ES 2658 512 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 658 512
Eint. a1

CO07K 19/00 (2006.01)
A61K 39/145 (2006.01)
A61K 39/385 (2006.01)
A61P 31/16 (2006.01)
A61P 37/04 (2006.01)
CO07K 14/285 (2006.01)
C12N 15/00 (2006.01)
C12P 21/02 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 12.04.2012  PCT/CA2012/050236
Fecha y numero de publicacién internacional: 18.10.2012 W012139225

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  12.04.2012  E 12771540 (7)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 20.12.2017  EP 2707393

T|’tu|0: Proteinas de fusién y vacunas de combinacion que comprenden la Proteina E y Pilina A de
Haemophilus influenzae

Prioridad: @ Titular/es:
13.04.2011 US 201161474779 P GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. (100.0%)
13.09.2011 US 201161534012 P Rue de I'Institut, 89
1330 Rixensart, BE
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: BLAIS. NORMAND:
12.03.2018 LABBE, STEVE y
POOLMAN, JAN
Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2658512713

DESCRIPCION
Proteinas de fusién y vacunas de combinacion que comprenden la Proteina E y Pilina A de Haemophilus influenzae

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente de Estados Unidos nimero 61/474779 enviada el
13 de abril de 2011 y la solicitud de patente de Estados Unidos niumero 61/534012 enviada el 13 de septiembre de
2011.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden la Proteina E y Pilina A de Haemophilus
influenzae (H. influenzae). Mas particularmente, la presente solicitud se refiere a proteinas de fusion y
composiciones inmunogénicas que comprenden la Proteina E y Pilina A, a vacunas que comprenden dichas
composiciones inmunogénicas y a los usos terapéuticos de las mismas.

Antecedentes de la invencion

La Proteina E (PE) es una lipoproteina de la membrana externa con propiedades adhesivas. Juega un papel en la
adhesioén/invasion de la Haemophilus influenzae no tipificable (NTHi) a las células epiteliales (J. Immunology 183:
2593-2601 (2009); The Journal of Infectious Diseases 199:522-531 (2009), Microbes and Infection 10:87-96 (2008)).
Esta altamente conservada tanto en Haemophilus influenzae encapsulada como en H. influenzae no tipificable y
tiene un dominio de unién epitelial conservado (The Journal of Infectious Diseases 201:414-419 (2010)). Se han
descrito trece mutaciones puntuales diferentes en especies diferentes de Haemophilus cuando se comparan con
Haemophilus influenzae Rd como una cepa de referencia. Esta expresion se observa tanto en bacterias de
crecimiento logaritmico como de fase estacionaria (documento WO02007/084053). Hotomi y col. 2005 (Vaccine
231(3)6-14) desvela que la proteina P4 recombinante de Haemophilus influenzae (Proteina E) induce respuestas
inmunes especificas bioldgicamente activas contra la colonizacidn nasofaringea en ratones después de la
inmunizacion intranasal. La proteina E también esta implicada en la resistencia al complemento humano a través de
la unién a vitronectina (Immunology 183: 2593-2601 (2009)). La PE, por el dominio de unién PKRYARSVRQ
YKILNCANYH LTQVR (SEQ ID NO 1, que corresponde a los aminoacidos 84-108 de SEQ ID NO 4), se une a la
vitronectina que es un inhibidor importante de la ruta del complemento terminal (J. Immunology 183:2593-2601
(2009)). El documento US6420134B1 desvela que la Proteina E puede usarse en vacunas multivalentes disefiadas
para H. influenzae y uno o mas organismos infecciosos distintos.

La Pilina A (PilA) es probablemente la mayor subunidad de pilina del Pilus Tipo IV de H. influenzae implicados en la
contraccion de la motilidad (Infection and Immunity, 73: 1635-1643 (2005)). NTHi PilA es una adhesina conservada
expresada in vivo. Ha demostrado estar implicada en la adherencia, la colonizacion y la formacion de biopeliculas de
NTHi (Molecular Microbiology 65: 1288-1299 (2007)). Novotny y col. 2009 (Vaccine 28(1)279-289) desvela ensayos
de los tres candidatos para vacunas derivadas de PilA en un modelo de chinchilla de otitis media (OM) inducida por
Haemophilus influenzae no tipificable (NTHI) ascendente. La presentacion de un epitopo de linfocito B derivado de la
adhesina OMPP5 en el N-terminal de la proteina PilA soluble recombinante (en oposicion al C-terminal) resulté en
un inmundégeno quimérico protector que combind los epitopos de dos adhesinas de NTHI distintas (pili tipo IV y OMP
P5). El documento WO2007/008527A2 desvela proteinas quiméricas que comprenden la proteina mayor de la
subunidad de pilus de contraccion de NTHi (PilA) que presentan una porcion de la proteina NTHi OMP P5.

El documento WO2007/006665A1 describe un procedimiento de visualizacion de fagos filamentosos en el que los
polipéptidos de interés visualizados en la particula del fago se traslocan cotraduccionalmente a través de la
membrana citoplasmica de bacterias Gram-negativas basandose en la ruta de la particula de reconocimiento de
sefial. Alvandi y col. 2010 (Journal of Microbiology and Biotechnology 27(4)1573-0972 describe la expresion
periplasmica y una purificacion de una etapa de la subunidad B de ureasa de Helicobacter pylori.

Haemophilus influenzae no tipificable es un patdgeno respiratorio importante y comun que provoca otitis media en
bebés y nifios. NTHi es, después de Streptococcus pneumoniae, la causa mas comun de otitis media aguda en
nifios (J. Immunology 183: 2593-2601 (2009), Pediatrics 113:1451-1465 (2004)). Es una causa importante de
sinusitis en nifios y adultos (Current Infectious Disease Reports 11:177-182 (2009)). También se ha asociado a un
riesgo aumentado de exacerbaciones en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en adultos (Journal of
Chronic Obstructive Pulmonary Disease 3:109-115 (2006)). Ademas, la H. influenzae no tipificable provoca
neumonia adquirida en la comunidad en adultos y puede provocar neumonia en nifios en paises en desarrollo
(Current Infectious Disease Reports 11:177-182 (2009)).

Existe una necesidad de vacunas para NTHi.

Sumario de la invenciéon

Como un primer aspecto, la presente invencion proporciona proteinas de fusion de formula (1).

(X)m-(R1)a-A-(Y)o-B-(Z),p (formula 1)
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en la que

X es un péptido sefial o MHHHHHH (SEQ ID NO. 2);

mes0o1;

R4 es un aminoacido;

nes0,1,2,3,4,506;

A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E seleccionado de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID
NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180 o una secuencia que tiene al
menos un 95 % de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID NO. 124, SEQ ID
NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180;

Y se selecciona del grupo que consiste en GG, SG, SS, GGGy (G)renelque hes4,5,6,7,8,9010;
oes0o01;

B es un fragmento inmunogénico de PilA, al menos un 95 % idéntico a los aminoacidos 40-149 de cualquiera de
SEQID NO. 58 a SEQ ID NO. 121;

Z es GGHHHHHH (SEQ ID NO. 3);

ypesOo1.

Como un segundo aspecto, la presente invencidén proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden las
proteinas de fusidon de formula (l). La composicion puede comprender ademas un adyuvante farmacéuticamente
aceptable. La composicion puede comprender un excipiente.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona la proteina de fusion de férmula (I) para su uso en el
tratamiento o la prevencion de una afecciéon o enfermedad provocada completamente o en parte por Haemophilus
influenzae.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona la proteina de fusiéon de formula (I) para su uso en el
tratamiento o la prevencion de otitis media.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona la proteina de fusion de formula (l) para su uso en el
tratamiento o la prevencion de exacerbaciones en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

En un sexto aspecto, la presente invencion proporciona la proteina de fusiéon de férmula (l) para su uso en el
tratamiento o la prevencion de neumonia.

En un séptimo aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
proteina de fusion de formula (I) para su uso en el tratamiento o la prevencién de una afeccion o enfermedad
provocada completamente o en parte por Haemophilus influenzae. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender ademas un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En un octavo aspecto, la presente invencién proporciona acidos nucleicos que codifican las proteinas de la
invencion.

En un noveno aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir acidos nucleicos de la
invencion.

Los aspectos adicionales de la presente invencidon se describen en la descripcion detallada de realizaciones
particulares, ejemplos y reivindicaciones que siguen.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos para las construcciones de proteinas de fusion LVL291,
LVL268 y LVL269. La Fraccion insoluble (1), la Fraccion soluble (S) y la Fraccion del medio de cultivo (M) se
cargaron para LVL291, LVL268 y LVL269 antes y después de la induccion (ind).

Figura 2. SDS-PAGE vy transferencia Western con referencia a los extractos de purificacion inducidos para las
construcciones de proteinas de fusion LVL291, LVL268 y LVL269. La Fraccién de flujo a través (Ft), la Fraccion
de lavado (W) y la Fraccion de elucion (E) se cargaron para la purificacion de LVL291, LVL268 y LVL269. Se uso
la etiqueta anti-his para sondar los extractos.

Figura 3. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos y de purificacion para las construcciones de proteinas
de fusion LVL291 y LVL315. La Fraccién del medio de cultivo (M), la Fraccion soluble (Sol), la Fraccion insoluble
(Ins), la Fraccion de flujo a través (Ft), la Fraccion de lavado n.° 1 (W1), la Fraccion de lavado n.° 2 (W2) y la
Fraccion de elucion (E) se cargaron para LVL291 y LVL315.

Figura 4. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos y de purificacion para la construccion de proteinas de
fusion LVL312. La Fraccion del medio de cultivo (M), la Fraccion soluble (Sol), la Fraccion insoluble (Ins), la
Fraccion de flujo a través (Ft), la Fraccion de lavado n.° 1 (W1), la Fraccion de lavado n.° 2 (W2) y la Fraccion de
elucién (E) se cargaron para LVL312.
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Figura 5. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos (1 mM y 10 uM IPTG) para la construccion de proteinas
de fusion LVL317. Extractos de antes (NI) y después (In) de la induccion, Fraccion soluble (S), Fraccion insoluble

(.

Figura 6. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos (1 mM y 10 uM IPTG) para la construccion de proteinas
de fusion LVL318. Extractos de antes (NI) y después (In) de la induccién, Fraccion del medio de cultivo (M),
Fraccion soluble (S), Fraccion insoluble (1).

Figura 7. Espectros de CD de PE, PilA y proteinas de fusion PE-PIilA.

Figura 8. Combinacién del espectro de CD de PE y PIilA.

Figura 9. Curva de desnaturalizacion térmica de PilA.

Figura 10. Curva de desnaturalizacion de PE.

Figura 11. Curva de desnaturalizacion térmica de la proteina de fusion PE-PIlA.
Figura 12. Cromatograma tipico SP Sepharose™ Fast Flow.

Figura 13. Cromatograma tipico Q Sepharose™ Fast Flow.

Figura 14. SDS-PAGE de muestras en el procedimiento del procedimiento de purificacion de la proteina de fusion
PE-PIilA.

Figura 15. Transferencia Western de muestras en el procedimiento del procedimiento de purificacion de la
proteina de fusion PE-PIilA. La transferencia usa anti-PE policlonal de conejo.

Figura 16. Transferencia Western de muestras en el procedimiento del procedimiento de purificacion de la
proteina de fusion PE-PIilA. La transferencia usa anti-E. coli (BLR) policlonal de conejo.

Figura 17. Transicion térmica de la proteina de fusion PE-PilA y las proteinas PE y PilA. Curvas: PilA (1),
Proteina E (Prot E, PE) (2), Volumen Purificado de PE-PilA no diluido, 737 pg/ml (3) y Volumen Purificado de PE-
PilA diluido en una concentraciéon de Recipiente Final 60 pug/ml (4).

Figura 18. Respuestas de anticuerpos contra la proteina de fusion PE-PilA LVL291 y contra PE y PilA
monovalentes en el modelo de raton Balb/c.

Figura 19. Efecto de la vacunacion de la proteina de fusion PE-PilA en la eliminacién de bacterias NTHi cepa 86-
028NP en nasofaringe de raton.

Figura 20. Efecto de la vacunacion de la proteina de fusién PE-PilA en la eliminacién de bacterias NTHi cepa
3224A en nasofaringe de raton.

Figura 21. Efecto de la vacunacion de PilA en la eliminacion de bacterias en nasofaringe de raton.
Figura 22. Efecto de la vacunacion de PE en la eliminacion de bacterias en nasofaringe de raton.

Figura 23. (a) proteina de fusién PE-PilA LVL317 que se une a vitronectina y (b) proteinas de fusion PE-PilA
LVL317 y LVL735 unidas a vitronectina.

Figura 24. Inhibicion de la unién a vitronectina por anticuerpos policlonales contra la proteina de fusién PE-PIlA.

Figura 25. SDS-PAGE de fracciones solubles de extractos bacterianos inducidos para las construcciones de
proteinas de fusion LVL291, LVL702, LVL736, LVL737, LVL738, LVL739, LVL740 y el vector pET26b (control
negativo). (a) Experimento 1 (b) Experimento 2 (c) Experimento 3. Proteina de fusion PE-PIlA indicada por una
flecha.

Figura 26. El porcentaje de banda promedio de la proteina de fusion en la fraccién soluble de los Experimentos 1,
2y 3.

Figura 27. Respuesta de anticuerpos PE y PilA a LVL317 y LVL735.

Figura 28. Efecto de la vacunacion de LVL317 y LVL735 en la eliminacion de bacterias en un modelo de ratén de
colonizacion nasofaringea de Haemophilus influenzae no tipificable.

Descripcion detallada de la invenciéon

Salvo que se explique o defina de otra manera en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos
usados en el presente documento tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la
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materia a la que la presente divulgacion pertenece. Por ejemplo, las definiciones de términos comunes en biologia
molecular pueden encontrarse en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-
19-854287-9); Kendrew y col. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd.,
1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk
Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Los términos singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen referentes plurales salvo que el contexto indique claramente lo
contrario. De forma similar, la palabra “0” se destina a incluir “y” salvo que el contexto indique claramente lo
contrario. Ha de entenderse ademas que todos los tamafios de bases o los tamafios de aminoacidos y todos los
valores de peso molecular o de masa molecular, dados para acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados y se
proporcionan para descripcion. Adicionalmente, las limitaciones numéricas dadas con respecto a las
concentraciones o los niveles de una sustancia, tales como un antigeno pueden ser aproximadas. De esta manera,
cuando se indica que una concentracién es (por ejemplo) aproximadamente 200 pg, se entiende que la

concentracion incluye valores ligeramente mas o ligeramente menos que (“aproximadamente” o “~”) 200 pg.

Aunque pueden usarse procedimientos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente
documento en la practica o el ensayo de la presente divulgacion, los procedimientos y materiales adecuados se
describen a continuacion.

El término “comprende” significa “incluye”. De esta manera, salvo que el contexto requiera claramente lo contrario, la
palabra “comprende” y las variaciones tales como “comprender” y “que comprende” se entenderan que implican la
inclusion de un compuesto o una composicion citados (por ejemplo, acido nucleico, polipéptido, antigeno) o etapa, o
grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier compuesto, composicién, etapa o grupo de los
mismos distintos. La abreviatura “e.g.” deriva del latin exempli gratia y se usa en el presente documento para indicar
un ejemplo no limitante. De esta manera, la abreviatura “e.g.” es sindnimo de la expresién “por ejemplo”.

Para facilitar la revision de las diversas realizaciones de la presente divulgacion, se proporcionan las siguientes
explicaciones de términos. Los términos y explicaciones adicionales se proporcionan en el contexto de la presente
divulgacion.

Un “sujeto” como se usa en el presente documento es un mamifero, incluyendo humanos, primates no humanos y
mamiferos no primates tales como miembros del género de roedores (incluyendo pero no limitado a ratones y ratas)
y miembros del orden Lagomorpha (incluyendo pero no limitado a conejos).

Como se usa en el presente documento "Proteina E", "proteina E", "Prot E" y "PE" significan Proteina E de H.
influenzae. La Proteina E puede consistir en o comprender la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4
(MKKIILTLSL GLLTACSAQI QKAEQNDVKL APPTDVRSGY IRLVKNVNYY IDSESIWVDN QEPQIVHFDA
VVNLDKGLYV YPEPKRYARS VRQYKILNCA NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YNAAQIICAN YGEAFSVDKK) asi como todas las secuencias con al menos o exactamente el 75 %, 77 %, 80 %, 85
%, 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o 100 % de identidad, sobre la longitud completa, a SEQ ID NO. 4. La comparacién de
53 secuencias de la Proteina E de Haemophilus influenzae (Tabla 1, SEQ ID NO. 5 - SEQ ID NO. 57) demostré de
aproximadamente el 77 % a aproximadamente el 100% de identidad a la Proteina E como se expone en la SEQ ID
NO. 4. Por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos de la Proteina E, el aminoacido n.° 20 puede ser isoleucina (I) o
treonina (T); el aminoacido n.° 23 puede ser alanina (A) o valina (V); el aminoacido n.° 24 puede ser lisina (K) o acido
glutamico (E); el aminoacido n.° 31 puede ser alanina (A) o treonina (T); el aminoacido n.° 32 puede ser prolina (P) o
alanina (A); el aminoacido n.° 34 puede ser treonina (T) o alanina (A); el aminoacido n.° 37 puede ser arginina (R) o
glutamina (Q); el aminoacido n.° 47 puede ser valina (V) o alanina (A); el aminoacido n.° 57 puede ser triptéfano (W)
o puede estar ausente (-); el aminoacido n.° 70 puede ser alanina (A) o treonina (T); el aminoacido n.° 93 puede ser
glutamina (Q) o ausente (-); el aminoacido n.° 109 puede ser treonina (T) o isoleucina (I); el aminoacido n.° 119
puede ser glicina (G) o serina (S); el aminoacido n.° 153 puede ser acido glutamico (E) o lisina (K); el aminoacido n.°
156 puede ser serina (S) o leucina (L); el aminoacido n.° 160 puede ser lisina (K) o asparagina (N); el aminoacido n.°
161 puede ser lisina (K), isoleucina (l) o ausente (-); los aminoacidos n.° 162 - n.° 195 pueden estar ausentes o ser
como se expone en SEQ ID NO. 15 (indicando (-) que el aminoacido n.° 166 esta ausente) o como se expone en
SEQ ID NO. 16; o cualquier combinacién de los mismos.

