

Glu

Asn

Lys

Glu

620

Ala

Ala

Ile

Asp

Gly

700

Glu

Gly

Asp

Ser Thr Ser Lys

Asn

Lys

TyT
Asp
525
Gly
Lys
Ile
Ile
Phe
605

His

Leu

Ile.

Leu
Gly
685
Lys
Gln

Ser

Lys

Ala

Ile

Leu

510

Asn

Ser

Pro

Ser

Gly

590

Ser

Leu

Gln

Thr

Lys

670

Thr

Ser

Ile

Asn

Ile
750

Glu

Gly

495

Asp

Gly

Ser

Thr

Val

Thr

480

Phe

Lys

Ile

Ala

Leu

560

Asp

575 -

val

val

Ala

Ser

val

655

Leu

val

Thr

Gln

Pro

735

Gly

Lys

Lys

Ser

Phe

640

Ala

Lys

Thr

Leu

Val

720

Gly

Phe



Ala

Asp

Ala
785

Lys

Phe

AsBp

His

865

Asp

Gly

Ala

Ala

Thr

945

Lys

Gly

Glu

Gly

Asp

Gly

Lys

770

Gly

Asp

Asp

Asn

Ile

850

Asp

Asp

val

Thr

Lys

930

Thr

val

Gln

Asn

Ile

1010

Gly

1025

Vval

Gly

Ser
755

Leu

Gly

Gln

Lys

Leu

835

Vval

Thr

Thr

Lys

Asn

915

Asp

Lys

Asp

Lys

Gly

985

Asn

Gly

Ala

Asp

Gln

Lys

Ser

Ser
820

Lys

Asp

Ala

Thr

Thr

900

Phe

Ile

Gly

Glu

Asn

980

Leu

Thr

Leu

Gly

val

Ala

Ser

805

Asn

Asn

Phe

Asn

1le

885

Thr

Asn

Ala

Asn
965
Ala

Asn

Thr

Ala

Gly

Ile

790

Arg

Ala

Asn

Ala

Lys

870

His

Lys

val

Glu

Ala

950

Asn

Asn

Ile
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val

Asn

775

Thr

Asn

Ala

Asn

Asn

855

Thr

Leu

Leu

Asn

Asn

935

Asp

Asn

Asn

Asp
760

val

Gly

Ile

Ser

Asn

840

Gly

Ser

Thr

Asn

Ser

920

Leu

Thr

Ala

Gln

Thr Asn Lys Pro Tyr Leu Asp

Lys

Leu

Glu

Ile

825

Pro

Asn

Lys

Gly

Lys

90s

Ser

Asn

Ala

Asp

val
585

Lys Thr Asp

1000

Ser Gly Leu Lys

1015

Ser Ile Lys Asn

1030

Asp Gly Val Lys Phe

1045

Pro

Ile
Ser
Leu
810
Asn
Ile
Ala
val
Thr
850
Thr

Asp

Leu
Asp
970
Asn

Lys

Ala

Thr

Pro
795

Gly

Asp

Asp

Thr

val

875

Asp

Ser

Glu

Leu

Gln

955

Ala

Thr

Asn

765

Asn Thr Gly

780

Thr Leu Pro

Asn

Ile

Phe

Thr
860

Tyr

Asp

Ala

Asp

Ala

940

Thr

Asn

Leu

Gly

Thr Ile
Leu Asn
830

Val Ser
845

Ala Thr
Asp Val
Asn Lys

Asn Gly
910

Ala Leu
925

Lys Glu
Phe Thr
Ala Ile
Thr Leu

950

Thr Val
1005

Gly Lys Ser Thr
1020

Thr Gly Ser Glu Gln

1038

Ile

Ser

Gln

815

Thr

val

Asn

Lys

895

Asn

val

Ile

val

Thr

975

Lys

Thr

Leu

Ile

Gln
Asn
Ile
800

Asp

Gly

Thr

val

880

Leu

Thr

Asn

His

Lys

960

val

Gly

Phe

Asn

Gln

1040

Ala Lys Val Asn Asn Asn Gly Val
1055

1050

val Gly Ala Gly Ile Asp Gly Thr Thr Arg Ile Thr Arg Asp Glu Ile

1060

1065

1070
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Gly Phe Thr Gly Thr Asn Gly Ser Leu Asp Lys Ser Lys Pro His Leu
107S 1080 1085

Ser Lys Asp Gly Ile Asn Ala Gly Gly Lys Lys Ile Thr Asn Ile Gln
1090 1095 1100

Ser Gly Glu Ile Ala Gln Asn Ser His Asp Ala Val Thr Gly Gly Lys
1105 1110 1118 1120

" Ile Tyr Asp Leu Lys Thr Glu Leu Glu Asn Lys Ile Ser Ser Thr Ala
1125 1130 1135

Lys Thr Ala Gln Asn Ser Leu His Glu Phe Ser val Ala Asp Glu Gln
1140 1145 1150

Gly Asn Asn Phe Thr val Ser Asn Pro Tyr Ser Ser Tyr Asp Thr Ser
1155 1160 1165

Lys Thr Ser Asp Val Ile Thr Phe Ala Gly Glu Asn Gly Ile Thr Thr
1170 1175 1180

Lys Val Asn Lys Gly val val Arg Val Gly Ile Asp Gln Thr Lys Gly
1185 1190 1195 1200