La proteina E puede consistir en o comprender una secuencia de aminoacidos que difiere de SEQ ID NO. 4 en uno
cualquiera o mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en: el aminoacido n.° 20, el aminoacido n.° 23,
el aminoacido n.° 24, el aminoacido n.° 31, el aminoacido n.° 32, el aminoacido n.° 34, el aminoacido n.° 37, el
aminoacido n.° 47, el aminoacido n.° 57, el aminoacido n.° 70, el aminoacido n.° 93, el aminoacido n.° 109, el
aminoacido n.° 119, el aminoacido n.° 153, el aminoacido n.° 156, el aminoacido n.° 160, el aminoacido n.° 161 y los
aminoacidos n.° 162-n.° 195, en los que el aminoacido n.° 20 es treonina (T); el aminoacido n.° 23 es valina (V); el
aminoacido n.° 24 es lisina (K); el aminoacido n.° 31 es treonina (T); el aminoacido n.° 32 es alanina (A); el
aminoacido n.° 34 es alanina (A); el aminoacido n.° 37 es glutamina (Q); el aminoacido n.° 47 es alanina (A); el
aminoacido n.° 57 esta ausente (-); el aminoacido n.° 70 es treonina (T); el aminoacido n.° 93 esta ausente (-); el
aminoacido n.° 109 es isoleucina (I); el aminoacido n.° 119 es serina (S); el aminoacido n.° 153 es lisina (K); el
aminoacido n.° 156 es leucina (L); el aminoacido n.° 160 es asparagina (N); el aminoacido n.° 161 es lisina (K) o
isoleucina (l); o los aminoacidos n.° 162 - n.° 195 son como se expone en SEQ ID NO. 15 (indicando (-) que el
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aminoacido n.° 166 esta ausente) o como se expone en SEQ ID NO. 16.

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos de la Proteina E de 53 cepas de Haemophilus influenzae (SEQ ID NO. 5 - SEQ
ID NO. 57. - indica que el aminoacido esta ausente.

Nombre de la
cepa
3224A MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

Secuencia de la proteina E

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.5)
RdAKW20 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDRGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQIRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.6)
86-028NP MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.7)
R2846 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.8)
R2866 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.9)
3655 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDMKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.10)
PittAA MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.11)
PittEE MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDMKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESI-VDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.12)
PittHH MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.13)
Pittll MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.14)
R3021 MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKAEQNDVKLTPPTDVQSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRIDFYDEFWGQGLRAAPKKQK
KHTLSLTPDTTLYNAAQITCANYGKAFSVDKNKKICT-LISLNFIQLLGCREYSIFLOLLLEYC

WHFE (SEQ ID NO.15)
22.4-21 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGQGLRAAPKKQK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKKIKKICTLISLNFIQLLGCREYSIFLOLLLEYC

WHFE (SEQ ID NO.16)
3219C MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDMKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.17)
3185 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.18)
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3241A

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.19)

03814451

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTAPTDVRSGEVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDEFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFLVDKK (SEQ ID NO.20)

810956

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.21)

821246

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQIRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.22)

840645

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.23)

902550219

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTPPTDVRSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.24)

A840177

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.25)

A860514

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTAPTDVRSGYVRLVKNANYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.26)

A950014

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRIDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.27)

306543X4

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.28)

A930105

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.29)

901905U

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.30)

A920030

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.31)

3221B

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.32)

27TW116791N

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTPPTDVRSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDEFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.33)
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N218

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.34)

N163

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.35)

N162

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.36)

N107

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQIRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.37)

N91

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTAPADVRSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.38)

D211PG

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVR-YKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.39)

D211PD

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVR-YKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.40)

D201PG

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.41)

D201PD

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.42)

D198PG

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.43)

D198PD

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.44)

D195PD

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDEFYDEFWGQSLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.45)

D189PG

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTPPTDVRSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTVYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.46)

D189PD

MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKVEQNDVKLTPPTDVRSGYVRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTVYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.47)

D129CG

MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ
IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK
KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.48)
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IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROYKILNCANYHLTQVRTDEFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.49)
D124PD MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDEFYDEFWGOGLRAAPKKQK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.50)
D58PG MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKAEQNDVKLTPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.51)
D330D MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQONDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.52)
BS433 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDTVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.53)
BS432 MKKIILTLSLGLLTACSAQTQOKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQIRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.54)
1714 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAKQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGEAFSVDKK (SEQ ID NO.55)
1128 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDVKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESIWVDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVRQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.56)
BS430 MKKIILTLSLGLLTACSAQIQKAEQNDMKLAPPTDVRSGYIRLVKNVNYYIDSESI-VDNQEPQ

IVHFDAVVNLDKGLYVYPEPKRYARSVROQYKILNCANYHLTQVRTDFYDEFWGOGLRAAPKKQOK

KHTLSLTPDTTLYNAAQIICANYGKAFSVDKK (SEQ ID NO.57)

La proteina E puede ser la Proteina E de H. influenzae cepas 3224A, RAKW20, 86-028NP, R2846, R2866, 3655,
PittAA, PittEE, PittHH, Pittll, R3021, 22.4-21, 3219C, 3185, 3241A, 038144S1, 810956, 821246, 840645, 902550219,
A840177, A860514, A950014, 306543X4, A930105, 901905U, A920030, 3221B, 27W116791N, N218, N163, N162,
N107, N91, D211PG, D211PD, D201PG, D201PD, D198PG, D198PD, D195PD, D189PG, D189PD, D129CG,
D124PG, D124PD, D58PG, D330D, BS433, BS432, 1714, 1128 o BS430. La Proteina E puede ser la Proteina E
como se expone en cualquiera de SEQ ID NO. 5 - SEQ ID NO. 57.

La proteina E puede ser una secuencia con al menos un 95 % de identidad, sobre la longitud completa, de
cualquiera de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 57.

Los fragmentos inmunogénicos de la Proteina E comprenden fragmentos inmunogénicos de al menos 7, 10, 15, 20,
25, 30 o 50 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO. 4. Los fragmentos inmunogénicos pueden activar anticuerpos
que puedan unirse a SEQ ID NO. 4.

Los fragmentos inmunogénicos de la Proteina E pueden comprender fragmentos inmunogénicos de al menos 7, 10,
15, 20, 25, 30 o 50 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 57. Los fragmentos inmunogénicos
pueden activar anticuerpos que puedan unirse a la longitud completa de la que deriva el fragmento.

Los fragmentos inmunogénicos de la Proteina E comprenden fragmentos inmunogénicos de al menos 7, 10, 15, 20,
25, 30 o 50 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO. 5 - SEQ ID NO. 57. Los fragmentos inmunogénicos pueden
activar anticuerpos que pueden unirse a la secuencia de longitud completa de la que deriva el fragmento.

Como se usa en el presente documento “PilA” significa Pilina A de H. influenzae. PilA puede consistir en o
comprender la secuencia de proteina de SEQ ID NO. 58 MKLTTQQTLK KGFTLIELMI VIAIIAILAT IAIPSYQNYT
KKAAVSELLQ ASAPYKADVE LCVYSTNETT NCTGGKNGIA ADITTAKGYV KSVTTSNGAI TVKGDGTLAN
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MEYILQATGN AATGVTWTTT CKGTDASLFP ANFCGSVTQ) asi como las secuencias con un 80 % a un 100 % de
identidad a SEQ ID NO. 58. Por ejemplo, PilA puede ser al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 % o 100 % idéntica
a SEQ ID NO. 58. La comparacion de longitud completa de 64 secuencias de PilA de Haemophilus influenzae (Tabla
2, SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121) demostré aproximadamente un 80 % a un 100 % de identidad a PilA como se
expone en SEQ ID NO. 58. Por ejemplo, en la secuencia de aminoacidos de PilA, el aminoacido n.° 6 puede ser
glutamina (Q) o leucina (L); el aminoacido n.° 7 puede ser glutamina (Q) o treonina (T); el aminoacido n.° 37 puede
ser glutamina (Q) o lisina (K); el aminoacido n.° 44 puede ser alanina (A) o serina (S); el aminoacido n.° 57 puede ser
alanina (A) o serina (S); el aminoacido n.° 67 puede ser asparagina (N) o glicina (G); el aminoacido n.° 68 puede ser
acido glutamico (E) o lisina (K); el aminoacido n.° 69 puede ser treonina (T) o prolina (P); el aminoacido n.° 71 puede
ser lisina (K), asparagina (N), serina (S) o treonina (T); el aminoacido n.° 73 puede ser treonina (T), serina (S) o
metionina (M); el aminoacido n.° 76 puede ser lisina (K), serina (S) o asparagina (N); el aminoacido n.° 84 puede ser
treonina (T) o lisina (K); el aminoacido n.° 86 puede ser alanina (A) o valina (V); el aminoacido n.° 91 puede ser lisina
(K) o alanina (A); el aminoacido n.° 94 puede ser treonina (T), isoleucina (1) o lisina (K); el aminoacido n.° 96 puede
ser serina (S) o glutamina (Q); el aminoacido n.° 97 puede ser asparagina (N) o serina (S); el aminoacido n.° 99
puede ser alanina (A) o glicina (G); el aminoacido n.° 103 puede ser alanina (A) o lisina (K); el aminoacido n.° 109
puede ser acido aspartico (D), alanina (A) o treonina (T); el aminoacido n.° 110 puede ser glicina (G), asparagina (N),
o arginina (R); el aminoacido n.° 112 puede ser serina (S) o acido glutamico (E); el aminoacido n.° 114 puede ser
treonina (T) o isoleucina (I); el aminoacido n.° 116 puede ser treonina (T) o glutamina (Q); el aminoacido n.° 118
puede ser acido glutamico (E), treonina (T), alanina (A), lisina (K) o serina (S); el aminoacido n.° 121 puede ser
serina (S) o alanina (A); el aminoacido n.° 122 puede ser alanina (A) o treonina (T); el aminoacido n.° 123 puede ser
lisina (K), treonina (T) o alanina (A); el aminoacido n.° 128 puede ser lisina (K) o treonina (T); el aminoacido n.® 135
puede ser acido aspartico (D) o acido glutamico (E); el aminoacido n.° 136 puede ser alanina (A) o treonina (T); el
aminoacido n.° 145 puede ser glicina (G) o arginina (R); el aminoacido n.° 149 puede ser glutamina (Q) o lisina (K); o
cualquier combinacioén de los mismos..

Pil A puede consistir en o comprender una secuencia de aminoacidos que difiera de SEQ ID NO. 58 en uno o mas
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en el aminoacido n.° 6, el aminoacido n.° 7, el aminoacido n.° 37,
el aminoacido n.° 44, el aminoacido n.° 57, el aminoacido n.° 67, el aminoacido n.° 68, el aminoacido n.° 69, el
aminoacido n.° 71, el aminoacido n.° 73, el aminoacido n.° 76, el aminoacido n.° 84, el aminoacido n.° 86, el
aminoacido n.° 91, el aminoacido n.° 94, el aminoacido n.° 96, el aminoacido n.° 97, el aminoacido n.° 99, el
aminoacido n.° 103, el aminoacido n.° 109, el aminoacido n.° 110, el aminoacido n.° 112, el aminoacido n.° 114, el
aminoacido n.° 116, el aminoacido n.° 118, el aminoacido n.° 121, el aminoacido n.° 122, el aminoacido n.° 123, el
aminoacido n.° 128, el aminoacido n.° 135, el aminoacido n.° 136, el aminoacido n.° 145 y el aminoacido n.° 149, en
el que el aminoacido n.° 6 es leucina (L); el aminoacido n.° 7 es treonina (T); el aminoacido n.° 37 es lisina (K); el
aminoacido n.° 44 es serina (S); el aminoacido n.° 57 es serina (S); el aminoacido n.° 67 es glicina (G); el aminoacido
n.° 68 es lisina (K); el aminoacido n.° 69 es prolina (P); el aminoacido n.° 71 es lisina (K), serina (S) o treonina (T); el
aminoacido n.° 73 es serina (S) o metionina (M); el aminoacido n.° 76 es serina (S) o asparagina (N); el aminoacido
n.° 84 es lisina (K); el aminoacido n.° 86 es valina (V); el aminoacido n.° 91 es alanina (A); el aminoacido n.° 94 es
isoleucina (1) o lisina (K); el aminoacido n.° 96 es glutamina (Q); el aminoacido n.° 97 es serina (S); el aminoacido n.°
99 es glicina (G); el aminoacido n.° 103 es alanina (A); el aminoacido n.° 109 es acido aspartico (D) o treonina (T); el
aminoacido n.° 110 es glicina (G) o arginina (R); el aminoacido n.° 112 es serina (S); el aminoacido n.° 114 es
treonina (T); el aminoacido n.° 116 es treonina (T); el aminoacido n.° 118 es acido glutamico (E), alanina (A), lisina
(K) o serina (S); el aminoacido n.° 121 es serina (S); el aminoacido n.° 122 es treonina (T); el aminoacido n.° 123 es
lisina (K) o alanina (A); el aminoacido n.° 128 es lisina (K); el aminoacido n.° 135 es acido glutamico (E); el
aminoacido n.° 136 es treonina (T); el aminoacido n.° 145 es arginina (R); el aminoacido n.° 149 es lisina (K).

Tabla 2: Secuencias de aminoacidos de la Proteina E de 53 cepas de Haemophilus influenzae (SEQ ID NO. 5 - SEQ
ID NO. 57. - indica que el aminoacido esta ausente.

Nombre de la Secuencia de PilA
cepa

86-028NP MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYQONYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEY ILQATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.58)

NTHi3219C MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STNETTKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSY TLTAEGDSAKGVTWK
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.59)

NTHi3224A MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYQONYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEY ILQATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.60)

NTHi12 MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYKNYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STGKPSSCSGGSNGIAADITTAKGYVASVITQSGGITVKGDGTLANMEY ILQAAGNAAAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.61)
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Nombre de la
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Secuencia de PilA

NTHi44

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.62)

NTHi67

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTVKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSYTLTAEGDSAKGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.63)

1054MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVITTSNGAITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.64)

1729MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVITTSNGAITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.65)

1728MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOQASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVITTSNGAITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.66)

1885MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYKNYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEITNCMGGKNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAAAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSITQ (SEQ ID NO.67)

1060MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKASVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.68)

RdKW20

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTSCTGGKNGIAADIKTAKGYVASVITOSGGITVKGNGTLANMEYILOAKGNAAAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTK (SEQ ID NO.69)

214NP

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSSCSGGSNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.70)

1236MEE

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTSCTGGKNGIAADIKTAKGYVASVITQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNAAAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTK (SEQ ID NO.71)

1714MEE

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.72)

1128MEE

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKASVSELLOASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.73)

R2846

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.74)

R2866

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTEASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.75)

3655

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKASVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.76)
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Nombre de la
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Secuencia de PilA

PittAA

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.77)

PittGG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.78)

Pittll

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTEASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.79)

R3021

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTEASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.80)

22.4-21

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAITIATLATIATPSYONYTKKAAVSELLQASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSYTLTAEGDSAKGVTWK
TTCKGTDASLFPANFCGSVTK (SEQ ID NO.81)

3185A

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEATKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.82)

3221B

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEATKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.83)

3241A

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.84)

03814451

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAISELLOQASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.85)

821246

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTEASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.86)

840645

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.87)

902550219

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOQASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTVKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSYTLTAEGDSAKGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.88)

A840177

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVITSNGAITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.89)

A920030

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.90)

A950014

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVKSVTITSNGAITVAGNGTLDRMSYTLTAEGDSAKGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.91)
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901905U

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSSCSGGSNGIAADITTAKGYVKSVITSNGAITVKGDGTLANMEY ILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.92)

A920029

MKLTTQTTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKSDVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVITOSGGITVKGNGTLTNMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSITQ (SEQ ID NO.93)

A930105

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTQOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.94)

306543X4

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSSCSGGSNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.95)

N218

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEATKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTITSNGAITVKGDGTLANMEY ILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDTSLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.96)

N163

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVITTSNGAITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.97)

N162

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.98)

N120

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.99)

N107

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.100)

N92

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.101)

N91

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.102)

D219PG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEATKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.103)

D211PG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.104)

D211PD

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.105)

D204CD

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILXATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.106)
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D198PG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.107)

D198PD

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.108)

D195PD

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.109)

D195CD

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOQASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.110)

D189PG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAITIATLATIATPSYONYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STNETTSCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSYTLTAEGDSAKGVTWK
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.111)

D189PD

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAITIATLATIATPSYONYTKKAAVSELLQASAPYKADVELCVY
STNETTSCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVAGNGTLDGMSYTLTAEGDSAKGVTWK
TTCKGTDASLEFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.112)

D124PG

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOQASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.113)

D124PD

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.114)

D124CG

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.115)

D58PG

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNETTNCTGGKNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTEASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.116)

BS433

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGNNGIAADIKTAKGYVASVKTOSGGITVKGDGTLANMEYILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.117)

BS432

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.118)

BS430

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STNEATKCTGGKNGIAADITTAKGYVKSVTTSNGAITVKGDGTLANMEYILOASGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.119)

1714

MKLTTLOQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKAAVSELLOASAPYKADVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOATGNAATGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCGSVTQ (SEQ ID NO.120)

1128

MKLTTQQTLKKGFTLIELMIVIAIIAILATIAIPSYONYTKKASVSELLOASAPYKSDVELCVY
STGKPSTCSGGSNGIAADITTAKGYVASVKTQOSGGITVKGNGTLANMEY ILOAKGNATAGVTWT
TTCKGTDASLFPANFCRSVTK (SEQ ID NO.121)
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PilA puede ser PilA de H. influenzae cepa NTHi3219C, NTHi3224A, NTHi12, NTHi44, NTHi67, 1054MEE, 1729MEE,
1728MEE, 1885MEE, 1060MEE, RAKW20, 214NP, 1236MEE, 1714MEE, 1128MEE, 86-028NP, R2846, R2866,
3655, PittAA, PittGG, Pittll, R3021, 22.4-21, 3185A, 3221B, 3241A, 038144S1, 821246, 840645, 902550219,
A840177, A920030, A950014, 901905U, A920029, A930105, 306543X4, N218, N163, N162, N120, N107, N92, N91,
D219PG, D211PG, D211PD, D204CD, D198PG, D198PD, D195PD, D195CD, D189PG, D189PD, D124PG,
D124PD, D124CG, D58PG, BS433, BS432, BS430, 1714 o 1128. Una secuencia de aminoacidos para PilA de H.
influenzae cepa D204CD se expone en SEQ ID NO. 106, en la que X en la posiciéon n.° 116 es bien glutamina (Q) o
leucina (L); la ambigliedad para el aminoacido en la posicion n.° 116 podria esclarecerse por resolucion técnica del
segundo nucledtido que codifica el aminoacido n.° 116, clarificando la secuencia de PilA para la cepa D204CD. PilA
puede ser PilA como se expone en cualquiera de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121.