Leu Thr Thr Pro Lys Leu Thr vVal Gly Asn Asn Asn Gly Lys Gly Ile
1205 1210 1215

' Val Ile Asp Ser Gln Asn Gly Gln Asn Thr Ile Thr Gly Leu Ser Asn
1220 1225 1230

Thr Leu Ala Asn Val Thr Asn Asp Lys Gly Ser val Arg Thr Thr Glu
1235 1240 1245

Gln Gly Asn Ile Ile Lys RAsp Glu Asp Lys Thr Arg Ala Ala Ser Ile
1250 1255 1260

Val Asp Val Leu Ser Ala Gly Phe Asn Leu Gln Gly Asn Gly Glu Ala
126S . 1270 1275 1280

val Asp Phe Val Ser Thr Tyr Asp Thr Val Asn Phe Ala Asp Gly Asn
1285 1290 1295

Ala Thr Thr Ala Lys Val Thr Tyr Asp Asp Thr Ser Lys Thr Ser Lys
1300 1305 1310

Val Val Tyr Asp Val Asn Val Asp Asp Thr Thr Ile Glu Val Lys Asp
1315 1320 1325

Lys Lys Leu Gly Val Lys Thr Thr Thr Leu Thr Ser Thr Gly Thr Gly
1330 1335 1340

Ala Asn Lys Phe Ala Leu Ser Asn Gln Ala Thr Gly Asp Ala Leu Val
1345 1350 1355 1360

Lys hla Ser Asp Ile Val Ala His Leu Asn Thr Leu Ser Gly Asp Ile
1365 1370 1375
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Gln Thr Ala Lys Gly Ala Ser Gla Ala Asn Asn Ser Ala Gly Tyr Val
1380 1385 1390

Asp Ala Asp Gly Asn Lys Val Ile Tyr Asp Ser Thr Asp Asn Lys Tyr
1395 1400 1405

Tyr Gln Ala Lys Asn Asp Gly Thr Val Asp Lys Thr Lys Glu Val Ala
1410 1415 1420

Lys Asp Lys Leu Val Ala Gln Ala Gln Thr Pro Asp Gly Thr Leu Ala
1425 1430 1435 - 1440

Gln Met Asn val Lys Ser Val Ile Asn Lys Glu Gla Val Asn Asp Ala
1445 1450 1455

Asn Lys Lys Gln Gly Ile Asn Glu Asp Asn Ala Phe val Lys Gly Leu
1460 1465 1470

Glu Lys Ala Ala Ser Asp Asn Lys Thr Lys Asn Ala Ala Val Thr val
1475 1480 1485

Gly Asp Leu Asn Ala Val Ala Glan Thr Pre Leu Thr Phe Ala Gly Asp
1490 1495 1500

Thr Gly Thr Thr Ala Lys Lys Leu Gly Glu Thr Leu Thr Ile Lys Gly
1505 1510 1515 1520

Gly Gln Thr Asp Thr Asn Lys Leu Thr Asp Asn Asn Ile Gly Val Val
1525 1530 1535

Ala Gly Thr Asp Gly Phe Thr Val Lys Leu Ala Lys Asp Leu Thx Asn
1540 1545 1550

Leu Asn Ser Val Asn Rla Gly Gly Thr Lys Ile Asp Asp Lys Gly Val
1555 1560 1565

Ser Phe val Asp Ser Ser Gly Gln Ala Lys Ala Asn Thr Pro Val Leu
1570 1575 1580

Ser Ala Asn Gly Leu Asp Leu Gly Gly Lys Val 1Ile Ser Asmn Val Gly
1585 1530 1588 1600

Lys Gly Thr Lys Asp Thr Asp Ala Ala Asn Val Gln Gln Leu Asn Glu
1605 1610 1615

Val Arg Asn Leu Leu Gly Leu Gly Asn Ala Gly Asn Asp Asn Ala Asp
1620 1625 1630

Gly Asn Gln Val Asn Ile Ala Asp Ile Lys Lys RAsp Pro Asn Ser Gly
1635 1640 164S

Ser Ser Sexr Asn Arg Thr Val Ile Lys Ala Gly Thr Val Leu Gly Gly
1650 1655 1660

Lys Gly Asn Rsn Asp Thr Glu Lys Leu Rla Thr Gly Gly Ile Gla Val
1665 1670 1675 1680

Gly Val Asp Lys Asp Gly Asn Ala Asn Gly Asp Leu Ser Asn Val Trp
1688 1690 1695
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Val Lys Thr Gln Lys Asp Gly Ser Lys Lys Ala Leu Leu Ala Thr Tyr
1700 170S 1710

Asn Ala Ala Gly Gln Thr Asn Tyr Leu Thr Asn Asn Pro Ala Glu Ala
1718 1720 1725

Ile Asp Arg Ile Asn Glu Gln Gly Ile Arg Phe Phe His Val Asn Asp
1730 1735 1740

"Gly Asn Gln Glu Pro Val Val Gln Gly Arg Asn Gly Ile Asp Ser Ser
1745 1750 1755 1760

Ala Ser Gly Lys His Ser Val Ala Ile Gly Phe Gln Ala Lys Ala Asp
1765 1770 1775

Gly Glu Ala Ala Val Ala Ile Gly Arg Gln Thr Gln Ala Gly Asn Gln
1780 1785 1790

Ser Ile Ala Ile Gly Asp Asn Ala Gln Ala Thr Gly Asp Gln Ser Ile
1795 1800 1805

Ala Ile Gly Thr Gly Asm Val Val Ala Gly Lys His Ser Gly Ala Ile
1810 1815 ’ 1820

Gly Asp Pro Ser Thr Val Lys Ala Asp Asn Ser Tyr Ser Val Gly Asn
1825 1830 1815 1840

Asn Asn Gln Phe Thr Asp Ala Thr Gln Thr Asp Val phe Gly Val Gly
1845 1850 1855

Asn Asn Ile Thr Val Thr Glu Ser Asn Ser Val Ala Leu Gly Ser Asn
1860 1865 1870

Ser Ala Ile Ser Ala Gly Thr His Ala Gly Thr Glan Ala Lys Lys Ser
1875 1880 1885

Asp Gly Thr Ala Gly Thr Thr Thr Thr Ala Gly Ala Thr Gly Thr Vval
1890 1895 1900

Lys Gly Phe Ala Gly Gln Thr Ala Val Gly Ala Val Ser Val Gly Ala
1905 1810 1915 1920