PilA puede ser una secuencia con al menos un 95 % de identidad, sobre la longitud completa, a cualquiera de SEQ
ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121 (como se expone en la Tabla 2).

Los fragmentos inmunogénicos de PilA comprenden fragmentos inmunogénicos de al menos 7, 10, 15, 20, 25, 30 o
50 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121. Los fragmentos inmunogénicos pueden activar
anticuerpos que pueden unirse a la secuencia de longitud completa de la que deriva el fragmento.

Por ejemplo, los fragmentos inmunogénicos de PilA comprenden fragmentos inmunogénicos de al menos 7, 10, 15,
20, 25, 30 o 50 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO. 58. Los fragmentos inmunogénicos pueden activar
anticuerpos que pueden unirse a SEQ ID NO. 58.

La identidad entre polipéptidos puede calcularse por diversos algoritmos. Por ejemplo, puede usarse el programa
Needle, del paquete EMBOSS (Software libre; EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite
(2000). Trends in Genetics 16(6): 276-277) y el programa Gap del paquete GCG® (Accelrys Inc.). Este programa
Gap es una implementacion del algoritmo de Needleman-Wunsch descrito en: Needleman, S. B. y Wunsch, C. D.
(1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453. Se ha estado usando la matriz de puntuacion BLOSUM62 y el hueco abierto y las
sanciones de extension fueron respectivamente 8 y 2.

Como se usa en el presente documento, “adyuvante” significa un compuesto o una sustancia que, cuando se
administra a un sujeto junto con una vacuna, un producto inmunoterapéutico u otra composicidon que contiene
antigeno o inmunogeno, aumenta o potencia la respuesta inmune del sujeto al antigeno o inmundégeno
administrados (en comparacion con la respuesta inmune que se obtendria en ausencia de adyuvante). Esto ha de
distinguirse de “terapia adyuvante”, definida por el National Cancer Institute of the United States Institutes of Health
en el contexto del tratamiento de cancer como un tratamiento adicional dado después del tratamiento primario, para
disminuir el riesgo de que el cancer recurra.

Las sustituciones conservativas se conocen bien y se establecen generalmente como las matrices de puntuacién por
defecto en los programas de ordenador de alineamiento de secuencias. Estos programas incluyen PAM250 (Dayhoft
M.O. y col., (1978), "A model of evolutionary changes in proteins", en "Atlas of Protein sequence and structure" 5(3)
M.O. Dayhoft (ed.), 345-352), National Biomedical Research Foundation, Washington y Blosum 62 (Steven Henikoft
y Jorja G. Henikoft (1992), "Amino acid substitution matrices from protein blocks"), Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89
(Biochemistry): 10915-10919. La invencion proporciona ademas proteinas de fusion de formula () que contienen
sustituciones de aminoacidos conservativas. Por ejemplo, las proteinas de fusion de férmula (1) pueden contener una
sustitucién conservativa de cualquier aminoacido de PE o PilA de H. influenzae como se describen en cualquiera de
las secuencias expuestas en el presente documento (por ejemplo, cualquier secuencia de PE expuesta en SEQ ID
NO. 4 - SEQ ID NO. 57 y/o cualquier secuencia de PilA expuesta en SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121).

Como se usa en el presente documento “péptido sefial” se refiere a un polipéptido corto (menos de 60 aminoacidos,
por ejemplo, 3 a 60 aminoacidos) presente en proteinas precursoras (tipicamente en el N terminal) y que esta
tipicamente ausente de la proteina madura. El péptido sefial (ps) es tipicamente rico en aminoacidos hidréfobos. El
péptido sefal dirige el transporte y/o la secrecion de la proteina traducida a través de la membrana. Los péptidos
sefial también pueden denominarse sefiales de marcaje de diana, péptidos de transito, sefiales de localizacion o
secuencias sefial. Por ejemplo, la secuencia sefial puede ser un péptido sefial co-traduccional o post-traduccional.

Un péptido sefal heterélogo puede escindirse de una construccion de proteina de fusion por peptidasas del péptido
sefial durante o después del transporte o la secrecion de la proteina. Por ejemplo, la peptidasa del péptido sefial es
una peptidasa | del péptido sefial. Un péptido sefial “heterélogo” es uno que no esta asociado a la proteina como
existe en la naturaleza.

Como se usa en el presente documento “tratamiento” significa la prevencion de la ocurrencia de sintomas de la
afeccion o enfermedad en un sujeto, la prevencion de la recurrencia de sintomas de la afeccion o enfermedad en un
sujeto, el retraso de la recurrencia de los sintomas de la afeccion o enfermedad en un sujeto, la disminucion en la
gravedad o frecuencia de los sintomas de la afeccion o enfermedad en un sujeto, la ralentizacion o la eliminacion del
avance de la afeccion y la eliminacion parcial o total de los sintomas de la enfermedad o afeccion en un sujeto.

Como se usa en el presente documento, “opcionalmente” significa que el evento o eventos posteriormente descritos
pueden o pueden no ocurrir e incluye tanto evento o eventos que ocurren como eventos que no ocurren.
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La patogénesis de la enfermedad provocada por NTHi comienza con la colonizacion nasofaringea. Los mecanismos
para adherirse y mantener la residencia a largo plazo dentro del microambiente nasofaringeo se consideran
“determinantes de la virulencia” para NTHi (Vaccine 28: 279-289 (2010)).

La importancia de que NTHi sea capaz de adherirse a las superficies epiteliales mucosas de un hospedador humano
se refleja en la multiplicidad de adhesinas expresadas por NTHi. Por ejemplo, alguin NTHi expresa pili. Otras
estructuras adhesivas pertenecen a la familia autotransportadora de proteinas; estas incluyen proteinas Hap,
HMW1/HMW?2 e Hia/Hsf. Se han descrito ademas proteinas de membrana externa, tales como la proteina P2, la
proteina P5 y OapA como adhesiones para Haemophilus influenzae (Cellular Microbiology 4:191-200 (2002),
Microbes and Infection 10: 87-96 (2008), Vaccine 28: 279-289 (2010)).

La otitis media es una causa mayor de morbilidad en el 80 % de todos los nifios menores de 3 afios de edad (Expert
Rev. Vaccines 5:517-534 (2006)). Mas del 90 % de los nifios desarrollan otitis media antes de la edad de 7 (Current
Opinion in Investigational Drugs 4:953-958 (2003)). En 2000, hubo 16 millones de visitas realizadas a médicos en
base a oficina para otitis media en los Estados Unidos y aproximadamente 13 millones de prescripciones
antibacterianas dispensadas (Pediatrics 113:1451-1465 (2004)). En paises europeos, las tasas de otitis media aguda
informadas varian entre 0,125 y 1,24 por nifio-afio (Expert Review of Vaccines 8:1479-1500 (2009)). La otitis media
es una infeccion costosa y la razén mas comun por la que los nifios reciben antibidticos (Current Infectious Disease
Reports 11:177-182 (2009)). Las bacterias son responsables de aproximadamente el 70 % de los casos de otitis
media aguda, predominando como los agentes causantes Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae no
tipificable y Moraxella (Expert Review of Vaccines 5:517-534 (2006)). Un subconjunto de nifios experimentan otitis
media recurrente y cronica y estos nifios propensos a otitis tienen derrames prolongados en el oido medio que se
asocian a la pérdida de audicion y retrasos en el habla y el desarrollo del lenguaje (Current Infectious Disease
Reports 11:177-182 (2009)).

Siguiendo la introduccion de la vacuna neumocdcica heptavalente en muchos paises, algunos estudios han
demostrado un aumento significativo en la proporcién de otitis media aguda provocada por H. influenzae,
volviéndose H. influenzae el patdgeno predominante (Pediatric Infectious Disease Journal 23:824-828; Pediatric
Infectious Disease Journal 23:829-833 (2004)).

Ya que la otitis media es una enfermedad multifactorial, se ha cuestionado la factibilidad de revenir la otitis media
usando una estrategia de vacunacion (Current Infectious Disease Reports 11:177-182 (2009)). Sin embargo, los
resultados de un estudio sugieren que es posible que un antigeno induzca proteccion al menos parcial contra H.
influenzae no tipificable (Lancet 367:740-748 (2006)). Un enfoque para desarrollar antigenos de vacuna es usar
regiones antigénicamente conservadas de moléculas de superficie genéticamente heterogéneas pero
abundantemente expresadas. Otro enfoque es identificar proteinas de superficie que demuestran la conservacion de
secuencias o de epitopos funcionales. Una tercera consideracién para un antigeno de vacuna deberia ser
seleccionar un antigeno que se expresa durante la infeccion y la colonizacion en un hospedador humano. Murphy
(Curr. Infect. Disease Reports 11:177-182 (2009) cita que, a pesar de la existencia de varios antigenos candidatos
potenciales para H. influenzae no tipificable, uno no puede predecir con certeza si el antigeno candidato sera eficaz
(Current Infectious Disease Reports 11:177-182 (2009)). Algunas de las proteinas descritas como antigenos de
vacuna potenciales son: proteina adhesina de Haemophilus (Hap), proteinas 1 y 2 de alto peso molecular (HMW),
adhesina de H. influenzae (Hia), proteina D15, proteina de choque térmico HtrA, proteina de superficie P2,
lipoproteina D, péptidos derivados de fimbrina P5, proteina de membrana externa P4, proteina de membrana
externa (OMP) 26 (OMP26), proteina P6, Proteina E, pilus Tipo IV, lipooligosacarido y fosforil colina (Current
Infectious Disease Reports 11:177-182 (2009); Expert Review of Vaccines 5:517-534 (2006)).

El modelo de chinchilla es un modelo animal robusto y validado de otitis media y su prevencion (Expert Review of
Vaccines 8:1063-1082 (2009)). Aunque el modelo de chinchilla puede imitar el transcurso natural de la infeccion
humana, otros han sugerido que los resultados en el modelo de chinchilla pueden variar de un laboratorio a otro
(Current Opinion in Investigational Drugs 4:953-958 (2003)).

También se han usado diversos roedores distintos para la induccidon de otitis media y se resumen en Vaccine
26:1501-1524 (2008). El modelo animal murino normalmente se estudia en la investigacion de otitis media.

La presencia de anticuerpos bactericidas se asocia a la proteccion de la otitis media debida a H. influenzae no
tipificable (Current Opinion in Infectious Disease 16:129-134 (2003)). Sin embargo, una respuesta inmune no
necesita ser bactericida para ser eficaz contra NTHi. Los anticuerpos que meramente reaccionan con las adhesinas
de superficie de NTHi pueden reducir o eliminar la otitis media en la chinchilla (Current Opinion in Investigational
Drugs 4:953-958 (2003)).

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica es una enfermedad inflamatoria cronica de los pulmones y una causa
principal de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Aproximadamente una de 20 muertes en 2005 en los EE.UU.
tuvo EPOC como causa subyacente (Drugs and Aging 26:985-999 (2009)). Se proyecta que en 2020 la EPOC se
elevara a ser la quinta causa principal de afios de vida ajustados por discapacidad, enfermedades invalidantes
cronicas y a ser la tercera causa mas importante de mortalidad (Lancet 349:1498-1504 (1997)).
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El transcurso de la EPOC se caracteriza por el empeoramiento progresivo de la limitacion de las vias aéreas y una
disminucion en la funcion pulmonar. La EPOC puede complicarse por exacerbaciones agudas (EA) frecuentes y
recurrentes, que se asocia a enormes gastos de salud y alta morbilidad (Proceedings of the American Thoracic
Society 4:554-564 (2007)). Un estudio sugiere que aproximadamente el 50 % de las exacerbaciones agudas de los
sintomas de la EPOC estan causados por Haemophilus influenzae no tipificable, Moraxella catarrhalis,
Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (Drugs and Aging 26:985-999 (2009)). H. influenzae se
encuentra en el 20-30 % de las exacerbaciones de EPOC; Streptococcus pneumoniae, en el 10-15 % de las
exacerbaciones de EPOC; y Moraxella catarrhalis, en el 10-15 % de las exacerbaciones de EPOC (New England
Journal of Medicine 359:2355-2365 (2008)). Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Moraxella
catarrhalis han demostrado ser los patdgenos primarios en las exacerbaciones agudas de bronquitis en Hong Kong,
Corea del sur y las Filipinas, mientras que Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp.
constituyen una gran proporcion de patdgenos en otros paises/regiones asiaticos incluyendo Indonesia, Tailandia,
Malasia y Taiwan (Respirology, (2011) 16, 532-539; doi:10.1111/j.1440.1843.2011.01943.x). En Bangladesh, el 20 %
de los pacientes con EPOC mostraron cultivos de esputo positivos para Pseudomonas, Klebsiella, Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae, mientras que el 65 % de los pacientes con EAEPOC mostraron cultivos
positivos para Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter, Enterobacter, Moraxella catarrhalis y combinaciones de los
mismos (Mymensingh Medical Journal 19:576-585 (2010)). Sin embargo, se ha sugerido que las dos medidas mas
importantes para prevenir la exacerbacion de EPOC son las inmunizaciones activas y el mantenimiento crénico de la
farmacoterapia (Proceedings of the American Thoracic Society 4:554-564 (2007)).

Existe una necesidad de vacunas eficaces contra NTHi. Usar antigenos que pueden actuar en diferentes etapas en
la patogénesis puede mejorar la efectividad de una vacuna. Los inventores han descubierto que PilA y PE pueden
estar beneficiosamente presentes en las composiciones inmunogénicas de la invencion como proteinas de fusion.

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion de férmula (1).
(X)m-(R1)n-A-(Y)o-B-(Z), (formula 1)
en la que

X es un péptido sefial o MHHHHHH (SEQ ID NO. 2);

mes0o01;

R4 es un aminoacido;

nes0,1,2,3,4,506;

A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E seleccionado de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID
NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180 o una secuencia que tiene al
menos un 95 % de identidad con una cualquiera de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID NO. 124, SEQ ID
NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180;

Y se selecciona del grupo que consiste en GG, SG, SSy (G)renelquehes4,5,6,7, 8,90 10;

oes0o01;

B es un fragmento inmunogénico de PilA, al menos un 95 % idéntico a los aminoacidos 40-149 de cualquiera de
SEQID NO. 58 a SEQ ID NO. 121;

Z es GGHHHHHH (SEQ ID NO. 3);

ypes0Oo1.

En una realizacion, las proteinas de fusion de férmula (I) se definen en las que X se selecciona del grupo que
consiste en la secuencia sefial de CcmH (proteina H de membrana citocromo c), DsbA (proteina periplasmica
disulfuro isomerasa |), DsbB (proteina B de membrana de enlace disulfuro), Figl (proteina de anillo de
peptidoglucano flagelar), FocC (proteina Chaperona F1c), MalE (subunidad E del transportador de maltosa), NadA
(subunidad A de la quinolinato sintasa), NikA (componente A del transportador ABC de niquel), NspA (proteina A de
superficie de Neisseria), Omp26 (proteina 26 de la membrana externa), OmpA (proteina A de la membrana externa),
OspA (proteina A de superficie externa), pelB (pectato liasa B), PhoA (fosfatasa alcalina bacteriana), PhtD (proteina
D de triada de histidina neumocécica), PhtE (proteina E de la triada de histidina neumocécica), SfmC (chaperona de
pilina periplasmica), Sip1 (proteina inmunogénica de superficie), TolB (Componente B del Complejo de Envuelta
Celular Tol-Pal), TorA (subunidad A del sistema N-6xido de trimetilamina reductasa), TorT (proteina T periplasmica
del sistema N-6xido de trimetilamina reductasa) e Yral (chaperona de pilina periplasmica putativa); o cualquier
subgrupo de las mismas. En una realizacion, X es un péptido sefial co-traduccional o un péptido sefial post-
traduccional. En una realizacion X es la secuencia sefial de Figl (flg/ sp). En ofra realizacion particular, X es la
secuencia sefal de (pelB sp). En otra realizacion, X es un péptido sefial post-traduccional. En otra realizacion, X se
selecciona del grupo que consiste en la secuencia sefal de Flgl, NadA y pelB.

En una realizacion, se definen las proteinas de fusion de férmula (1) en la que m es 1. En otra realizacion, m es 0.

En una realizacion particular, se definen Ry y n en las que (R1), es 1 a 6 aminoacidos enriquecidos en aminoacidos
pequefios habitualmente hidréfilos. Los aminoacidos hidréfilos incluyen acido glutamico (E), acido aspartico (D) y
asparagina (N).

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2658512713

En una realizacién, se definen las proteinas de fusion de férmula (l) en las que n se selecciona del grupo que
consiste en 0, 1, 2 y 6. En una realizacién particular, R1 y n se definen en las que (R1), se selecciona del grupo que
consiste en D, E, ATNDDD (SEQ ID NO. 178) y MD, o cualquier subconjunto de los mismos.

En una realizacion particular, n se selecciona del grupo que consiste en 1, 2 'y 6. En una realizacion particular, n es
0.

También se describen proteinas de fusion de formula (1) en la que A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E,
en las que la proteina E tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 4,
SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ
ID NO. 12, SEQ ID NO. 13, SEQ ID NO. 14, SEQ ID NO. 15, SEQ ID NO. 16, SEQ ID NO. 17, SEQ ID NO. 18, SEQ
ID NO. 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO. 21, SEQ ID NO. 22, SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 24, SEQ ID NO. 25, SEQ
ID NO. 26, SEQ ID NO. 27, SEQ ID NO. 28, SEQ ID NO. 29, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 31, SEQ ID NO. 32, SEQ
ID NO. 33, SEQ ID NO. 34, SEQ ID NO. 35, SEQ ID NO. 36, SEQ ID NO. 37, SEQ ID NO. 38, SEQ ID NO.39, SEQ
ID NO. 40, SEQ ID NO. 41, SEQ ID NO. 42, SEQ ID NO. 43 SEQ ID NO. 44, SEQ ID NO. 45, SEQ ID NO. 46, SEQ
ID NO. 47, SEQ ID NO. 48, SEQ ID NO. 49, SEQ ID NO. 50, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 52, SEQ ID NO. 53, SEQ
ID NO. 54, SEQ ID NO. 55, SEQ ID NO. 56 y SEQ ID NO. 57; o cualquier subconjunto desde SEQ ID NO. 4 hasta
SEQ ID NO. 57. También se describen proteinas de fusion de formula (1) en la que A es un fragmento inmunogénico
de la Proteina E, en las que la proteina E es aproximadamente un 75 % a un 100 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4. También se describen proteinas de fusion de férmula (l) en la que A es un
fragmento inmunogénico de la Proteina E, en las que la proteina E es aproximadamente un 90 % a
aproximadamente un 100 % idéntica a SEQ ID NO. 4. También se describen proteinas de fusion de formula (1) en la
que, A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E, en las que la proteina E es al menos un 95 % idéntica a
cualquiera de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 57. También se describen proteinas de fusion de férmula (I) en la que, A
es un fragmento inmunogénico de la Proteina E, en las que la proteina E es un 93 % a un 100 % idéntica a SEQ ID
NO. 124. En una realizacion particular, A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E en la que la Proteina E es
SEQ ID NO. 4.

En otra realizacion, A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae seleccionada del grupo que
consiste en los aminoacidos 17-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 122), los aminoacidos 18-160 de SEQ ID NO. 4
(SEQ ID NO. 123), los aminoacidos 19-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 124), los aminoacidos 20-160 of SEQ ID
NO. 4 (SEQ ID NO. 125) y los aminoacidos 22-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 126). En otra realizacion, A es un
fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos
17-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 122), los aminoacidos 18-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 123), los
aminoacidos 19-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 124), los aminoacidos 20-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO.
125), los aminoacidos 22-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 126), los aminoacidos 23-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ
ID NO. 179) y los aminoacidos 24-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 180). En una realizacion adicional, A es un
fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos
17-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 122), los aminoacidos 18-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 123), los
aminodacidos 20-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 125), los aminoacidos 22-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO.
126), los aminoacidos 23-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 179) y los aminoacidos 24-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ
ID NO. 180). Mas especificamente, en una realizacion, A es SEQ ID NO. 124, aminoacidos 19-160 de SEQ ID NO.
4. En una realizacion adicional, A es SEQ ID NO.125, aminoacidos 20-160 de SEQ ID NO. 5. En otra realizacion, A
es un fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae seleccionada del grupo que consiste en los
aminoacidos 23-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 179) y los aminoéacidos 24-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO.
180).

Proteina E - SEQ ID NO. 4
MKKIILTLSL GLLTACSAQI QKAEQNDVKL APPTDVRSGY IRLVKNVNYY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS VRQYKILNCA
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL YNAAQIICAN
YGEAFSVDKK

Aminoacidos 17-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 122

SAQT QKAEQNDVKL APPTDVRSGY IRLVKNVNYY

IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS VRQYKILNCA
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL YNAAQITICAN
YGEAFSVDKK

Aminoacidos 18-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 123
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AQI QKAEQNDVKL APPTDVRSGY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
Aminoacidos 19-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 124

QI QKAEQNDVKL APPTDVRSGY

IDSESIWVDN QEPQIVHFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
Aminoacidos 20-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 125
I QKAEQNDVKL APPTDVRSGY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
Aminoacidos 22-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 126
KAEQNDVKL APPTDVRSGY
IDSESIWVDN QEPQIVHEDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
Aminoacidos 23-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 179
AEQNDVKL APPTDVRSGY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
Aminoacidos 24-160 de la Proteina E de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 180
EQNDVKL APPTDVRSGY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL
YGEAFSVDKK
PilA de H. influenzae cepa 86-028NP - SEQ ID NO. 58

IRLVKNVNYY
VRQYKILNCA
YNAAQIICAN

IRLVKNVNYY

VRQYKILNCA
YNAAQITICAN

IRLVKNVNYY
VRQYKILNCA
YNAAQIICAN

IRLVKNVNYY
VROYKILNCA
YNAAQITICAN

IRLVKNVNYY
VRQYKILNCA
YNAAQIICAN

IRLVKNVNYY
VRQYKILNCA
YNAAQIICAN

MKLTTQQTLK KGFTLIELMI VIAITIAILAT IAIPSYQONYT KKAAVSELLQ

ASAPYKADVE LCVYSTNETT NCTGGKNGIA ADITTAKGYV KSVTTSNGAT

TVKGDGTLAN MEYILOATGN AATGVTWITT CKGTDASLFP ANFCGSVTQ

Aminoacidos 40-149 de PilA de H. influenzae cepa 86-028NP - SEQ ID NO. 127.

T KKAAVSELLQ

ASAPYKADVE LCVYSTNETT NCTGGKNGIA ADITTAKGYV KSVTTSNGAI

TVKGDGTLAN MEYILQATGN AATGVIWTTT CKGTDASLEP ANFCGSVTQ
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En una realizacion, se definen las proteinas de fusién de formula (I) en la que Y se selecciona del grupo que
consiste en GG, SG y SS. En ofra realizacion, se definen las proteinas de fusion de férmula (I) en la que Y es GG o
SG. En una realizacion, Y es GG.

En una realizacion, se definen las proteinas de fusion de férmula (1) en la que o es 1. En ofra realizacion, o es 0.

En una realizacion, se definen las proteinas de fusion de formula (l) en la que B es un fragmento inmunogénico de
PilA de H. influenzae cuando A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae. Por ejemplo, B es
un fragmento inmunogénico de PilA de H. influenzae cepa 86-028NP. En otra realizacion, B es un fragmento
inmunogénico de PilA en el que PilA es aproximadamente un 80 % a un 100 % idéntica a SEQ ID NO: 58. En otra
realizacion, B es un fragmento inmunogénico de PilA en el que PilA tiene un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en SEQ ID NO. 58, SEQ ID NO. 59, SEQ ID NO. 60, SEQ ID NO. 61, SEQ ID NO. 62, SEQ ID NO. 63, SEQ
ID NO. 64, SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 66, SEQ ID NO. 67, SEQ ID NO. 68, SEQ ID NO. 69, SEQ ID NO. 70, SEQ
ID NO. 71, SEQ ID NO.72, SEQ ID NO. 73, SEQ ID NO. 74, SEQ ID NO. 75, SEQ ID NO. 76, SEQ ID NO. 77, SEQ
ID NO. 78, SEQ ID NO. 79, SEQ ID NO. 80, SEQ ID NO. 81, SEQ ID NO. 82, SEQ ID NO. 83, SEQ ID NO. 84, SEQ
ID NO. 85, SEQ ID NO. 86, SEQ ID NO. 87, SEQ ID NO. 88, SEQ ID NO. 89, SEQ ID NO. 90, SEQ ID NO. 91, SEQ
ID NO. 92, SEQ ID NO. 93, SEQ ID NO. 94, SEQ ID NO. 95, SEQ ID NO. 96, SEQ ID NO. 97, SEQ ID NO. 98, SEQ
ID NO. 99, SEQ ID NO. 100, SEQ ID NO. 101, SEQ ID NO. 102, SEQ ID NO. 103, SEQ ID NO. 104, SEQ ID NO.
105, SEQ ID NO. 106, SEQ ID NO. 107, SEQ ID NO. 108, SEQ ID NO. 109, SEQ ID NO. 110, SEQ ID NO. 111,
SEQ ID NO. 112, SEQ ID NO. 113, SEQ ID NO. 114, SEQ ID NO. 115, SEQ ID NO. 116, SEQ ID NO. 117, SEQ ID
NO. 118, SEQ ID NO. 119, SEQ ID NO. 120 y SEQ ID NO. 121; o cualquier subconjunto desde SEQ ID NO. 58
hasta SEQ ID NO. 121. En otra realizacion, B es un fragmento inmunogénico de PilA en el que PilA es al menos un
95 % idéntica a cualquiera de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121. En una realizacién particular, B es un fragmento
inmunogénico de PilA de H. influenzae en el que PIlA tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO.
58. En otra realizacion, B es un fragmento inmunogénico de PilA que consiste en los aminoacidos 40-149 de
cualquiera de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121. Mas especificamente, en una realizacion B es el fragmento de PilA
como se expone en SEQ ID NO. 127. En una realizacion adicional, B es un fragmento inmunogénico al menos un 95
% idéntico a los aminoacidos 40-149 de cualquiera de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121.

En una realizacion particular, B es un fragmento inmunogénico de PilA como se expone en SEQ ID NO. 127 y A es
un fragmento inmunogénico de la Proteina E seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO.
124, SEQ ID NO. 125 y SEQ ID NO. 126. Mas particularmente, B es el fragmento de PilA como se expone en SEQ
ID NO. 127 y A es el fragmento de la Proteina E como se expone en SEQ ID NO. 124, aminoacidos 19-160 de la
Proteina E de SEQ ID NO. 4. En otra realizacion, B es el fragmento de PilA como se expone en SEQ ID NO. 127y A
es el fragmento de la Proteina E como se expone en SEQ ID NO. 125.

En otra realizacion, B es el fragmento de PilA en el que PilA es al menos un 95 % idéntica a cualquiera de SEQ ID
NO. 58 - SEQ ID NO. 121 y A es un fragmento inmunogénico de PE en el que PE es al menos un 95 % idéntica a
cualquiera de SEQ ID NO. 4 - SEQ ID NO. 57.

En una realizacion, se definen las proteinas de fusion de férmula (1) en la que p es 0. En otra realizacién, se definen
las proteinas de fusion de formula (1) en la que p es 1.

En una realizacion, la proteina de fusion de formula (I) se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO. 138,
SEQ ID NO. 140, SEQ ID NO. 142, SEQ ID NO. 144, SEQ ID NO. 146, SEQ ID NO. 148, SEQ ID NO. 150, SEQ ID
NO. 182, SEQ ID NO. 184, SEQ ID NO. 186, SEQ ID NO. 188, SEQ ID NO. 190, SEQ ID NO. 192, SEQ ID NO. 194,
SEQ ID NO. 196, SEQ ID NO. 198, SEQ ID NO. 200, SEQ ID NO. 202 y SEQ ID NO. 204; o cualquier subconjunto
de las mismas. En otra realizacion, la proteina de fusion de formula (I) es aproximadamente un 95 % idéntica a
cualquiera de SEQ ID NO. 138, SEQ ID NO. 140, SEQ ID NO. 142, SEQ ID NO. 144, SEQ ID NO. 146, SEQ ID NO.
148, SEQ ID NO. 150, SEQ ID NO. 182, SEQ ID NO. 184, SEQ ID NO. 186, SEQ ID NO. 188, SEQ ID NO. 190,
SEQ ID NO. 192, SEQ ID NO. 194, SEQ ID NO. 196, SEQ ID NO. 198, SEQ ID NO. 200, SEQ ID NO. 202 o SEQ ID
NO. 204.

Las proteinas de fusién de férmula (I) son utiles como inmundgenos en sujetos tales como mamiferos,
particularmente humanos. En particular, las proteinas de fusion de féormula (I) son utiles induciendo una respuesta
inmune contra H. influenzae en sujetos, particularmente humanos. Mas especificamente, las proteinas de fusion de
férmula (1) son utiles en el tratamiento o la prevencion de otitis media y/o EAEPOC y/o neumonia.

La presente invencion se refiere a composiciones inmunogénicas que comprenden proteinas de fusion de un
fragmento inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae y un fragmento inmunogénico de PilA de H. influenzae.
La presente invencion también se refiere a vacunas que comprenden dichas composiciones inmunogénicas y a los
usos terapéuticos de las mismas.

En una realizacién, las composiciones inmunogénicas comprenden un fragmento inmunogénico de la Proteina E de
H. influenzae = y un fragmento inmunogénico de Pil A. de H. influenzae. La proteina E puede ser SEQ ID NO. 4 o
una secuencia de la proteina E al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a
SEQ ID NO. 4.
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El fragmento inmunogénico de la Proteina E puede ser SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID NO. 124, SEQ ID
NO. 125 o SEQ ID NO. 126 o una secuencia que tiene al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de
identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID NO. 124, SEQ ID NO. 125
o SEQ ID NO. 126. El fragmento inmunogénico de la Proteina E puede ser SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ
ID NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180 o una secuencia que tiene al
menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO. 122,
SEQ ID NO. 123, SEQ ID NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180. Se han
descrito diferencias de aminoacidos en la Proteina E de diversas especies de Haemophilus cuando se comparan
con la Proteina E de Haemophilus influenzae Rd como una cepa de referencia. Microbes & Infection (Correccion a
"Identification of a novel Haemophilus influenzae protein important for adhesion to epithelia cells" [Microbes Infect. 10
(2008) 87-97], disponible en linea 6 de julio, 2010, "Article in Press") proporciona una secuencia para la Proteina E
de H. influenzae cepa 772. El documento W02002/28889 proporciona una secuencia para la Proteina E de H.
influenzae cepa 12085.

La Proteina E contiene una regién de unién a células epiteliales (PKRYARSVRQ YKILNCANYH LTQVR, SEQ ID
NO. 128) que se ha informado estar conservada entre mas de 100 aislados clinicos de NTHi, H. influenzae
encapsulada y cepas de coleccion de cultivos analizados (Singh y col, J. Infect. Dis. 201(3):414-9 (2010)). Singh y
col. Informaron que la Proteina E estaba altamente conservada tanto en NTHi como H. influenzae encapsulada (96,9
% - 100 % de identidad sin el péptido sefial). En una realizacion, el fragmento de la Proteina E comprende la region
de unién de SEQ ID NO. 128 (PKRYARSVRQ YKILNCANYH LTQVR).

PilA es una adhesina conservada expresada in vivo. La comparacion de longitud completa de 64 secuencias de PilA
de Haemophilus influenzae demostré aproximadamente un 80 % a un 100 % de identidad.

En ofra realizacion, la composicion inmunogénica comprende una proteina de fusién como se define por la formula

().

En una realizacion, las presentes composiciones inmunogénicas pueden administrarse con otros antigenos de H.
influenzae. Por ejemplo, la PE y PilA o la proteina de fusion de formula (I) pueden administrarse con la Proteina D de
H. influenzae. La Proteina D puede ser como se describe en el documento W0O91/18926. En otra realizacion, la
composicion inmunogénica puede incluir la proteina de fusion de formula (1) y la Proteina D de H. influenzae.

En otra realizacion, las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden administrarse con antigenos
adicionales de otras especies bacterianas que también se sabe que provocan otitis media, EAEPOC o neumonia.

La cantidad de la composicién inmunogénica que se requiere para lograr el efecto terapéutico o biolégico deseado
dependera de un numero de factores tales como el uso para el que se destina, el medio de administracion, el
receptor y el tipo y la gravedad de la afeccion a tratarse, y sera en Ultima instancia segun la discrecion del médico o
veterinario que atiende. En general, una dosis tipica para el tratamiento de una afeccién provocada completamente o
en parte por H. influenzae en un humano, por ejemplo, puede esperarse que caiga en el intervalo de
aproximadamente 0,003 mg a aproximadamente 0,090 mg. Mas especificamente, una dosis tipica para el
tratamiento de una afeccién provocada completamente o en parte por H. influenzae en un humano puede caer en el
intervalo de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 0,03 mg de la proteina de fusion. La composicion
inmunogénica puede contener antigenos adicionales; una dosis tipica para el tratamiento de una afeccién provocada
completamente o en parte por H. influenzae en un humano puede caer en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg
a aproximadamente 0,03 mg para cada antigeno adicional. Esta dosis puede administrarse como una dosis unitaria
Unica. También pueden administrarse varias dosis unitarias separadas. Por ejemplo, las dosis unitarias separadas
pueden administrarse como dosis de cebado separadas dentro del primer afio de vida o como dosis potenciadoras
separadas dadas a intervalos regulares (por ejemplo, cada 1, 5 o 10 afios).

Las formulaciones que comprenden las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden adaptarse para la
administracién por una via apropiada, por ejemplo, por la via intramuscular, sublingual, transcutanea, intradérmica o
intranasal. Dichas formulaciones pueden prepararse por cualquier procedimiento conocido en la técnica.

Las composiciones inmunogénicas de la presente invencion pueden comprender adicionalmente un adyuvante.
Cuando el término “adyuvante” se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a una sustancia que se
administra junto con la composicién inmunogénica para potenciar la respuesta inmune del paciente al componente
inmunogénico de la composicion.

Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio tal como gel de hidroxido de aluminio o un fosfato de
aluminio o alumbre, pero también puede ser una sal de calcio, magnesio, hierro o cinc, o puede ser una suspension
insoluble de tirosina acilada, o azuUcares acilados, sacaridos catiénica o anidénicamente derivatizados o
polifosfacenos. En una realizacion, la proteina de fusién, PE o PilA puede adsorberse sobre fosfato de aluminio. En
otra realizacion, la proteina de fusion, PE o PilA puede adsorberse sobre hidréxido de aluminio. En una tercera
realizacién, puede usarse alumbre como un adyuvante.

Los sistemas adyuvantes adecuados que promueven una respuesta predominantemente Th1 incluyen: derivados no
toxicos de lipido A, Monofosforil lipido A (MPL) o un derivado de los mismos, particularmente monofosforil lipido A 3-
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des-O-acetilado (3D-MPL) (para su preparacion véase el documento GB 2220211 A); y una combinacién de
monofosforil lipido A, preferentemente monofosforil lipido A 3-des-O-acetilado, junto con bien una sal de aluminio
(por ejemplo fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio) o bien una emulsién de aceite en agua. En dichas
combinaciones, el antigeno y el 3D-MPL se contienen en las mismas estructuras particuladas, permitiendo la
administracion mas eficiente de sefiales antigénicas e inmunoestimulantes. Los estudios han demostrado que el 3D-
MPL es capaz de potenciar adicionalmente la inmunogenicidad de un antigeno adsorbido en alumbre (Thoelen et al.
Vaccine (1998) 16:708-14; documento EP 689454-B1).

ASO01 es un Sistema Adyuvante que contiene MPL (3-O-desacil-4’-monofosforil lipido A), QS21 ((Quillaja saponaria
Molina, fraccion 21) Antigenics, Nueva York, NY, EE.UU.) y liposomas. AS01B es un Sistema Adyuvante que
contiene MPL, QS21 y liposomas (50 ug MPL y 50 ug QS21). ASO1E es un Sistema Adyuvante que contiene MPL,
QS21 y liposomas (25 pyg MPL y 25 pg QS21). En una realizacion, la composicion inmunogénica o vacuna
comprende AS01. En ofra realizacion, la composicion inmunogénica o vacuna comprende AS01B o ASO1E. En una
realizacion particular, la composicién inmunogénica o vacuna comprende ASO1E.