Ser Gly Ala Glu Arg Arg Ile Glm Asn Val Ala Ala Gly Glu Val Ser
1925 1930 1935

Ala Thr Ser Thr Asp Ala Val Asn Gly Ser Gln Leu Tyr Lys Ala Thr
1940 1945 1950

Gln Ser Ile Ala Asn Ala Thr Asn Glu Leu Asp His Arg Ile His Gln
1955 1960 1965

Asn Glu Asn Lys Ala Asn Ala Gly Ile Ser Ser Ala Met Ala Met Ala
1970 1975 1980

Ser Met Pro Gln Ala Tyr Ile Pro Gly Arg Ser Met Val Thr Gly Gly
1985 1990 1995 2000
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Ile Ala Thr His Asm Gly Gln Gly Ala Val Ala Val Gly Leu Ser Lys
2005 2010 2015

Leu Ser Asp Asm Gly Gln Trp Val Phe Lys Ile Asn Gly Ser Ala Asp
2020 2025 2030

Thr Gln Gly His Val Gly Ala Ala Val Gly Ala Gly phe His Phe
2035 2040 2045

<210> 49
<211> 2314
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 49
Met Asn His Ile Tyr Lys Val Ile Phe Asn Lys Ala Thr Gly Thr Phe
1 S 10 15

Met Ala Val Ala Glu Cys Ala Lys Ser His Ser Gly Gly Ser Ser Ser
20 25 30

Ser Thr Ala Gly Gln Val Gly Ser Ser Pro Val Ile Arg Leu Thr Arg
35 40 45

val Ala Thr Leu Ala Ile Leu Val Ile Gly Ala Thr Leu Asn Gly Ser
50 55 60

Ala Tyr Ala Gln Asn Asn Ser Lys Ile Ala Phe Gly Thr Thr Gly Asn
65 70 75 80

Asn Asp Asn Ala Ser Ala Ser Asn-Glu Ala Ser Ile Ala Ile Gly Ser
8S 90 95

Leu Ala Lys Ala His Ala Asn Gln Ala Ile Ala Ile Gly Gly Ser Lys
100 . 105 110

Pro Asp Pro Arg Asn Gln Ala Ala Asn Gln Lys Ala Gly Ser His Ala
118 120 125

Lys Gly Lys Glu Ser Ile Ala Ile Gly Gly Asp Val Leu Ala Glu Gly
130 138 140

asp Ala Ser Ile Ala Ile Gly Ser Asp Asp Leu Tyr Leu Asp Arg Asn
145 150 155 160

Ser Thr Asn Ser Lys Tyr Pro Asn Gly Leu Leu Ser Thr Leu Ile Gln
165 170 175

Asn His Thr Val Leu Arg Gln Ile Arg Asp Ser Asn Gly Ser Gln Lys
180 185 190

Tyr Arg Arg Thr Ala Ala Glu Gly His Ala Ser Thr Ala Val Gly Ala
195 200 205

Met Ala Tyr Ala Lys Gly Hig Phe Ala Asn Ala Phe Gly Thr Arg Ser
210 215 220

90/304



Thr
225

Glu

Gly
Asn
Ser
305
Ile
Ala
Gln
Leu
Leu
385
Leu

Thr

Asn

Thr

465

. Pro

Asn

Ile

Ala
Lys
Gly

Ile

250

Ser
Lys
val
Ile
Gly
370
Thr
Lys
Lys
Thx
Ala
450
Asp

Lys

Gly

Gln
530

Glu

Gly

Ala

Ala
275

Asn

Lys

Arg

Asn

Thr

355

Glu

Asp

val

Asn

Ala

435

Ser

Asn

Ile

Leu

Gly
515

val

Gly

Tyr

Leu
260

Leu

Lys

Ala

Lys

Val

340

Phe

Thr

Asn

Lys

Leu

420

Glu

Thx

Ser

Gly

Asp

500

Leu

Gly

Asn

Thr
245

Ala.