ASO03 es un Sistema Adyuvante que contiene a-Tocoferol y escualeno en una emulsion aceite/agua (o/w, por el
inglés). AS03a es un Sistema Adyuvante que contiene a-Tocoferol y escualeno en una emulsién o/w (11,86 mg de
tocoferol). AS03g es un Sistema Adyuvante que contiene a-Tocoferol y escualeno en una emulsion o/w (5,93 mg de
tocoferol). ASO3¢ es un Sistema Adyuvante que contiene a-Tocoferol y escualeno en una emulsion o/w (2,97 mg de
tocoferol). En una realizacién, la composicion inmunogénica o vacuna comprende ASO03.

AS04 es un Sistema Adyuvante que contiene MPL (50 ug MPL) adsorbido en una sal de aluminio (500 ug AL%*). En
una realizacioén, la composicion inmunogénica o vacuna comprende AS04.

Un sistema que implica el uso de QS21 y 3D-MPL se desvela en el documento WO 94/00153. Una composicion en
la que QS21 se inactiva con colesterol se desvela en el documento WO 96/33739. Una formulacion adyuvante
adicional que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsion de aceite en agua se describe en el documento
WO 95/17210. En una realizacion la composicion inmunogénica comprende adicionalmente una saponina, que
puede ser QS21. La formulacion puede comprender ademas una emulsion de aceite en agua y tocoferol (documento
WO 95/17210). CpG sin metilar que contiene oligonucleétidos (documento WO 96/02555) y otros oligonucledtidos
inmunomoduladores (documento WO 0226757 y documento WO 03507822) son también inductores preferenciales
de una respuesta TH1 y también son adecuados para su uso en la presente invencion.

Los adyuvantes adicionales son aquellos seleccionados del grupo de sales metalicas, emulsiones de aceite en agua,
agonistas del receptor tipo Toll (en particular, agonista del receptor 2 tipo Toll, agonista del receptor 3 tipo Toll,
agonista del receptor 4 tipo Toll, agonista del receptor 7 tipo Toll, agonista del receptor 8 tipo Tol y agonista del
receptor 9 tipo Toll), saponinas o combinaciones de los mismos.

La presente invencién proporciona un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica que comprende
combinar una proteina de fusion de formula (I) con un adyuvante.

La presente invencion proporciona ademas una vacuna que contiene una composiciéon inmunogénica de la invencion
y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los posibles excipientes incluyen arginina, acido plurénico y/o polisorbato. En una realizacion preferida, se usa
polisorbato 80 (por ejemplo, TWEEN® 20). En una realizacién adicional, se usa una concentracion final de
aproximadamente el 0,03 % a aproximadamente el 0,06 %. Especificamente, puede usarse una concentracion final
de aproximadamente el 0,03 %, 0,04 %, 0,05 % o 0,06 % de polisorbato 80 (p/v).

La presente invencién proporciona un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica o vacuna que
comprende combinar una proteina de fusion de formula (I) con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también proporciona acidos nucleicos que codifican las proteinas de la invencién. La
expresion “acido nucleico” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos. Los nucleétidos pueden ser
ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos o formas modificadas de ribonucleétidos o bien desoxirribonucleétidos. La
expresion incluye formas sencillas y dobles de ADN. Preferentemente los acidos nucleicos estan sustancialmente
libres de otros acidos nucleicos.

La presente invencién proporciona un procedimiento para producir acidos nucleicos de la invencién. Los acidos
nucleicos de la invencion pueden prepararse por procedimientos conocidos por aquellos expertos en la materia. Por
ejemplo, los acidos nucleicos de la invencion pueden prepararse digiriendo aminoacidos mas largos o uniendo
aminoacidos mas cortos.

Los siguientes ejemplos se destinan a la ilustracion solamente y no se destinan a limitar el ambito de la invencion de
ninguna manera.

En los ejemplos, los siguientes términos tienen el significado designado:
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6xhis = seis histidinas;

xg = fuerza centrifuga (nUmero de gravedades)
ATP = adenosin trifosfato;

BCA = 4cido bicinconinico;

BSA = albumina de suero bovino;

°C = grados Celsius;

CaCl,= cloruro célcico;

CV = volumen de la columna;

ADN = acido desoxirribonucleico;

DSC = calorimetria diferencial de barrido;
DTT = ditiotreitol;

dNTP = desoxinucledsido trifosfato;

EDTA = acido etilendiaminotetraacético;

FT = flujo a través;

HCI = cloruro de hidrégeno;

His = his = histidina;

HEPES = acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico;
IMAC = cromatografia de afinidad de metal inmovilizado;
IPTG = isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido;
KCI = cloruro potasico;

KoHPO, = fosfato potasico dibasico;
KH,PO, = fosfato potasico monobasico;
LDS = dodecil sulfato de litio;

| = litro;

MES = acido 2-(N-morfolino)etansulfénico;
MgCl, = cloruro magnésico;

ml = mililitro;

RPM = revoluciones por minuto;

min = minuto;

mM = millimolar;

Ml = microlitro;

NaCl = cloruro sdédico;

Na,HPO4 = fosfato sddico dibasico;
NaH,PO4 = fosfato sédico monobasico;

ng = nanogramo;

nm = nanémetro;

O/N = durante toda la noche;

PBS = tampon fosfato salino;

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa;
SB = tampoén de muestra;

s = segundo;

p/v = peso/volumen.

Ejemplos
Ejemplo 1: Proteinas de fusion

Las proteinas de fusién se produjeron con diferentes péptidos sefial y secuencias conectoras de aminoacidos. Estas
proteinas de fusion permitieron la secrecion tanto de Proteina E como de PilA (o fragmentos de las mismas) sin
restringirse a una Unica cepa bacteriana. La proteina de fusién se libera en el periplasma después de la retirada del
péptido sefal heterdlogo por una peptidasa de péptido sefial. La proteina de fusion purificada de las bacterias no
contiene el péptido sefal heterdlogo. Las proteinas “purificadas” se retiran de las bacterias y carecen del péptido
sefal.

La siguiente tabla describe las construcciones de proteinas de fusion fabricadas.
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Tabla 3: Construcciones de Proteinas de Fusidon que contienen PilA y Proteina E.

ID de N-terminal C-Terminal
Construccion

LVL312

AA

LVL291

AA.
LVL268

AA.

LVL269

| op | vo.126)

AA 24-29 30

LVL270

AA.

LVL315

LVL317

AA.

LVL318 ;
(AA.: 40-149 deSEQ ID

NO. 58, SEQ ID NO.

AA.
LVL702

AA

LVL736

AA.
LVL737

AA.
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(continuacion)

LVL738 | fragmentoProtk G} fragmento PilA
(AA:22 4 160deSEQ ID NO. 4, ] (AA:40-149deSEQ ID
SEQ ID NO. 126) . NO. 58, SEQID NO.
12hH
AA. 1 2223 161 164 273 281
LVL739 fragmento Protk G | fragmentoPilA
(AA:23 a160deSEQ ID NO. 4, ¢ | (AA:40-149de SEQ
SEQ ID NO. 179) 1D NO. 58, SEQ ID
NO.127)
A.A. 160 163 272 280
LVL740 fragmento ProtE. G | fragmentoPilA GGHHHHHH
{AA:24 a 160deSEQ ID NO., G | (AA:40149deSEQ _
4, SEQ 1D NO. 180) IDNO.58. SEQ 1D
' ' ' ' NO 127 '
AA. 1 22 23 159 162 271 279
LVL735 fragmento Protk - _ . G| fragmento PilA
(AA:20 4 160deSEQID NO. 4, SEQ ID ] (AA::40-149de SEQ ID
NO. 125) NO. 58, SEQID NO. 127)
AA. 1 22 23 163 166 275
LVL778 fragmento Protk G| fragmentoPilA
. (AA: 17 a 160deSEQ ID NO. 4, SEQ 1D | G (AAG 4’114149&& SEQ1b
| Yo.ss sEQbNO.127)
AA. 1 22 23 166 169 278
LVL779 0 '

G] Framentopiin
G| (AA:40-149de SEQ ID
NO.58. SEQIDNO. 127)
AA. 1 2223 165 168 277

LVL780 G| frasmentoPilA.
ol (AA:0119desE0 D
1 1

NO.38, SEQID NO, 127)

64 273

AA. 1 22 23 16
" ' GJ fragmentoPiIA
Gf (AA:40-149deSEQ ID

LVL781

NO. 38, SEQ 1D NO. 127)
AA. 1 22 23 160 163 272

G] fragmento PilA
ol AA:40199desEQ D
NO. 58, SEQIDNO.127)

AA. 1 22 23 159 162 271

LVL782

sp = péptido sefal ; A.A. = aminoécido

El ADN y las secuencias de aminoacidos para cada uno de los péptidos sefial y los plasmidos listados en la Tabla 3
se exponen a continuacion.

SECUENCIAS SENAL:

Péptido senal pelB (ADN) - SEQ ID NO. 129:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgetggtetgctgctectcgetgecccagecggegatggec

Péptido senal pelB (Aminoacido) - SEQ ID NO. 130:
MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MA

25



10

15

ES 2658512713

Péptido senal Figl (ADN) - SEQ ID NO. 131:
atgattaaatttctctctgcattaattcttctactggtcacgacggcggctcaggcet

Péptido senal Flghl (Aminoacido) - SEQ ID NO. 132:
MIKFLSALIL LLVTTAAQA

Péptido sefial NadA (ADN) - SEQ ID NO. 133:
atgaaacactttccatccaaagtactgaccacagccatccttgccactttctgtagcggcgcactggca

Péptido sefal NadA (Aminoacido) - SEQ ID NO. 134:
MKHFPSKVLT TAILATFCSG ALA

SECUENCIAS DE CONSTRUCCION DE PROTEINAS DE FUSION:

La porcidon subrayada Unica de las secuencias de aminoacidos es de PilA de Haemophilus influenzae cepa 86-
028NP. La porcion subrayada en negrita de las secuencias de aminoacido derivé de la Proteina E de Haemophilus
influenzae cepa 772.

L VL312 (ADN) - SEQ ID NO. 135:
atgattaaatttctctctgcattaattctictactggtcacgacggceggcetcaggctgagactaaaaaagcageggtatctgaattactg
caagcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatg
gtattgcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggat
ggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaac
ggatgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcegcegcagaticagaaggctgaacaaaatgatgtgaa
gctggcaccgcecgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtg
gataaccaagagccacaaatigtacatttigatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtitatcctgagcctaaacgttatgca
cgttctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgatgaattttggggacagggt
ttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtitaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattattigtg
cgaactatggtgaagcattttcagtigataaaaaaggcggcecaccaccaccaccaccactaa

LVL312 (proteina): (figl sp)(E)(PilA aa 40-149)(GG)(ProtE aa 18-160)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 136 (Ejemplo
comparativo)

MIKFLSALIL
TITNCTGGKNGI

LLVTTAAQAE
AADITTAKGY

TKKAAVSELL

QASAPYKADV

ELCVYSTNET

VKSVTTSNGA

ITVKGDGTLA

NMEYTLQATG

NAATGVTWTT

TCKGTDASLFE

PANFCGSVTQ

GGAQIOKAEQ

NDVKLAPPTD

VRSGYIRLVK

NVNYYIDSES

IWVDNOEPOT

VHFDAVVNLD

KGLYVYPEPK

RYARSVROYK

ILNCANYHLT

OVRTDEFYDEEF

WGOGLRAAPK

KOKKHTLSLT

PDTTLYNAAQ

IICANYGEAF

SVDKKGGHHH
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LVL291 (ADN) - SEQ ID NO. 137:
atgaaatacctgctgccgaccgctgetgetggtcetgetgcetectegetgecccagecggegatggeccagaticagaaggcetgaaca
aaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtga
atcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcec
taaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatcttigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattt
tggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgce
tcagattatttgtgcgaactatggtgaagcatttticagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtatctgaattactgcaa
gcgtcagcegccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtatt
gcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggce
acattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaacgga
tgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggecaccaccaccaccaccactaa

LVL291 (Proteina)(pelB sp)(ProtE aa 19-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 138

MKYLLPTAAA
VNYYIDSEST

GLLLLAAQPA
WVDNOEPQ TV

MAQIQKAEQON DVKLAPPTDV

RSGYTIRLVEKN

HEDAVVNLDK GLYVYPEPKR

YARSVROYKI

LNCANYHLTO

VRTDEYDEEFW

GOGLRAAPKK OKKHTLSLTP

DTTLYNAAQT

ICANYGEAFS

VDKKGGTKKA

AVSELLQASA PYKADVELCV

YSTNETTNCT

GGKNGIAADI

TTAKGYVKSV

TTSNGAITVK GDGTLANMEY

ILOATGNAAT

GVIWTTTCKG

TDASLFPANF

CGSVTQGGHH HHHH

LVL268 (ADN) - SEQ ID NO. 139:
atgaaatacctgctgccgaccgcetgcetgetggtetgetgcetectcgetgecccagecggegatggecgatattcagaaggctgaaca
aaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtga
atcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcec
taaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattt
tggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtitaacacctgatacaacgctttataatgctge
tcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattticagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaa
gcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtatt
gcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggce
acattggcaaatatggaatatatttigcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaacgga
tgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcecaccaccaccaccaccac

LVL268 (proteina): (pelB sp)(D)(ProtE aa 20-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 140:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MADIQKAEQON DVKLAPPTDV RSGYIRLVKN

VNYYIDSESI WVDNOQEPOIV HEDAVVNLDK GLYVYPEPKR YARSVROYKI

LNCANYHLTQ VRTDEYDEEW GOGLRAAPKK OKKHTLSLTP DTTLYNAAQT

ICANYGEAFS VDKKGGTKKA AVSELLQASA PYKADVELCV YSTNETTNCT

GGKNGIAADI TTAKGYVKSV TTSNGAITVK GDGTLANMEY ILQATGNAAT

GVIWTTTCKG TDASLEPANFE CGSVTQGGHH HHHH
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LVL269 (ADN) - SEQ ID NO. 141:
atgaaacactttccatccaaagtactgaccacagccatccttgccacttictgtagcggcegcactggcagccacaaacgacgacg
ataaggctgaacaaaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattatt
acatcgatagtgaatcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtat
gtttatcctgagcctaaacgttatgcacgttctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgat
ttctatgatgaattttggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaac
gctttataatgctgctcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtat
ctgaattactgcaagcgtcagcgcecttataaggcetgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtg
gaaaaaatggtatigcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagta
aaaggggatggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttg
caaaggaacggatgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggccaccaccaccaccaccactaa

LVL269 (proteina): (nadA sp)(ATNDDD)(ProtE aa 22-160)(GG)(PilA aa 40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO.142

MHHHHHHSAQ IQKAEQNDVK LAPPTDVRSG YIRLVKNVNY YIDSESIWVD

NOEPQIVHEFD AVVNLDKGLY VYPEPKRYAR SVRQYKILNC ANYHLTOVRT

DEYDEFWGOG LRAAPKKOKK HTLSLTPDTT LYNAAQTICA NYGEAFSVDK

KGGTKKAAVS ELLQASAPYK ADVELCVYST NETTNCTGGK NGIAADITTA

KGYVKSVTTS NGAITVKGDG TLANMEYILQ ATGNAATGVT WITTCKGTDA

SLEPANFCGS VTQ

LVL270 (ADN) - SEQ ID NO. 143:
atgaaatacctgctgccgaccgctgcetgetggtctgetgcetectecgetgecccagecggcegatggecatggataaggctgaacaaaa
tgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcg
atctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaa
cgttatgcacgttctgttcgtcagtataagatcttigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggg
gacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtitaacacctgatacaacgctttataatgctgctcag
attatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagegt
cagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgca
gcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacat
tggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttgcaaaggaacggatgcc

tctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcecaccaccaccaccaccactaa

LVL270 (proteina): (MHHHHHH)(ProtE aa 17-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 144:
MHHHHHHSAQ IQRAEQONDVK LAPPTDVRSG YIRLVKNVNY YIDSESTWVD

NOQEPOIVHED AVVNLDKGLY VYPEPRKRYAR SVROYRILNC ANYHLTOVRT

DEYDEFWGOG LRAAPKKOKK HTLSLTPDTT LYNAAOTIICA NYGEAFSVDK

KGGTKKAAVS ELLOASAPYK ADVELCVYST NETTNCTGGK NGIAADITTA

KGYVKSVTTS NGAITVKGDG TLANMEYTILQ ATGNAATGVT WITTTCKGTDA

SLEPANFCGS VTQ
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L VL315 (ADN) - SEQ ID NO. 145;
atgaaatacctgctgccgaccgetgcetgetggtetgetgetectegetgeccageeggegatggecatggataaggetgaacaaaa
tgatgtgaagctggcaccgcecgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcg
atctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagectaaa
cgttatgcacgttctgticgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaatttiggg
gacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcag
attatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtatctgaattactgcaagegt
cagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgca
gcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacat
tggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttgcaaaggaacggatgcc
tctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcecaccaccaccaccaccactaa

LVL315 (proteina): (pelB sp)(MD)(ProtE aa 22-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 146:
MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAMDKAEOND VKLAPPTDVR SGYIRLVKNV

NYYIDSESIW

VDNOEPQIVH

FDAVVNLDKG

LYVYPEPKRY

ARSVROYKIL

NCANYHLTOV

RTDEFYDEFWG

OGLRAAPKKQ

KKHTLSLTPD

TTLYNAAQTIT

CANYGEAFSV

DKKGGTKKAA

VSELLQASAP

YKADVELCVY

STNETTNCTG

GKNGIAADIT

TAKGYVKSVT

TSNGAITVKG

DGTLANMEYT

LOATGNAATG

VIWTTTCKGT

DASLEFPANFC

GSVTQGGHHH

HHH

LVL317 (ADN) - SEQ ID NO. 147:
atgaaatacctgctgccgaccgctgetgetggtctgetgctectegetgeccageeggegatggeccagattcagaaggcetgaaca
aaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtitggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtga
atcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcece
taaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattt
tggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgce
tcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattticagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtatctgaattactgcaa
gcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtatt
gcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggce
acattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaactigcaaaggaacgga
tgcctctttatttccagcaaattttigcggaagtgtcacacaataa
LVL317 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 19-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 148:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAQIQKAEQON DVKLAPPTDV_RSGYIRLVKN

VNYYIDSESTI WVDNOEPOIV HEDAVVNLDK GLYVYPEPKR YARSVROYKI

LNCANYHLTQ VRTDEYDEEFW GOGLRAAPKK OKKHTLSLTP DTTLYNAAQT

ICANYGEAFS VDKKGGTKKA AVSELLQASA PYKADVELCV YSTNETTNCT

GGKNGIAADI TTAKGYVKSV TTSNGAITVK GDGTLANMEY ILOATGNAAT

GVIWTTTCKG TDASLFPANE CGSVTQ
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LVL318 (ADN) - SEQ ID NO. 149:
atgaaatacctgctgccgaccgctgcetgetggtcetgetgetectegetgeccagecggegatggcecatggataaggetgaacaaaa
tgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcg
atctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaa
cgttatgcacgttctgttcgtcagtataagatctigaatigtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgatgaattttggg
gacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcag
attatttgtgcgaactatggtgaagcattticagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcegt
cagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgca
gcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacat
tggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaactigcaaaggaacggatgcc
tctttatticcagcaaatttttgcggaagtgtcacacaataa

LVL318 (proteina): (pelB sp)(MD)(ProtE aa 22-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 150:

MKYLLPTAAA
NYYIDSESIW

GLLLLAAQPA
VDNOEPOTIVH

MAMDKAEQND

VKLAPPTDVR

SGYIRLVKNV

FDAVVNLDKG

LYVYPEPKRY

ARSVROYKIL

NCANYHLTOV

RTDEYDEEFWG

OGLRAAPKKO

KKHTLSLTPD

TTLYNAAOQTT

CANYGEAFSV

DKKGGTKKAA

VSELLQASAP

YKADVELCVY

STNETTNCTG

GKNGIAADIT

TAKGYVKSVT

TSNGAITVKG

DGTLANMEYT

LOATGNAATG

VIWTTTCKGT

DASLFPANEFC

GSVTQ

LVL702 (ADN) - SEQ ID NO. 181:
atgaaatacctgctgccgaccgctgcetgcetggtetgetgctectcgetgcccagecggegatggecaticagaaggctgaacaaaa
tgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcg
atctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaa
cgttatgcacgttctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgatgaattttggg
gacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcag
attatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtatctgaattactgcaagegt
cagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtatigca
gcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacat
tggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaacggatgcc
tctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggecggccaccaccaccaccaccac

LVL702 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 20-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 182:

MKYLLPTAAA
NYYIDSESIW

GLLLLAAQPA
VDNOEPQIVH

MAIQRKAEQND

VKLAPPTDVR

SGYIRLVKNV

FDAVVNLDKG

LYVYPEPKRY

ARSVROYKIL

NCANYHLTQV

RTDEYDEEFWG

QGLRAAPKKQO

KKHTLSLTPD

TTLYNAAQTT

CANYGEAFSV

DKKGGTKKAA

VSELLQASAP

YKADVELCVY

STNETTNCTG

GKNGIAADIT

TAKGYVKSVT

TSNGAITVKG

DGTLANMEY T

LOATGNAATG

VIWTTTCKGT

DASLFPANEFC

GSVTQGGHHH
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LVL736 (ADN) - SEQ ID NO. 183:
atgaaatacctgctgccgaccgcetgetgetggtctgetgctcctcgetgecccagecggegatggecagegeccagatticagaaggce
tgaacaaaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcga
tagtgaatcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcct
gagcctaaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgat
gaattttggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataa
tgctgctcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcageggtatctgaatta
ctgcaagcgtcagcegccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaa
atggtattgcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggg
gatggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaactigcaaagg
aacggatgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcecaccaccaccaccaccac
LVL736 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 17-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 184:
MKYLLPTAAA DVRSGYIRLV

GLLLLAAQPA MASAQIOKAE ONDVKLAPPT

KNVNYYIDSE SIWVDNOEPO IVHEDAVVNL DKGLYVYPEP KRYARSVROY

KILNCANYHL TOVRTDEYDE FWGOGLRAAP KKOKKHTLSL TPDTTLYNAA

QITCANYGEA FSVDKKGGTK KAAVSELLQA SAPYKADVEL CVYSTNETTN

CTGGKNGIAA DITTAKGYVK SVTTSNGAIT VKGDGTLANM EYILOATGNA

ATGVTWTTTC KGTDASLFPA NFCGSVTQGG HHHHHH

LVL737 (ADN) - SEQ ID NO. 185:
atgaaatacctgctgccgaccgcetgcetgcetggtctgctgctectegetgeccagecggegatggecgceccagaticagaaggcetga
acaaaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatag
tgaatcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctga
gcctaaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatga
attttggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgc
tgctcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattitcagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactg
caagcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatg
gtattgcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggat
ggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaac
ggatgccitctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggccaccaccaccaccaccac

LVL737 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 18-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 186:

MKYLLPTAAA
NVNYYIDSES

GLLLLAAQPA
IWVDNOEPOT

MAAQTQKAEQ

NDVKLAPPTD

VRSGYIRLVK

VHEDAVVNLD

KGLYVYPEPK

RYARSVROYK

ILNCANYHLT

OVRTDEYDEF

WGOGLRAAPK

KOKKHTLSLT

PDTTLYNAAQ

ITCANYGEAF

SVDKKGGTKK

AAVSELLQAS

APYKADVELC

VYSTNETTNC

TGGKNGIAAD

ITTAKGYVKS

VTTSNGAITV

KGDGTLANME

YTILOATGNAA

TGVIWTTTCK

GTDASLFEFPAN

FCGSVTQGGH
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LVL738 (ADN) - SEQ ID NO. 187:
atgaaatacctgctgccgaccgcetgetgetggtetgetgetectegetgecccagecggegatggeccaaggcetgaacaaaatgatgt
gaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctg
ggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaacgtta
tgcacgttctgttcgtcagtataagatcttgaatigtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgatgaattitggggaca
gggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatt
tgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcgtcage
gccttataaggcetgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgcageag
atataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggca
aatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaactigcaaaggaacggatgcctctttatt
tccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggcecaccaccaccaccaccac

LVL738 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 22-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 188:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAKAEQONDVK LAPPTDVRSG YIRLVKNVNY

YIDSESIWVD

NOEPQOIVHED

AVVNLDKGLY

VYPEPKRYAR SVROYKILNC

ANYHLTQOVRT

DEYDEFWGOG

LRAAPKKOKK

HTLSLTPDTT LYNAAQIICA

NYGEAFSVDK

KGGTKKAAVS

ELLQASAPYK

ADVELCVYST NETTNCTGGK

NGIAADITTA

KGYVKSVTTS

NGAITVKGDG

TLANMEYILQ ATGNAATGVT
VTQGGHHHHH H

WTTTCKGTDA SLFPANFCGS

LVL739 (ADN) - SEQ ID NO. 189:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgetggtetgcetgctectegetgeccagecggegatggecgetgaacaaaatgatgtgaa
gctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtg
gataaccaagagccacaaattgtacatttigatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaacgttatgca
cgttctgttcgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggggacagggt
ttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtitaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattattigtg
cgaactatggtgaagcattticagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagceggtatctgaattactgcaagegtcagegect
tataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtatigcagcagatat
aaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggcaaat
atggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaactigcaaaggaacggatgcctctttatttce
agcaaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggccaccaccaccaccaccac

LVL739 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 23-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 190:

MKYLLPTAAA

IDSESTWVDN

GLLLLAAQPA
QEPOTIVHEDA

MAAEQNDVKL

APPTDVRSGY

IRLVKNVNYY

VVNLDKGLYV

YPEPKRYARS

VROYKILNCA

NYHLTOVRTD

FYDEFWGOGL

RAAPKKOKKH

TLSLTPDTTL

YNAAQITCAN

YGEAFSVDKK

GGTKKAAVSE

LLOQASAPYKA

DVELCVYSTN

ETTNCTGGKN

GIAADITTAK

GYVKSVTTSN

GATITVKGDGT

LANMEYILQA

TGNAATGVTW

TTTCKGTDAS

LEFPANFCGSV

TQGGHHHHHH
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LVL740 (ADN) - SEQ ID NO. 191:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgetggtetgctgcetectecgetgecccagecggegatggecgaacaaaatgatgtgaagct
ggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtggat
aaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaacgttatgcacgt
tctgttcgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgatgaattttggggacagggtttg
cgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatttgtgeg
aactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcgtcagcgcecttat
aaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgcagcagatataac
cacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggcaaatatg
gaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaacggatgcctctttatttccag
caaatttttgcggaagtgtcacacaaggcggccaccaccaccaccaccac

LVL740 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 24-160)(GG)(PilA aa40-149)(GGHHHHHH) - SEQ ID NO. 192:

MKYLLPTAAA
DSESIWVDNQ

GLLLLAAQPA
EPQOIVHEDAV

MAEQNDVKLA

PPTDVRSGYT

RLVKNVNYY T

VNLDKGLYVY

PEPKRYARSV

ROYKILNCAN

YHLTQVRTDE

YDEFWGOQGLR

AAPKKOKKHT

LSLTPDTTLY

NAAQITICANY

GEAFSVDKKG

GTKKAAVSEL

LOASAPYKAD

VELCVYSTNE

TTNCTGGKNG

IAADITTAKG

YVKSVTTSNG

ATTVKGDGTL

ANMEYTILQAT

GNAATGVTWT

TTCKGTDASL

FPANFCGSVT

QGGHHHHHH

LVL735 (ADN) - SEQ ID NO. 193:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgcetggtctgetgetecctecgetgeccagecggegatggcecaticagaaggcetgaacaaaa
tgatgtgaagctggcaccgcecgactgatgtacgaagcggatatatacgtitggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcg
atctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaa
cgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggg
gacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcag
attatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcegt
cagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgca
gcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacatt
ggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttgcaaaggaacggatgcect

ctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaa

LVL735 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 20-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 194:

MKYLLPTAAA
NYYIDSESIW

GLLLLAAQPA
VDNOEPOTIVH

MAIQKAEQND

VKLAPPTDVR

SGYIRLVKNV

FDAVVNLDKG

LYVYPEPKRY

ARSVROYKIL

NCANYHLTOV

RTDEYDEFWG

QOGLRAAPKKO

KKHTLSLTPD

TTLYNAAQTT

CANYGEAFSV

DKKGGTKKAA

VSELLQASAP

YKADVELCVY

STNETTNCTG

GKNGIAADIT

TAKGYVKSVT

TSNGAITVKG

DGTLANMEYT

LOATGNAATG

VIWTTTCKGT

DASLEPANFEC

GSVTQ
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LVL778 (ADN) - SEQ ID NO. 195:
atgaaatacctgctgccgaccgcetgetgetggtetgetgetectegcetgeccagecggegatggecagegeccagaticagaagge
tgaacaaaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcga
tagtgaatcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcct
gagcctaaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgattictatgat
gaattttggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataat
gctgctcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattticagtigataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattac
tgcaagcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaat
ggtattgcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaagggg
atggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaagga
acggatgcctctttatttccagcaaatttttgcggaagtgtcacacaa

LVL778 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 17-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 196:

MKYLLPTAAA
KNVNYYIDSE

GLLLLAAQPA
S ITWVDNOEPO

MASAQ IQKAE

ONDVKLAPPT

DVRSGYIRLV

IVHFDAVVNL

DKGLYVYPEP

KRYARSVROY

KILNCANYHL

TOVRTDEYDE

FWGOGLRAAP

KKOKKHTLSL

TPDTTLYNAA

QI TICANYGEA

FSVDKKGGTK

KAAVSELLQA

SAPYKADVEL

CVYSTNETTN

CTGGKNGIAA

DITTAKGYVK

SVITTSNGATIT

VKGDGTLANM

EYTLOATGNA

ATGVIWTTTC

KGTDASLFPA

NEFCGSVTQ

LVL779 (ADN) - SEQ ID NO. 197:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgetggtetgctgcetectcgetgeccageecggegatggecgeccagattcagaaggcetga
acaaaatgatgtgaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatag
tgaatcgatctgggtggataaccaagagccacaaattgtacattitgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctga
gcctaaacgttatgcacgttctgticgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatga
attttggggacagggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatge
tgctcagattatttgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactg
caagcgtcagcgccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatg
gtattgcagcagatataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggat
ggcacattggcaaatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaac
ggatgccitctttatttccagcaaattttigcggaagtgtcacacaa

LVL779 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 18-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 198:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAAQIQKAEQ NDVKLAPPTD VRSGYIRLVK

NVNYYIDSES IWVDNQEPQT VHFDAVVNLD KGLYVYPEPK RYARSVROYK

ILNCANYHLT OVRTDEYDEFE WGOGLRAAPK KOKKHTLSLT PDTTLYNAAQ

IICANYGEAF SVDKKGGTKK AAVSELLQAS APYKADVELC VYSTNETTNC

TGGKNGIAAD ITTAKGYVKS VTTSNGAITV KGDGTLANME YILQATGNAA

TGVIWTTTCK GTDASLEPAN FCGSVTQ
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LVL780 (ADN) - SEQ ID NO. 199:
atgaaatacctgctgccgaccgctgcetgcetggtetgetgetectegetgeccagecggegatggecaaggcetgaacaaaatgatgt
gaagctggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtitggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctg
gotggataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcectaaacgtta
tgcacgttctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggggaca
gggtttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatt
tgtgcgaactatggtgaagcattttcagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagegtcage
gccttataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgcagcag
atataaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggca
aatatggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaactiggacaacaacttgcaaaggaacggatgcctctttatt
tccagcaaattttigcggaagtgtcacacaa

LVL780 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 22-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 200:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAKAEONDVK LAPPTDVRSG YIRLVKNVNY

YIDSESIWVD NQEPQIVHFD AVVNLDKGLY VYPEPKRYAR SVROYKILNC

ANYHLTOVRT DEYDEFWGOG LRAAPKKOKK HTLSLTPDTT LYNAAQIICA

NYGEAFSVDK KGGTKKAAVS ELLQASAPYK ADVELCVYST NETTNCTGGK

NGIAADITTA KGYVKSVTTS NGAITVKGDG TLANMEYILQ ATGNAATGVT

WITTCKGTDA SLFPANFCGS VTQ

LVL781 (ADN) - SEQ ID NO. 201:
atgaaatacctgctgccgaccgctgctgcetggtetgetgcetectegetgeccagecggegatggecgctgaacaaaatgatgtgaa
gctggcaccgcecgactgatgtacgaagcggatatatacgttiggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtg
gataaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaacgttatgca
cgttctgttcgtcagtataagatctigaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggggacagggt
ttgcgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatttgtg
cgaactatggtgaagcatttticagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcgtcagcegect
tataaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgcagcagatat
aaccacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggcaaat
atggaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttgcaaaggaacggatgcctctttatttcc
agcaaatttttgcggaagtgtcacacaa

LVL781 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 23-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 202:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAAEQNDVKL APPTDVRSGY TRLVEKNVNYY

IDSESIWVDN OEPOIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS VROYKILNCA

NYHLTOVRTD FYDEFWGOGL RAAPKKOKKH TLSLTPDTTL YNAAQITCAN

YGEAFSVDKK GGTKKAAVSE LLQASAPYKA DVELCVYSTN ETTNCTGGKN

GIAADITTAK GYVKSVTTSN GAITVKGDGT LANMEYILQA TGNAATGVTW

TTTCKGTDAS LEFPANFCGSV TQ
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LVL782 (ADN) - SEQ ID NO. 203:
atgaaatacctgctgccgaccgctgetgetggtetgctgcetectecgetgeccagecggegatggecgaacaaaatgatgtgaagcet
ggcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtggat
aaccaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtttatcctgagcctaaacgttatgcacgt
tctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggggacagggtttg
cgggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatttgtgeg
aactatggtgaagcattticagttgataaaaaaggcggcactaaaaaagcagcggtatctgaattactgcaagcgtcagcgcecttat
aaggctgatgtggaattatgtgtatatagcacaaatgaaacaacaaactgtacgggtggaaaaaatggtattgcagcagatataac
cacagcaaaaggctatgtaaaatcagtgacaacaagcaacggtgcaataacagtaaaaggggatggcacattggcaaatatg
gaatatattttgcaagctacaggtaatgctgcaacaggtgtaacttggacaacaacttgcaaaggaacggatgcctctttatttccag
caaatttttgcggaagtgtcacacaa

LVL782 (proteina): (pelB sp)(ProtE aa 24-160)(GG)(PilA aa40-149) - SEQ ID NO. 204:

MKYLLPTAAA GLLLLAAQPA MAEQNDVKLA PPTDVRSGYI RLVKNVNYYT

DSESIWVDNQ EPQIVHEDAV VNLDKGLYVY PEPKRYARSV ROYKILNCAN

YHLTQVRTDE YDEFWGQGLR AAPKKQOKKHT LSLTPDTTLY NAAQTITICANY

GEAFSVDKKG GTKKAAVSEL LQASAPYKAD VELCVYSTNE TTNCTGGKNG

IAADITTAKG YVKSVTTSNG AITVKGDGTL ANMEYILQAT GNAATGVTWT

TTCKGTDASL FPANFCGSVT Q

La secuencia de longitud completa para PE y PilA de la que se obtuvieron las secuencias anteriores se exponen en
SEQ ID NO. 4 (PE) y SEQ ID NO. 58 (PilA), respectivamente.

Ejemplo 2: Construccion del vector y Transformacion

Los cebadores para amplificar PE de H. influenzae cepa 772 se diseiiaron en base a la secuencia de H. influenzae
cepa Hi Rd. La secuencia cebadora 5’ contiene una diferencia de nucleétidos en comparacion con la secuencia NTHi
772, introduciendo una diferencia de aminoacidos en la posicion 24 cuando se compara con la secuencia del
genoma NTHi 772 actualmente informada. El aminoacido n.° 24 en las construcciones de la proteina de fusion es E
(acido glutamico) en lugar de K (lisina) como se encuentra en NTHi 772.