Gly

Ala

Thr

Ile

325

Ala

Lys

Leu

Asn

Leu

405

Thr

Leu

Asp

Asn

Phe
485

Lys

Thr

Ala
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Tyr Ser Leu Ala

230

Ile

Leu

Tyr

Tyr

Gly

310

Ile

Gln

Gly

Thr

Asn

390

Ala

Ala

Gln

Lys

Thr

470

Ser

Asp

val

Asp

Ala
Gly
Gly
val
235
Asn
Asn
Leu
Asp
Ile
1758
Ile
Lys
Ser
Ser
Thr
455
Ala
Asn
Lys

Asn

Gly
535

Ile

Ala

Ser
280

Pro
Gly
Val
Lys
Asp
360
Lys
Gly
Asn
Glu
Gly
440
vVal
Leu
Lys
Leu
Asn
520

Ile

Gly

Asp

265

Gln

Glu

Leu

Gly

Ala

345

Asn

Gly

val

Leu

Lys

425

Gly

Tyr

Glu

Ala

Lys

508

Thr

Lys

Val Gly Leu Thr Ala Lys Ala

Ser
250

Thr
Ile
Gly
Phe
Ala
330
val
Gly
Gly
Val
Ser
410
val
Leu
Gly
Asp
Gly
490

val

Ile

235

Asn
Arg
Leu
Asan
Ser
315
Gly
Glu
Thr
Glu
Thr
395
Gly
Thr
Thr
Thr
Thr
475
Thr

Gly

Gly

Ala

val

Asn

Gly

300

Ile

Tyr

Asn

Gly

380

Asp

Leu

val

Phe

Asp

460

Thr

val

Asn

Gly

Phe Ala Asp

540
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Gln Ala Ile

Asp

Asgn
285

Ser
Gly
Glu
Leu
val
365
Gln
Asn
Glu
Gly
Thr
445
Gly

Arg

Asp

Ser

Ser
525

Val

Leu
270
Asn
Asn
Ser
Asp
Ala
350
Lys
Ala
Asn
Thr
Ser
430
Pro
Leu
Ile
Glu
jrhr
510

Asn

Asn

255

Asp
Asn
Ile
Ser
Thr
335
Lys
Lys
Asp
Thr
Val
415
Gly
Thr
Lys
Thr
Asn
495
Leu

Lys

Val

240

Asn
Tyx
Asn
Lys
Thr
320
Asp
Arg
Lys
Lys
Gly
400
Ser
Asn
Thr
Phe
Lys
480
Lys
Asn
Gln

Asn



val
545

* Ile

Leu

Ser

Thr

Gln

625

Gly

Asn

Ser

Asn

Lys
705

Asn
Thr
785
Asp

Glu

Gly

Ser

Gly

Asp

Gly

Asp

610

Asp

Gln

Thr

Asn

Gly

690

Thr

Ile

Gly

Lys

Leu

770

Yal

Glu

Lys

Val

Asn

Phe

Lys

Ile
595

Asp

Ala

Glu

Phe

Asp

675

Leu

Gln

Thr

val

Ser

755

Lys

Asp

Thr

Thr

Lys
835

Ala

Ala

Lys
580

Asn

Asp

Phe

Glu

660

Ile

Thr

Leu

Arg

Arg

740

Lys

Asn

Phe

Asn

Ile

B20

Thr

Ala

Asp
565
Gln
Ala
Asp
Gly
Thr
645
Thr
Ala
Thr
Val
Gly
125
Thr
Ala
Asn
Ile
Gln
805

Glu

Thr

Lys
550
Ala

Leu

Gly

Ala
630
Ile
Ile
Lys
Pro
Ile
710
Leu
Thr
Ala
Ser
Asp
790
Thr

Leu

Thr
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Phe Gly Thr Thr Arg Ile

Asp
Gln
Asp
Val
615
Leu
Ser
Thr
Gly
Lys
695
Glu
Ser
Glu
Ser
Asn
775
Gly
Ser
Thr

Leu

Gly

val

Gln
600

Thr

Gln

Asn

Phe

Lys

680

Leu

Gln

Pro

Gln

Ile

760

Ser

Asn

Lys

Gly

840

Lys
Gly
585

Lys

Tyr

Ser

Leu

Ala

665

Vval

Thr

val

Thr

Gly

745

Gly

val

Ala

Yal

Asp

825

Thr

val
570

Gly

Ile

Lys

Phe

Tyr
650
Gly
Lys
Val
Ala
Leu
730
Asn
Asp
Gly
Thr
Thr
8lo

Asn

Thr

555

Asp

val

Ser

Gln

Ser

635

Ser

Glu

val

Gly

Ser

718

Pro

Thr

Ile

Phe

Thr

785

Tyr

Gly

Asn

Lys

Lys

Asn

Leu

620

Ile

Asn

Asn

Gly

Ser

700

Gly

Ser

Ile

Leu

val

780

Ala

Asp

Lys

Ala

2008.06.19

Thr Glu Glu Glu

Lys
Ile
Val
605
Lys
Arg
Gly
Gly
Ile
€85
Asp
Asn
Ile
Thr
Asn
765
Ser

Lys

Vval

Asn
845

92/304

Ser

Thr

590

Lys

Gln

Asp

Asn

Ile

670

Asp

Lys

Asp

Ser
750
Thr
Thr
val
Asn
Asn

830

Gly

Pro

575

Lys

Asp

val

Glu

Thr

655

Ser

Pro

Asp

Thr

Asn

735

Asp

Gly

Tyr

Thr

val

815

Lys

Lys

560

Tyr

Asp

Ala

Gln

Lys

640

Pro

Ile

Ile

Gly

Lys

720

Ala

Glu

Phe

ASn

800

Asp

Ile

Ala
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Thr Asn Phe Ser Thr Thr Asp Asn Asp Ala Leu Val Asn Ala Lys Asp
850 855 860

Ile Ala Glu Asn Leu Asn Thr Leu Ala Lys Glu Ile His Thr Thr Lys
865 870 878 880

Gly Thr Ala Asp Thr Ala Leu Gln Thr Phe Lys Val Lys Lys Asp Gly
885 890 895

Ala Thr Asp Asp Glu Thr TIle Thr Val Gly Lys Asp Gly Thr Gln Asn
900 S05 910

Gly Lys Thr val Asn Thr Leu Lys Leu Lys Gly Glu Asn Gly Leu Thr
915 920 925

Val Ala Thr Asa Lys Asp Gly Thr val Thr Phe Gly Ile Asn Thr Gln
930 935 940

Ser Gly Leu Lys Ala Gly Asp Ser Thr Thr Leu Asn Lys Asp Gly Leu
945 950 955 960

Ser Ile Lys Asn Pro Ala Ser Asn Glu Gln Ile Gln Val Gly Ala Asp
965 970 975

Gly vVal Lys Phe Ala Lys Val Asp Lys Gly Asn Ser Ser Thr Gly Ile
940 985 990

Asp Gly Thr Ser Arg Ile Thr Lys Asp Gln Ile Gly Phe Thr Gly Ala
995 1000 1005

Asn Gly Ser Leu Asp Thr Thr Lys Pro His Leu Thr Lys Asp Lys Leu
1010 1015 1020

Lys Val Gly Glu Val Glu Ile Thr Asn Thr Gly Ile Asn Ala Gly Gly
1025 1030 1035 1040

Lys Lys Ile Thr Asn Ile Gln Ser Gly Asp Ile Thr Gln Rsn Ser Asn
1045 1050 1055

Rsp Ala Vval Thr Gly Gly Arg Val Tyr Asp Leu Lys Thr Glu Leu Glu
1060 1065 1070

Ser Lys Ile Asn Ser Ala Ala Lys Thxr Ala Gln Asn Ser Leu His Glu
1075 1080 . 1085

Phe Ser Vval Ala Asp Glu Gln Gly Asn His Phe Thr val Ser Asn Pro
1090 1095 1100

Tyr Ser Ser Tyr Asp Thr Ser Lys Thr Ser Asp Val lle Thr Fhe Ala
1105 1110 1115 . 1120

Gly Glu Asn Gly Ile Thr Thr Lys Val Asn Lys Gly Val val Arg Val
1125 1130 1135

Gly Ile Asp Gln Thr Lys Gly Leu Thr Thr Pro Lys Leu Thr Val Gly
1140 1145 1150

Asn Asn Asn Gly Lys Gly Ile Val Ile Asp Ser Lys Asp Gly Gln Asn
1155 1160 1165
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- Thr Ile Thr Gly Leu Ser Asn Thr Leu Ala Asn Val Thr Asn Asp Gly
1170 1175 1180

Ala Gly His Ala Leu Ser Gln Gly Leu Ala Asn Asp Thr Asp Lys Thr
1185 1190 1195 1200

Arg Ala Ala Ser Ile Gly Asp Val Leu Asn Ala Gly Phe Asn Leu Gln
1205 1210 1215

Gly Asn Gly Glu Ala Val Asp Phe Val Ser Thr Tyr Asp Thr Val Asp
1220 1225 1230

Phe Ile Asp Gly Asn Ala Thr Thr Ala Lys Val Thr Tyr Asp Asp Thr
1235 1240 1245

Ser Lys Thr Ser Lys Val val Tyr Asp Val Asn Val Asp Asn Lys Thr
1250 1285 1260

Ile Glu Vval Thr Ser Asp Lys Lys Leu Gly Val Lys Thr Thr Thr Leu
1265 1270 1275 1280

Thr Lys Thr Ser Ala Asn Gly Asn Ala Thr Lys Phe Ser Ala Ala Asp
1285 1290 1295

Gly Asp Ala Leu Val Lys Ala Ser Asp Ile Ala Thr His Leu Asn Thr
1300 1305 1310

Leu Ser Gly Asp Ile Gln Thr Ala Lys Gly Ala Ser Gln Ala Ser Ser
1315 1320 1325

Ser Ala Ser Tyr Val Asp Ala Asp Gly Asn Lys Val Ile Tyr Asp Ser
1330 13358 1340

Thr Asp Lys Lys Tyr Tyr Gln Val Asn Asp Lys Gly Gln Val Asp Lys
1345 1350 1355 1360

Asn Lys Glu Val Ala Lys Asp Lys Leu Val Ala Gln Ala Gln Thr Pro
1365 1370 1375

Asp Gly Thr Leu Ala Gln Met Asn Val Lys Ser Val Ile Asn Lys Glu
1380 1385 1390

Gln val Asn Asp Ala Asn Lys Lys Gln Gly Ile Asn Glu Asp Asn Ala
1395 1400 1405

Phe Ile Lys Gly Leu Glu Asn Ala Ala Lys Asp Thr Lys Thxr Lys Asn
1410 1415 1420

Ala Ala val Thr Val Gly Asp Leu Asn Ala Val Ala Gln Thr Pro Leu
1428 1430 1435 1440

Thr Phe Ala Gly Asp Thr Gly Thr Thr Ala Lys I.Tys Leu Gly Glu “Thr
1445 1450 1458

Leu Thr Ile Lys Gly Gly Gln Thr Asp Thr Asn Lys Leu Thr Asp Asn
14860 1465 1470
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Asn Ile Gly Val val Ala Gly Thr Asp Gly Phe Thr Val Lys Leu Ala
1475 1480 1485

Lys Asp Leu Thr Asn Leu Asn Ser Val Asn Ala Gly Gly Thr Arg Ile
14590 1495 1500

Asp Glu Lys Gly Ile Ser Phe Val Asp Ala Asn Gly Gln Ala Lys Ala
1505 1510 1515 1520

Asn Thr Pro Val Leu Ser Ala Asn Gly Leu Asp Lem Gly Gly Lys Arg
’ 1525 1530 1535

Ile Ser Asn Ile Gly Ala Ala val Asp Asp Asn Asp Ala val Asn Phe
1540 1545 1550

Lys Gln Phe Asn Glu Val Ala Lys Thr Val Asn Asn Leu Asn Asn Gln
1555 1560 1565

Ser Asn Ser Gly Ala Ser Leu Pro Phe val Val Thr Asp Ala Asn Gly
1570 1575. 1580

Lys Pro Ile Asn Gly Thr Asp Gly Lys Proc Glam Lys Ala Ile Lys Gly
1585 1590 1595 1600

Ala Asp Gly Lys Tyr Tyr His Ala Asn Ala Asm Gly Val Pro Val Asp
1605 1610 1615

Lys Asp Gly Lys Pro Ile Thr Asp Ala Asp Lys Leu Ala Asn Leu Ala
1620 1625 1630

Ala His Gly Lys Pro Leu Asp Ala Gly His Gln Val val Ala Ser Leu
16385 1640 1645

Gly Gly Asn Ser Asp Ala Ile Thr Leu Thr Asn Ile Lys Ser Thr Leu
1650 1655 1660

Pro Gln Ile Asp Thxr Pro Asn Thr Gly Asn Ala Asn Ala Gly Gla Ala
166S 1670 1675 1680