Secuencia de ADN para PE de H. influenzae cepa Rd. - SEQ ID NO. 151
atgaaaaaaattattttaacattatcacttgggttacttaccgcttgtictgctcaaatccaaaaggctgaacaaaatgatgtgaagcetg
gcaccgccgactgatgtacgaagcggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtggata
accaagagccacaaattgtacattttgatgctgtggtgaatttagataggggattgtatgtttatcctgagcctaaacgttatgcacgttc
tgttcgtcagtataagattttigaattgtgcaaattatcatttaactcaaatacgaactgatttctatgatgaattttggggacagggtttgeg
ggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatitgtgcaaat
tatggtaaagcattttcagttgataaaaaataa

Secuencia de Proteina para PE de H. influenzae cepa Rd. - SEQ ID NO. 152

MKKIILTLSL GLLTACSAQI QKAEQNDVKL APPTDVRSGY IRLVENVNYY
IDSESTWVDN QEPQIVHFDA VVNLDRGLYV YPEPKRYARS VRQYKILNCA
NYHLTQIRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL YNAAQIICAN
YGKAFSVDKK

Secuencia de ADN para PE de H. influenzae cepa 772 (como se expone en: Microbes & Infection, Correccion de
"ldentification of a novel Haemophilus influenzae protein important for adhesion to epithelia cells" [Microbes Infect. 10
(2008) 87-97], disponible en linea 6 de julio, 2010, "Article in Press")) - SEQ ID NO. 153
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atgaaaaaaattattttaacattatcacttgggttacttactgcctgttctgctcaaatccaaaaggctaaacaaaatgatgtgaagetg
gcaccgccgactgatgtacgaagceggatatatacgtttggtaaagaatgtgaattattacatcgatagtgaatcgatctgggtggata
accaagagccacaaattgtacattttgatgcagtggtgaatttagataagggattgtatgtitatcctgagcctaaacgttatgcacgtt
ctgttcgtcagtataagatcttgaattgtgcaaattatcatttaactcaagtacgaactgatttctatgatgaattttggggacagggtttge
gggcagcacctaaaaagcaaaagaaacatacgttaagtttaacacctgatacaacgctttataatgctgctcagattatttgtgcga

actatggtgaagcattttcagttgataaaaaa

Secuencia de Proteina para PE de H. influenzae cepa 772 (como se expone en: Microbes & Infection, Correcciéon de
"ldentification of a novel Haemophilus influenzae protein important for adhesion to epithelia cells" [Microbes Infect. 10
(2008) 87-97], disponible en linea 6 de julio, 2010, "Article in Press")) - SEQ ID NO. 154

MKKIILTLSL GLLTACSAQI QKAKQNDVKL APPTDVRSGY IRLVKNVNYY
IDSESIWVDN QEPQIVHEFDA VVNLDKGLYV YPEPKRYARS VRQYKILNCA
NYHLTQVRTD FYDEFWGQGL RAAPKKQKKH TLSLTPDTTL YNAAQIICAN
YGEAFSVDKK

Construccion del vector

Para generar LVL312, LVL291, LVL268, LVL269, LVL270, LVL702, LVL735, LVL778, LVL779, LVL780, LVL781 y
LVL782, se prepar6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los siguientes componentes (los
componentes especificos se ejemplifican posteriormente): se formularon 36,6 yl de agua desionizada, 5 yl de
tampon n.° 1 10X, 5 pl de dNTP 2 mM, 2 ul de MgCl, 25 mM, 0,4 pl de cebador n.° 1 (50 uM), 0,4 pl de cebador n.° 2
(50 pM), 0,5 pl de molde (100 ng/ul) y 0,4 pl de ADN polimerasa KOD HiFi 2,5 unidades/ul (NOVAGEN®). La
reaccion en cadena de la polimerasa implicé 25 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion a 98 °C, 2 segundos
para hibridar a 55 °C y 20 segundos de extension de cebadores a 72 °C. Los productos de PCR se purificaron
usando el kit de purificacion QIAQUICK® PCR (QIAGEN®). Este producto se uso en condiciones recomendadas por
el proveedor que fueron: la adicion de 5 volimenes de Tampoén PB, proporcionado en el kit de purificacion
QIAQUICK® PCR, a 1 volumen de la preparacion de PCR. La preparacion de PCR con Tampon PB se mezclo
posteriormente con un vértex. Se colocéd una columna QIAQUICK® en un tubo de recogida de 2 ml. Para unir el ADN
en la preparacion de PCR a la columna, la muestra mixta se aplicé a la columna QIAQUICK® y se centrifugd durante
30-60 segundos a 14 000 RPM. El flujo a través se descarté y la columna QIAQUICK® se colocd de nuevo en el
mismo tubo. Para lavar el ADN unido se afiadieron 0,75 ml de Tampoén PE, proporcionado en el kit de purificacion
QIAQUICK® PCR, a la columna QIAQUICK® y la columna se centrifugé durante 30-60 segundos a 14 000 RPM. El
flujo a través se descarté y la columna QIAQUICK® se colocé de nuevo en el mismo tubo. La columna QIAQUICK®
se centrifugd una vez mas en el tubo de recoleccion de 2 ml durante 1 minuto para retirar el tampén de lavado
residual. Cada columna QIAQUICK® se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpio. Para eluir el ADN, se
anadieron 33 pl de agua al centro de la membrana QIAQUICK® y la columna se centrifugdé durante 1 minuto a 14
000 RPM. Las enzimas de restriccion y el tampoén relacionado se obtuvieron de New England BioLabs. Por ejemplo,
aproximadamente 5 yl de vector pET26b (100 ng/ul), 2 ul de NETampon2 (New England Biolabs, 1X NETampoén2:
50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol, pH 7,9 a 25 °C), 1 yl de Ndel (20 000 unidades/ml), 1
pl of Hindlll (20 000 unidades/ml) y 11 ul de agua desionizada se mezclaron e incubaron durante dos horas a 37 °C
para la digestion de ADN. En lo sucesivo, se realizé una segunda etapa de purificacion usando el kit de purificacion
QIAQUICK® PCR (QIAGEN®) con el procedimiento descrito anteriormente.

La ligacién se realiz6 usando ADN ligasa T4 Quick y Tampon de Reacciéon de Ligacion Quick de New England
BioLabs. Por ejemplo, alrededor de 10 ng de vector y 30 ng de inserto en 10 yl de agua desionizada se mezclaron
con 10 pl de Tampdn de Reaccion de Ligacion Quick 2X (New England BioLabs, 132 mM Tris-HCI, 20 mM MgCly, 2
mM ditiotreitol, 2 mM ATP, 15 % polietilenglicol, pH 7,6 a 25 1C) y 1 pl de ADN ligasa T4 Quick (New England
BioLabs). La reaccién enzimatica se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de la transformacion.

Para generar LVL315, LVL317, LVL318, LVL736, LVL737, LVL738, LVL739 y LVL740, se prepar6é una preparacion
de PCR de los siguientes componentes: se formularon 40 ul de agua desionizada, 5 pl de tampén de reaccion 10X, 1
pl de mezcla de dNTP, 1 pl de cebador n.° 1 (10 uM), 1 pl de cebador n.° 2 (10 uM), 1 yl de molde (25 ng/ul) y 1 pli
de ADN polimerasa PfuUltra Alta Fidelidad 2,5 unidades/ul (Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange II,
Agilent Technologies, Stratagene Division). La reaccion en cadena de la polimerasa implicé un ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, 18 ciclos de 30 s de desnaturalizacién a 95 °C, 1 min para la hibridacién a 55
°C y 5 min 30 s de extension de cebadores a 68 °C. Los productos de PCR se digirieron usando 1 pl de enzima de
restriccion Dpnl a 37 °C durante una hora antes de la transformacion.

En la Tabla 4 se ilustra una lista detallada de secuencias de cebadores de PCR usadas para las amplificaciones.
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Para generar pRIT16711, el fragmento génico PE que codifica para los aminoacidos 22 a 160 de SEQ ID NO. 4, que
excluye la secuencia que codifica para su sefial de secrecion correspondiente, se amplificé por PCR a partir del ADN
gendmico de NTHi cepa 772. Los cebadores de amplificacion se disefiaron a base de la secuencia disponible de la
cepa Hi Rd (en ese momento, la secuencia 772 no se conocia). La secuencia del cebador 5’ contiene una mutacion
en comparacion con la secuencia NTHi 772 (la secuencia ya disponible), introduciendo una diferencia de
aminoacidos en la secuencia codificante de PE en la posicion 24, acido glutamico (E) en lugar de lisina (K). Después
de la amplificacion por PCR, el inserto se clono en el vector de expresion pET-26(+) (NOVAGEN®) usando los sitios
de restriccion BamHI 'y Xhol.

Para generar pRIT16671, un fragmento de ADN que codifica para un fragmento génico de PilA (aminoacidos 40 a
149 de SEQ ID NO. 58, SEQ ID NO. 127), que excluye su péptido lider asi como una porcién de la hélice alfa
hidréfoba predicha, se amplificé a partir de ADN gendmico de NTHi cepa 86-028NP y se clon6 en el vector de
expresion pET15. El vector pRIT1670 (que contiene los aminoacidos 40 a 149 de NTHi cepa 86-028NP) se uso6
como un molde para generar el vector pRIT16671. El fragmento génico de PilA se amplific6 por PCR usando el
vector pRIT1670 y los cebadores MDES PILA-3 y MDES PILA-4. El fragmento de PilA se clono en el vector de
expresion pET-26 usando los sitios de restriccion Ndel / Xhol La secuencia de ADN que codifica seis aminoacidos
histidina (his) se incorpord en el cebador 5 para afiadir seis histidinas (6xhis) en el extremo N-terminal de la
secuencia PilA (MDES PILA-3).

Para generar LVL312 (péptido sefial Figl-E-fragmento PilA-GG-fragmento PE-GGHHHHHH), se realizé una reaccion
en cadena de la polimerasa para amplificar el gen PilA (aminoacidos 40-149 / cepa 86-028NP) usando el vector
pRIT16671 como un molde y los cebadores CAN534 y CAN537. La secuencia de ADN que corresponde al péptido
sefial (sp) Flgl y el aminoacido acido glutamico (E) se incorporaron en el cebador 5° (CAN534). Para conectar la
secuencia PilA con la secuencia PE, la secuencia de ADN que corresponde al conector de dos aminoacidos glicina
(GG) y los aminoacidos PE N-terminales se incorporaron en el cebador 3’ (CAN537). Se realiz6 otra reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar el gen PE (aminoacidos 18-160) usando el vector pRIT16711 como un
molde y los cebadores CAN536 y CAN538. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos de PilA C-
terminales y los aminoacidos GG se incorporaron en el cebador 5 para conectar PilA con la secuencia de PE
(CAN536). La secuencia de ADN que corresponde al conector de aminoacidos GG y los aminoacidos 6xhis se
incorporaron en el cebador 3' (CAN538). Finalmente, para generar LVL312, se realiz6 una tercera reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar los genes PilA y PE en fusion al péptido sefial Flg/ en el N-terminal, un
aminoacido acido glutamico (E) entre Figl y PilA, un conector GG entre las secuencias PilA y PE y un conector GG
entre PE y los aminoacidos 6xhis en el C-terminal. Para lograr esta amplificacion, los productos de las dos
reacciones en cadena de la polimerasa descritos anteriormente se usaron como molde con los cebadores CAN534 y
CANS538. La secuencia de ADN que corresponde al sitio de restriccion Ndel se incorporé en el cebador 5’ y el sitio
de restriccion Hindlll se incorporo en el cebador 3'. El producto de PCR generado se insertd después en el vector de
clonacién pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL291 (péptido sefial pelB-fragmento PE-GG-fragmento PilA-GG-6xhis), se realizd una reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar el gen PE (aminoacidos 19-160) usando el vector pRIT16711 como un
molde y los cebadores CAN547 y CAN546. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos del péptido
sefial (sp) se incorporé en el cebador 5° (CAN544). Para conectar la secuencia PilA con la secuencia PE, la
secuencia de ADN que corresponde al conector de aminoacidos GG y los aminoacidos PilA N-terminales se
incorporaron en el cebador 3' (CAN546). Se realiz6 otra reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el gen
PilA (aminoacidos 40-149 de SEQ ID NO. 58, SEQ ID NO. 127) usando el vector pRIT16671 como un molde y los
cebadores CAN545 y CAN535. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos de PE C-terminales y los
aminoacidos GG se incorporaron en el cebador 5’ (CAN545) para conectar la secuencia de PilA con la secuencia de
PE. La secuencia de ADN que corresponde al conector de aminoacidos GG y los aminoacidos 6xhis se incorporaron
en el cebador 3' (CAN535). Finalmente, para generar LVL291, se realiz6 una tercera reaccion en cadena de la
polimerasa para amplificar los genes PE y PilA en fusion al péptido sefal pelB en el N-terminal, un conector GG
entre las secuencias PE y PilA y un conector GG entre PilA y los aminoacidos 6xhis en el C-terminal. Para lograr
esta amplificacién, los productos de las dos reacciones en cadena de la polimerasa descritos anteriormente se
usaron como molde con los cebadores CAN544 y CAN535. La secuencia de ADN que corresponde al sitio de
restriccion Ndel se incorporé en el cebador 5 y el sitio de restriccion Hindlll se incorpord en el cebador 3'. El
producto de PCR generado se insertd después en el vector de clonaciéon pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL268 (péptido sefial pelB-D-fragmento PE-GG-fragmento PilA-GG-6xhis), se realizd una reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar el gen PE (aminoacidos 20-160) usando el vector pRIT16711 como un
molde y los cebadores CAN547 y CAN546. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos del péptido
sefial (sp) pelB y el aminoacido acido aspartico (D) se incorporaron en el cebador 5 (CAN547). Para conectar la
secuencia PilA con la secuencia PE, la secuencia de ADN que corresponde al conector de aminoacidos GG y los
aminoacidos PilA N-terminales se incorporaron en el cebador 3' (CAN546). Se realiz6 otra reaccion en cadena de la
polimerasa para amplificar el gen PilA (aminoacidos 40-149 / cepa 86-028NP) usando el vector pRIT16671 como un
molde y los cebadores CAN545 y CAN535. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos de PE C-
terminales y los aminoacidos GG se incorporaron en el cebador 5 (CAN545) para conectar la secuencia de PilA con
la secuencia de PE. La secuencia de ADN que corresponde al conector de aminoacidos GG y los aminoacidos 6xhis
se incorporaron en el cebador 3° (CAN535). Finalmente, para generar LVL268, se realizé una tercera reaccion en
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cadena de la polimerasa para amplificar los genes PE y PilA en fusion al péptido sefial pelB en el N-terminal, un
aminoacido acido aspartico (D) entre el péptido sefial pelB y PE, un conector GG entre las secuencias PE y PilA y un
conector GG entre PilA y los aminoacidos 6xhis en el C-terminal. Para lograr esta amplificacion, los productos de las
dos reacciones en cadena de la polimerasa descritos anteriormente se usaron como molde con los cebadores
CAN547 y CAN535. La secuencia de ADN que corresponde al sitio de restriccion Ndel se incorporé en el cebador 5’
y el sitio de restriccion Hindlll se incorporé en el cebador 3. El producto de PCR generado se insertd después en el
vector de clonacion pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL269 (péptido sefial NadA-ATNDDD-fragmento PE-GG-fragmento PilA-GG-6xhis), se realizé6 una
reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el gen PE (aminoacidos 22-160 de SEQ ID NO. 4) usando el
vector pRIT16711 como un molde y los cebadores CAN548 y CAN546. La secuencia de ADN que corresponde a los
aminoacidos del péptido sefial (sp) pelB y los aminoacidos ATNDDD se incorporaron en el cebador 5 (CAN548).
Para conectar la secuencia PilA con la secuencia PE, la secuencia de ADN que corresponde al conector de
aminoacidos GG y los aminoacidos PilA N-terminales se incorporaron en el cebador 3’ (CAN546). Se realiz6 otra
reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el gen PilA (aminoacidos 40-149 de SEQ ID NO. 58, SEQ ID
NO. 127) usando el vector pRIT16671 como un molde y los cebadores CAN545 y CAN535. La secuencia de ADN
que corresponde a los aminoacidos de PE C-terminales y los aminoacidos GG se incorporaron en el cebador 5 para
conectar la secuencia de PilA con la secuencia de PE (CAN545). La secuencia de ADN que corresponde al conector
de aminoacidos GG y los aminoacidos 6xhis se incorporaron en el cebador 3' (CAN535). Finalmente, para generar
LVL269, se realizé una tercera reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar los genes PE y PilA en fusion al
péptido sefal NadA en el N-terminal, los aminoacidos ATNDDD entre el péptido sefial NadA y PE, un conector GG
entre las secuencias PE y PilA y un conector GG entre PilA y los aminoacidos 6xhis en el C-terminal. Para lograr
esta amplificacién, los productos de las dos reacciones en cadena de la polimerasa descritos anteriormente se
usaron como molde con los cebadores CAN547 y CAN535. La secuencia de ADN que corresponde al sitio de
restriccion Ndel se incorporé en el cebador 5 y el sitio de restriccion Hindlll se incorpord en el cebador 3'. El
producto de PCR generado se insertd después en el vector de clonaciéon pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL270 (M-6xHis-fragmento PE-GG-fragmento PilA), se realizd una reaccion en cadena de la
polimerasa para amplificar el gen PE (aminoacidos 17-160) usando el vector pRIT16711 como un molde con los
cebadores CAN540 y CAN542. La secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos 6xhis se incorporaron en
el cebador 5 (CAN540). Para conectar la secuencia PilA con la secuencia PE, la secuencia de ADN que
corresponde al conector de aminoacidos GG y los aminoacidos PilA N-terminales se incorporaron en el cebador 3’
(CAN542). Se realiz6 otra reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el gen PilA (aminoacidos 40-149 /
NTHi cepa 86-028NP) usando el vector pRIT16671 como un molde con los cebadores CAN541 y CAN543. La
secuencia de ADN que corresponde a los aminoacidos de PE C-terminales y los aminoacidos GG se incorporaron
en el cebador 5° (CAN541) para conectar la secuencia de PilA con la secuencia de PE. Finalmente, para generar
LVL270, se realizd una tercera reacciéon en cadena de la polimerasa para amplificar el gen 6-his-PE-GG-PIilA en
fusion. Para lograr esta amplificacion, los productos de las dos reacciones en cadena de la polimerasa descritos
anteriormente se usaron como molde con los cebadores CAN540 y CAN543. La secuencia de ADN que corresponde
al sitio de restriccion Ndel se incorporo en el cebador 5’ y el sitio de restriccion Hindlll se incorporé en el cebador 3'.
El producto de PCR generado se insertd después en el vector de clonacion pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL315 (péptido senal pelB-MD-fragmento PE-GG-fragmento PilA-GG-6xhis), se realizd6 una
mutagénesis dirigida al sitio para cambiar la secuencia de aminoacidos de PE N-terminales de QIQ a MD usando
LVL291 como un molde con los cebadores CAN670 y CAN671 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange
Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL317 (péptido sefial pelB-fragmento PE-GG-fragmento PilA), se realizé6 una mutagénesis dirigida al
sitio para incorporar un codén de parada entre el gen PilA y la secuencia de ADN que corresponde a los restos de
aminoacidos GGHHHHHH (SEQ ID NO: 3) usando LVL291 como un molde con los cebadores CAN678 y CAN679 y
el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL318 (péptido sefal pelB-MD-PE-GG-PilA), se realiz6 una mutagénesis dirigida al sitio para
incorporar un codéon de parada entre el gen PilA y la secuencia de ADN que corresponde a los restos de
aminoacidos GGHHHHHH (SEQ ID NO: 3) usando LVL315 como un molde con los cebadores CAN678 y CAN679 y
el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL702 (LVL291 AQ), se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa usando el vector LVL291
como molde y los cebadores CAN1517 y CAN1518. La delecion de tres nucleétidos que corresponden al aminoacido
Q en la posicién 23 en la secuencia LVL291 se incorporé al cebador 5'. La unica diferencia entre LVL702 y LVL291
es la delecion del aminoacido Q en la posicién 23 en la secuencia LVL291. Los sitios de restriccién Ndel y Hindlll se
incorporaron en los cebadores 5’ y 3’ respectivamente. El producto de PCR generado se insert6 después en el
vector de clonacion pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL735 (LVL317 AQ), se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa usando el vector LVL317
como molde y los cebadores CAN1517 y CAN1519. La delecion de tres nucleétidos que corresponden al aminoacido
Q en la posicién 23 en la secuencia LVL317 se incorporo al cebador 5'. La unica diferencia entre LVL735 y LVL317
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es la delecion del aminoacido Q en la posicién 23 en la secuencia LVL317. Los sitios de restriccién Ndel y Hindlll se
incorporaron en los cebadores 5’ y 3’ respectivamente. El producto de PCR generado se insert6 después en el
vector de clonacion pET-26b(+) (NOVAGEN®).