Gln Ser Leu Pro Ser Leu Ser Ala Ala Gln Gln Ser Asn Ala Ala Ser
168S 1690 1695

Asp Val Leu Asn Val Gly Phe Asn Leu Gln Thr Asn His Asn

val Lys
1700 1705 1710

Gln Val Asp Phe Val Lys Ala Tyr Asp Thr Val Asn Phe val Asn Gly
1715 1720 1725

Thr Gly Ala Asp Ile Thr Ser Val Arg Ser Ala Asp Gly Thx Met Ser
1730 1735 1740

Asn Ile Thr Val Asn Thr Ala Leu Ala Ala Thr Asp Asp Asp Gly Asn
1745 1750 1755 1760

Val Leu Ile Lys Ala Lys Asp Gly Lys Phe Tyr Lys Ala Asp Asp Leu
1765 1770 1775

Met Pro Asn Gly Ser Leu Lys Ala Gly Lys Ser Ala Ser Asp Ala Lys
1780 1785 1750
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Thr Pro Thr Gly Leu Ser Leu Val Asn Pro Asn Ala Gly Lys Gly Ser
1795 1800 1805

Thr Gly Asp Ala Val Ala Leu Asn Asn Leu Ser Lys Ala Val Phe Lys
1810 1815 1820

Ser Lys Asp Gly Thr Thr Thr Thr Thr Val Ser Ser Asp Gly Ile Ser
1825 1830 1835 1840

Ile Gln Gly Lys Asp Asn Ser Ser Ile Thr Leu Ser Lys Asp Gly Leu
1845 1850 1855

Asn Val Gly Gly Lys Val Ile Ser Asn Val Gly Lys Gly Thr Lys Asp
1860 1865 1870

Thx Asp Ala Ala Asn Val Gln Gln Leu Asn Glu Val Arg Asn Leu Leu
1875 1880 1885

Gly Leu Gly Asn Ala Gly Asn Asp Asn Ala Asp Gly Asn Gln Val Asn
1890 1895 1900

Ile Ala Asp Ile Lys Lys Asp Pro Asn Ser Gly Ser Ser Ser Asm Arg
1905 1810 1915 1820

Thr Val Ile Lys Ala Gly Thr Val Leu Gly Gly Lys Gly Asn Asn Asp
1925 1930 1935

Thr Glu Lys Leu Ala Thr Gly Gly Val Gln Val Gly Val Asp Lys Asp
1940 1945 1950

Gly Asn Ala Asn Gly Asp Leu Ser Asn Val Trp Val Lys Thr Gln Lys
1955 1960 1965

Asp Gly Ser Lys Lys Ala Leu Leu Ala Thr Tyr Asn Ala Ala Gly Gln
187¢ 1975 1980

Thr Asn Tyr Leu Thr Asn Asn Pro Ala Glu Ala Ile Asp Arg Ile Asn
1985 1950 1995 2000

Glu Gln Gly Ile Arg Phe Phe His Val Asn Asp Gly Asn Gln Glu Pro
2005 2010 2015

Val Val Gln Gly Arg Asn Gly Ile Asp Ser Ser Ala Ser Gly Lys His
2020 2025 2030

Ser Val Ala Ile Gly Phe Gln Ala Lys Ala Asp Gly Glu Ala Ala Val
2035 2040 2045

Ala Ile Gly Arg Gln Thr Gln Ala Gly Asn Gln Ser Ile Ala Ile Gly
2050 2055 2060

"Asp Asn Ala Gln Ala Thr Gly Asp Gln Ser Ile Ala Ile Gly Thr Gly
2065 2070 2075 2080

Asn Val val Thr Gly Lys His Ser Gly Ala Ile @ly Asp Pro Ser Thr
2085 2090 2095
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Val Lys Ala Asp Asn Ser Tyr Ser Val Gly Asn Asn Asn Glm Phe Ile
2100 2105 . 2110

Asp Rla Thr Gln Thr Asp Val Phe Gly Val Gly Asn Asn Ile Thr val
2115 2120 2125

Thr Glu Sexr Asn Ser Val Ala Leu Gly Ser Asn Ser Ala Ile Ser Ala
2130 2135 2140

Gly Thr His Ala Gly Thr Gln Ala Lys Lys Ser Asp Gly Thr Ala Gly
2145 o 2150 2155 2160

Thr Thxr Thr Thr Ala Gly Ala Thr Gly Thr Val Lys Gly Phe Ala Gly
2165 2170 2175

Gln Thr Ala val Gly Ala Val Ser Val Gly Ala Ser Gly Ala Glu Arg
2180 2185 2190

Arg Ile Gln Asn Val Ala Ala Gly Glu Val Ser Ala Thr Ser Thr Asp
2195 2200 2205

Ala vVal Asn Gly Ser Gln Leu Tyr Lys Ala Thr Gln Gly Ile Ala Asn
2210 2215 2220

Ala Thr Asn Glu Leu Asp His Arg Ile His Gln Asn Glu Asn Lys Ala
2225 2230 2235 2240

Asn Ala Gly Ile Ser Ser Ala Met Ala Met Ala Ser Met Pro Gln Ala
2245 2250 2255

Tyr Ile Pro Gly Arg Ser Met Val Thr Gly Gly Xle Ala Thr His Asn
2260 2265 2270

Gly Gln Gly Ala Val Ala Val Gly Leu Ser Lys Leu Ser Asp Asn Gly
2275 2280 2285

Gln Trp val Phe Lys Ile Asn Gly Ser Ala Asp Thr Gln Gly His Val
2290 2295 2300

Gly Ala Ala Val Gly Ala Gly Phe His Phe
2305 2310

<210> SO

<211> 163

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> S50
aattgcagcc cgcctaatga gocgggotttt ttgaattcece gggtacctcg agatctctag 60

actgcagata tagttcctcc tttcagcaaa aaacccctca agacccgttt agaggcccca 120
aggggttatg ctagttattg ctcagcggtg gcagcagegt gea B 163

<210> 51

<211> 15S

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae
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<400> 51
cgtcgggcgg attactcgcc cgaaaaaact taagggccca tggagctcta gagatctgac 60

gtctatatca aggaggaaag tcgttttttyg gggagttctg ggcaaatctc cggggttccc 120
caatacgatc aataacgagt cgccacegtc gtege 155

<210> 52

<211> 110

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 52
tatgaacaaa atttttaacg ttatttggaa tgttatgact caaacttggg ctgtcgtatc 60

tgaactcact cgcgcccaca ccaaacgtgc ctecgcaacc gtggcageceg 110

<210> 53

<211> 105

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 53
acttgtttta aaaattgcaa taaaccttac aatactgagt ttgaacccga cagcatagac 60

ttgagtgagc gcgggtgtgg tttgcacgga ggcgttggca ccgte los
<210> 54
<211> 36
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae
<400> 54
Met Asn Lys Ile Phe Asn Val Ile Trp Asn Val Met Thr Gln Thr Trp
1 S 10 15
Ala Val Val Ser Glu Leu Thr Arg Ala His Thr Lys Arg Ala Ser Ala
20 25 30
Thr Val Ala Ala
35
<210> 5SS
<211> 43
<212> DNA
<213> Haemophilus influenzae
<400> 55
43

gggaattcat atgtccgcaa cggttgaggc gaacaacaat act

<210> 56.

<211> 11

<2125 PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 56
Met Ser Ala Thr Vval Glu Ala Asn Asn Asn Thr
1 5 10
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<210> 57

<211> 45

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 57
cgggatccca ccaaggtcett tcgctaaagc aaaggtaatg gtgtg 45

<210> 58

<211> 36

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 5B
cacaccatta cctttgcttt agcgaaagac cttggt 36

<210> 59

<211> 12

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 59
His Thr Ile Thr Phe Ala Leu Ala Lys Asp Leu Gly
1 5 10

<210> 60

<211> 40

<212> DNA

<213> Haemophilus influenzae

<400> 60

gggaattcat atggtattgg cgaccgtatt gtctgcaacg 40

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 61
Met val Leu Ala Thr val Leu Ser Ala Thr
1 5 10

Patentanspriiche

1. Ein isoliertes und gereinigtes Nukleinsduremolekul, welches ein N-trunkiertes Haemophilus influenzae
Adhasin(Hia)-Protein eines Stammes von Haemophilus influenzae codiert, das als Einschlusskérper exprimiert
wird, wobei das N-trunkierte Protein die Fahigkeit aufweist, gegen eine Besiedlung zu schutzen, und dieses
das N-trunkierte Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Protein beginnend bei der Aminosaure V38 von SEQ

ID NO: 24 (Haemophilus influenzae Stamm 33) ist.

2. Ein Vektor zum Transformieren eines Wirtes, umfassend das Nukleinsauremolekil von Anspruch 1.

3. Ein Plasmidvektor gemal Anspruch 2.
4. Ein Vektor zum Transformieren eines Wirtes, welcher ein Nukleinsduremolekdil, welches ein N-trunkier-

tes Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Protein wie in Anspruch 1 beansprucht codiert, und einen Promoter,
der operativ mit dem Nukleinsauremolekiil verbunden ist, zur Expression des trunkierten Hia-Proteins umfasst.

5. Der Vektor, der in Anspruch 4 beansprucht wird, welcher weiterhin das cer-Gen von E. coli umfasst.

6. Der Vektor, der in Anspruch 4 oder 5 beansprucht wird, wobei der Vektor die Identifizierungscharakteris-
tika eines Plasmidvektors aufweist, der ausgewahlt wird aus der Gruppe, bestehend aus:
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DS-2340-2-3, enthaltend eine T7-Hia-Genkassette, welche das trunkierte Hia-Gen von Anspruch 1 umfasst,
wie in Fig. 8A gezeigt, und
DS-2448-17, enthaltend Tandem-T7-Hia-Genkassetten, welche das trunkierte Hia-Gen von Anspruch 1 umfas-
sen, wie in Fig. 9B gezeigt.

7. Eine Wirtszelle, die mit einem Vektor wie in irgendeinem der Anspriiche 2 bis 6 beansprucht transfor-
miert ist, und welche ein schiitzendes N-trunkiertes Haemophilus influenzae Adhasin(Hia)-Protein beginnend
bei der Aminosaure V38 der SEQ ID NO: 24 (nicht typisierbarer Stamm 33 von Haemophilus influenzae) ex-
primiert.

8. Ein rekombinantes schiitzendes N-trunkiertes Hia-Protein beginnend bei der Aminosaure V38 der SEQ
ID NO: 24 Haemophilus influenzae Stamm 33).

9. Eine immunogene Zusammensetzung, umfassend wenigstens eine immunologisch aktive Komponente,
die ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus:
(A) einem isolierten und gereinigten Nukleinsauremolekiil gemaf Anspruch 1;
(B) einem rekombinanten Protein gemafl Anspruch 8; und
einen pharmazeutisch vertraglichen Trager dafiir.

10. Ein in vitro-Verfahren zur Erzeugung eines schutzenden N-trunkierten Haemophilus influenzae Adha-
sin(Hia)-Proteins beginnend bei der Aminosaure V38 der SEQ ID NO: 24 (nicht typisierbarer Stamm 33 von
Haemophilus influenzae), welches umfasst:
das Transformieren einer Wirtszelle mit einem Vektor wie in Anspruch 2 beansprucht,
das Wachsen lassen der Wirtszelle, um das codierte trunkierte Hia zu exprimieren, und
das Isolieren und Reinigen des exprimierten Hia-Proteins.

11. Das Verfahren, das in Anspruch 10 beansprucht wird, wobei die Wirtszelle E. coli ist.

12. Das Verfahren, das in Anspruch 10 oder 11 beansprucht wird, wobei das codierte trunkierte Hia in Ein-
schlusskdrpern exprimiert wird.

13. Das Verfahren, das in Anspruch 12 beansprucht wird, wobei die Isolation und Reinigung des exprimier-
ten Hia bewirkt wird durch:
das Aufbrechen der gewachsenen transformierten Zellen, um einen Uberstand und die Einschlusskérper zu
erzeugen,
das Solubilisieren der Einschlusskorper, um eine Lésung des rekombinanten Hia zu erzeugen,
das chromatographisches Reinigen der Losung des rekombinanten Hia, so dass es frei von Zelltrimmern ist,
und
das Isolieren des gereinigten rekombinanten Hia-Proteins.

14. Das Verfahren, das in irgendeinem der Anspriche 10 bis 13 beansprucht wird, wobei der Vektor den
T7-Promoter beinhaltet und der Wirt E. coli ist, welcher in der Gegenwart einer induzierenden Menge an Lac-
tose kultiviert wird.

15. Eine Vakzine zur in vivo-Verabreichung, um gegen eine Krankheit zu schitzen, die durch Haemophilus
verursacht wird, umfassend eine immunogene Zusammensetzung gemafl Anspruch 9.

Es folgen 204 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Restriktionskarte von DS-2008-2-3, pT7 hia (11).

hia(11)

DS-2008-2-3

pT7 hia (11)
FIG.1A
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Konstruktion von DS-2092-1 und DS-2092-40,
Plasmiden, welche Tandem-T7-hia (11)-Gene enthalten.

HPsXbB

hia(11)

DS-2008-2-3
¢

Ps

- B
pT7 hia(11)

Bg/B -Insert Bg/CAP -Vektor

HPSXbB P Ps
HPSXbB

DS-2092-40
%pR hia(11) e
Bg/B
pT7 hia(11) /T7 hia(11) (a,a) pT7 hia(11) /T7 hia(11) (a,c)

FIG.3
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Konstruktion von Plasmiden, welche trunkierte hia (11)-Gene exprimieren.
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XbR N
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E21hia(11)\\ PS

DS-2186-1-1

T33hia
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%anR '
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XbR N

PCRII 5'N32 hia(11)
FIG.5A
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_ Konstruktion von BK-96-2-11,
einem Plasmid, das T7-V38-hia (11) und cer enthalt.

pg RSMKXhoBgXbPs
pBR/MCS/tt

S SPs

kanR
— DS-2147-1

SPs

RSmKXhoBgXbPs
pBR/MCS/AtKanR

RBSPs

ApR
DS-2224-1-4

O

RB RSmKXhoBgXbPs
pUCicer pBR/MCS/tt/KanR/cer

. XbPs
pT7V38hia (11)  oBR/V38 hia (11)/cer/kanR

FIG.6A
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‘Konstruktion von DS-2242-1 und DS-242-2,
Plasmiden, welche T7-hia (33) und cer enthalten.

HBRBR
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ApR
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A hia (33)
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- AB |NB
XbR Nde I/AlwN | -Oligos
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pCRIl hia (33) P H g .
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NA

Bg Xb o
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PT7ha(33)  pup | BgicAP
H
5 B " Bg
AN S
tt1 KanR tﬁ KanR
RBY F17p DS-2242-1 RS Ds2aa2

N

hia (33)
T7p tt

PS XpPs N BgXbPs
pBR T7 hia (33)/tvkanR/cer (a)  pBR T7 hia (33)/tvkanR/cer ()

FIG.7A
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Konstruktion von DS-2340-2-3,
einem Plasmid, das T7-V38-hia (33) und cer enthalt.

PeR XbRBH

DS-2328-1-1
KanR
5'V38hia(33

NRBH
n

N/Sn

Y RS
pCR 1/5' V38 hia (33)

pBR T7 V38 hia (33)/kanR/cer
FIG.8A
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Konstruktion von DS-2447-2,
einem Plasmid, welches Tandem-T7-V38-hia (11)-Kassetten und cer enthalt.

HPsB

SPs Ps
N\ M V38 hia(11)
PsS AoR DS-2186-2-1
Ps
Bg/CAP Bo/B b
XbPs Bg
pBR/T7 V38 hia(11)/cer/KanR p T7 V38 hia(11)
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<3 sps
RBg H
Xb

| Ds-24472
V38 hia(11)

V38 hia(11
0 ia(11)

pBR T7 V38 hia(11)/T7 V38 hia(11)/cer/KanR

FIG.9A
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Konstruktion von DS-2448-17,
einem Plasmld welches Tandem-T7-V38-hia (33)-Kassetten und cer enthalt.

H B
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KanR PsS
RB?(b oUC BgXb
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FIG.9B
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Reinigung von rHia-Proteinen aus E. coli
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FIG.11
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Reinigung von rHia (V38) aus E. coli
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FIG.12
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Anti-rHia (V38)-Antikérpertiter in Mausen
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Anti-V38 rHia (SB11)-Antikérpertiter in BALB/c-Mausen
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Anti-V38 rHia (SB11)-Antikérpertiter in Meerschweinchen
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Produktion von S44-rHia aus verschiedenen Vektoren
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1. pET S44 hia 1
2. pET S44 hia tg
3. pBR T7 S44 hia/cer/kanR 14
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