Para generar LVL736 (LVL291 + SA), se realizé una mutagénesis dirigida al sitio para afiadir los aminoacidos Sy A
entre el aminoacido 22 y 23 en la secuencia LVL291. Se us6 LVL291 como un molde con los cebadores CAN1531 y
CAN1532 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL737 (LVL291 + A), se realiz6 una mutagénesis dirigida al sitio para afiadir el aminoacido A entre el
aminoacido 22 y 23 en la secuencia LVL291. Se us6 LVL291 como un molde con los cebadores CAN1529 y
CAN1530 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL738 (LVL291 AQIQ), se realiz6 una mutagénesis dirigida al sitio para eliminar los aminoacidos Q, |
y Q en las posiciones 23 a 25 en la secuencia LVL291. Se usé LVL291 como un molde con los cebadores CAN1523
y CAN1524 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

Para generar LVL739 (LVL291 AQIQK), se realiz6 una mutagénesis dirigida al sitio para eliminar los aminoacidos Q,
I, Q y K en las posiciones 23 a 26 en la secuencia LVL291. Se usé LVL291 como un molde con los cebadores
CAN1525 y CAN1526 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene
Division).

Para generar LVL740 (LVL291 AQIQKA), se realizé una mutagénesis dirigida al sitio para eliminar los aminoacidos
Q, I, Q, Ky A en las posiciones 23 a 27 en la secuencia LVL291. Se us6 LVL291 como un molde con los cebadores
CAN1527 y CAN1528 y el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene
Division).

Para generar LVL778 (LVL736 Aetiqueta 6xHis), LVL779 (LVL737 Aetiqueta 6xHis), LVL780 (LVL738 Aetiqueta
6xHis), LVL781 (LVL739 Aetiqueta 6xHis) y LVL782 (LVL740 Aetiqueta 6xHis) se realizé una mutagénesis dirigida al
sitio usando los vectores LVL736, LVL737, LVL738, LVL739 y LVL740 como moldes, respectivamente, con los
cebadores CAN1669 y CAN543. La delecion de la etiqueta 6xHis corresponde a la secuencia de aminoacidos
GGHHHHHH (SEQ ID NO. 3) en las secuencias C-terminales. Esta delecion se incorporé en el cebador 3'. Los sitios
de restriccion Ndel y Hindlll se incorporaron en los cebadores 5’ y 3’ respectivamente. El producto de PCR generado
se insert6 después en el vector de clonacion pET-26b(+) (NOVAGEN®).
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Transformacion

Las células de Escherichia coli BLR (DE3) o E. coli HMS (DE3) se transformaron con ADN plasmidico de acuerdo
con procedimientos convencionales con células tratadas con CaCl, (Hanahan D. « Plasmid transformation by
Simanis. » In Glover, D. M. (Ed), DNA cloning. IRL Press London. (1985): p. 109-135.). Brevemente, las células BLR
(DE3) o HMS174(DE3) competentes se descongelaron suavemente en hielo. Se mezclaron aproximadamente 4 pl
de plasmido (10-100 ng) usando 50-100 pl de células competentes. En lo sucesivo, esta formulacion se incubd en
hielo durante 30 min. Para realizar la reacciéon de trasformacion, a la formulacién se dieron pulsos de calor a 42 °C
durante 45 segundos y después se incubaron en hielo durante 2 minutos. Se afiadieron aproximadamente 0,5 ml de
medio SOC (caldo Super Optimo con represién de catabolitos) a las células transformadas y el cultivo celular se
incubo a 37 °C durante una hora antes de colocar en placa en agar Luria-Bertani (LB) con 50 ug/ml de kanamicina.
Se colocaron en placa alrededor de 100 pl de cultivo celular transformado y se incubd durante toda la noche a 37°C.

BLR (DE3): BLR es un derivado recA de BL21 (F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DES3). Esta cepa de E. coli usada
para la expresion de proteinas recombinantes mejora los rendimientos de mondmeros de plasmido y puede ayudar a
estabilizar los plasmidos diana que contienen secuencias repetitivas o cuyos productos pueden causar la pérdida del
profago DE3 (Studier, F.W. (1991) J. Mol. Biol. 219: 37-44). El genotipo detallado de E.coli BLR (DE3) se ha
publicado por NOVAGEN®. (F- ompT hsdSB (rBmB-) gal dcm A(srl-recA)306::Tn10 (TetR) (DE3).

HMS174 (DE3): Las cepas HMS174 proporcionan la mutacion recA en un fondo K-12. Como BLR, estas cepas
pueden estabilizar ciertos genes diana cuyos productos pueden provocar la pérdida del profago DE3. El genotipo
detallado de E.coli HMS174 (DE3) se ha publicado por NOVAGEN®. (F- recA1 hsdR(rK12- mK12+) (DE3) (Rif R).

La produccién usando BLR (DE3) y la caracterizacion de construcciones etiquetadas con His se describen
del Ejemplo 3 al Ejemplo 6

Ejemplo 3: Expresion de proteinas usando un matraz de agitacion

Generalmente, se despojo una placa de agar confluente inoculada con Escherichia coli BLR (DE3) transformada con
plasmido recombinante, se resuspendié en medio de cultivo y se usé para inocular 800 ml de caldo LB (Becton,
Dickinson and Company) £ 1 % (peso/volumen, p/v), glucosa (Laboratoire MAT, nimero de catalogo: GR-0101) y 50
pg/ml de kanamicina (Sigma) para obtener una D.O.g00 nm entre 0,1 y 0,2. Los cultivos se incubaron a 37 °C con
agitacion de 250 RPM para alcanzar una D.O.g00 nm de -0,8.

Después se recogié un ml de cada cultivo, se centrifugdé a 14 000 RPM durante 5 minutos y los sobrenadantes y los
sedimentos se congelaron a -20 °C separadamente.

A una D.O.g00 nm de ~0,8, los cultivos de BLR (DE3) se enfriaron (-20 °C, 20 minutos o 4 °C, ° hora, preferentemente
a 4 °C durante 1 hora) antes de inducir la expresion de la proteina recombinante por la adicién de isopropil 3-D-1-
tiogalactopirandsido 1 mM (IPTG; EMD Chemicals Inc., numero de catalogo: 5815) y se realiz6 la incubacion durante
toda la noche a 16, 22 y 30 °C o 3 horas a 37 °C con agitacion de 250 RPM, preferentemente durante toda la noche
a 22 °C. Después del periodo de induccion los cultivos se centrifugaron a 14 000 RPM durante 5 minutos o 6 000
RPM durante 15 minutos y los sobrenadantes (muestra de la fraccion de medio) y los sedimentos (que contienen
fracciones soluble e insoluble) se congelaron a -20 °C separadamente.

Estas condiciones se usan para la expresion de proteinas periplasmicas.

Ejemplo 4: Purificacion de proteinas usando un matraz de agitacion, pastas de células, construcciones
etiquetadas con His

Cada sedimento bacteriano obtenido después de la induccién se resuspendié en 20 mM de tampoén acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES) (pH 8,0) que contiene 500 mM NaCl, 10 mM imidazol y Cdctel Inhibidor
de Proteasa Roche COMPLETE® (1 comprimido/50 ml de tampén HEPES que contiene 500 mM NaCl, comprimidos
Roche COMPLETE® ULTRA, Roche Diagnostics Corporation). Alternativamente, puede usarse tampén bicina 20 a
50 mM en lugar de tampén HEPES que contiene NaCl. Por ejemplo, puede usarse tampon bicina 20 mM. Las
bacterias se lisaron usando un Sistema Constante 1,1 kW 2 X 206842,72 kPa (kilopascales) (30 000 PSI (libras por
pulgada cuadrada)). Los componentes solubles (sobrenadante) e insolubles (sedimentos) se separaron por
centrifugacion a 20 000 g durante 20 min a 4 °C.

Las proteinas etiquetadas con 6-His se purificaron en condiciones nativas en cromatografia de afinidad de metal
inmovilizado (IMAC) usando el protocolo de purificacion de proteinas PROFINIA™ (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Los
componentes solubles se cargaron en una columna Trap 5 ml His (Bio-Rad Laboratories, Inc.) pre-equilibrada con el
mismo tampdn usado para la resuspension de bacterias; los componentes solubles se afiadieron hasta 5 ml/min
(produciendo una “fraccién de flujo a través”). Después de cargar en la columna, la columna se lavé con 10
volumenes de columna del mismo tampdn a una velocidad de 10 ml/min (produciendo una “fraccién de lavado n.°
1”). Se realiz6 un segundo lavado usando 20 mM de tampon bicina o 20 mM de tampén HEPES (pH 8,0) que
contiene 500 mM de NaCl y 20 mM de imidazol, produciendo una “fraccion de lavado n.° 2. La elucion se realizé
usando 2 volumenes de columna de 20 mM de tampén HEPES o 50 mM de tampén bicina (pH 8,0) que contiene
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500 mM de NaCl y 250 mM de imidazol a una velocidad de 10 ml/min, produciendo una “fraccién de elucion”.

Para mejorar la pureza de la proteina, las fracciones de elucién positivas de IMAC se pusieron en conjunto y se
cargaron en una columna de cromatografia de exclusion de tamario (SEC) (HILOAD™ SUPERDEX™ 200 06/60 de
GE Healthcare) pre-equilibrada en tampodn fosfato salino sin calcio o magnesio (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na;HPO,4 8,1 mM, KH;PO4 1,47 mM, pH 7,4). Las muestras de las fracciones de elucion se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). Las muestras se concentraron
usando Centricon 10 000 MW (Millipore).

La concentracion de proteina se determiné usando un espectrometro.

Ejemplo 5: Analisis de SDS-PAGE y transferencia Western de construcciones etiquetadas con His y Analisis
de SDS-PAGE de construcciones LVL317 y LVL318 no etiquetadas con His

Preparacién de la fraccion soluble e insoluble

Por ejemplo, 1 ml de cultivo después de la induccion, véase, por ejemplo, el Ejemplo 3 anterior) se centrifugd a 14
000 RPM durante 2 min. El sedimento se resolubiliz6 usando 40 ul de Reactivo de Extracciéon de Proteinas
BUGBUSTER® (NOVAGEN®, EMD4 Biosciences, Merck), creando una suspension celular. La suspension celular
se incubd en una plataforma rotatoria durante 10 min a temperatura ambiente. La suspension celular se centrifugd
después a 14 000 RPM durante 2 min para separar la fraccion soluble. El sedimento resultante (fraccién insoluble)
se resolubilizé usando 70 yl de agua desionizada, 5 pl de ditiotreitol (DTT) 1 M y 25 pl de Tampén de Muestra
NUPAGE® LDS (dodecil sulfato de litio) 4X (INVITROGEN™). La fraccion soluble (sobrenadante de la suspension
celular del sedimento resolubilizado) se afiadié a 30 ul de agua desionizada, 5 yl de DTT 1 My 25 pl de Tampon de
Muestra LDS 4X.

Preparacion de la fraccion de medios

Por ejemplo, para preparar la fraccion de medios, se concentraron 100 ul del sobrenadante del cultivo celular entero
inducido después de la centrifugacion (véase, por ejemplo, el Ejemplo 3 anterior) afiadiendo 500 pl de reactivo RC |
(Bio-Rad Laboratories, Inc.); la muestra se mezcld y se incubé durante 1 min a temperatura ambiente. Después, se
afadieron 500 pl de Reactivo Il (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a la muestra y se mezclé. Esta formulacion se centrifugd
a 14 000 RPM durante 10 min. El sedimento se resolubilizdé usando 28 ul de agua desionizada, 2 ylde DTT 1 My 10
pl de Tampdn de Muestra LDS 4X.

Preparacion de la fraccién de purificacién

Por ejemplo, las proteinas purificadas (por ejemplo, obtenidas como se describe en el Ejemplo 4) se prepararon para
el analisis por SDS-PAGE afiadiendo 70 pl de muestra, 5 yl de DTT 1 M y 25 pl de Tampoén de Muestra LDS 4X.

Andlisis de SDS-PAGE y transferencia a una membrana de nitrocelulosa

El analisis de SDS-PAGE y transferencia a una membrana de nitrocelulosa se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (Invitrogen) usando geles NUPAGE® Bis-Tris 4-12 %. Las preparaciones de las
muestras, los tampones y las condiciones de migracion se realizaron en condiciones recomendadas por los
proveedores.

En un ejemplo, el gel se cargé con una muestra de 20 ul de una mezcla maestra que comprendia 70 pl de una
fraccion de proteina purificada, 5 yl de DTT 1 My 25 yl de Tampon de Muestra LDS 4X.

Después de que las muestras se corrieran en geles NUPAGE® Bis-Tris 4-12 %, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa.

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon durante 30 minutos a 37 °C, 60 RPM usando leche al 3 % / solucién
fresca de PBS 1X. Después de bloquear la incubacion, se afiadieron Anticuerpos Primarios (Anticuerpo 6X His
Tag®, Abcam PLC, numero de catalogo: ab9108) a una dilucion de: 1:1000 en leche al 3 % / solucion fresca de PBS
1X durante 1 hora a 37 °C, 60 RPM. Después de esto, las membranas se lavaron tres veces, durante 5 minutos cada
una, a temperatura ambiente usando polisorbato 20 al 0,02 % (por ejemplo, TWEEN™ 20) / PBS 1X. Se afiadieron
Anticuerpos Secundarios (fosfatasa alcalina (AP) de conejo anti-IgG (H+L) de conejo, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) a una dilucién 1:14 000 usando leche al 3 % / solucion fresca de PBS 1X. Las membranas se
incubaron durante 1 hora a 37 °C, 60 RPM. Después de esto, las membranas se lavaron tres veces durante 5
minutos a temperatura ambiente usando polisorbato 20 al 0,02 % (por ejemplo, TWEEN™ 20) / PBS 1X antes de las
exposiciones de membrana a 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitro azul de tetrazolio (por ejemplo, BCIP®/NBT de
Sigma-Aldrich®, 1 comprimido / 10 ml de agua).

Véase la Figura 1 para SDS-PAGE de los extractos bacterianos inducidos para las construcciones de proteinas de
fusion LVL291, LVL268 y LVL269. La Fraccion Insoluble (), Fraccién Soluble (S) y Fraccién medio de cultivo (M) se
cargaron para LVL291, LVL268 y LVL269 antes y después de la induccion (ind).
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Véase la Figura2 para SDS-PAGE y transferencia Western con respecto a los extractos de purificacion para las
construcciones de proteinas de fusion LVL291, LVL268 y LVL269. La Fraccion de flujo a través (Ft), fraccion de
lavado (W) y Fraccién de elucion (E) se cargaron para la purificacion de LVL291, LVL268 y LVL269. Se us6 Anti-
etiqueta his para sondar los extractos.

Véase la Figura 3 para SDS-PAGE de los extractos bacterianos inducidos y de purificacion para las construcciones
de proteinas de fusion LVL291 y LVL315. La Fraccion del medio de cultivo (M), la Fracciéon soluble (Sol), la Fraccion
insoluble (Ins), la Fraccion de flujo a través (Ft), la Fraccion de lavado n.° 1 (W1), la Fraccion de lavado n.° 2 (W2) y
la Fraccion de elucion (E) se cargaron para LVL291 y LVL315.

Véase la Figura 4 para SDS-PAGE de los extractos bacterianos inducidos y de purificacion para la construccion de
proteinas de fusién LVL312. La Fraccion del medio de cultivo (M), la Fraccion soluble (Sol), la Fraccion insoluble
(Ins), la Fraccion de flujo a través (Ft), la Fraccion de lavado n.° 1 (W1), la Fraccién de lavado n.° 2 (W2) y la
Fraccion de elucion (E) se cargaron para LVL312.

Véase la Figura 25 para SDS-PAGE de las fracciones solubles de extractos bacterianos inducidos para las
construcciones de proteinas de fusion LVL291, LVL702, LVL736, LVL737, LVL738, LVL739, LVL740 y el vector
pET26b (control negativo). (a) Experimento 1 (b) Experimento 2 (c) Experimento 3. Proteina de fusion PE-PIlA
indicada por una flecha.

Véase la Figura 26 para el porcentaje de banda promedio de la proteina de fusién en la fraccion soluble de los
Experimentos 1, 2y 3.

Los extractos bacterianos LVL317 y LVL318 usados en el analisis SDS-PAGE en la Figura 5 y la Figura 6,
respectivamente, se prepararon generalmente como se describe anteriormente.

Figura 5. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos (1 mMy 10 uM IPTG) para la construccion de proteinas de
fusiéon LVL317. Extractos de antes (NI) y después (In) de la induccion, Fraccion soluble (S), Fraccion insoluble (1).

Figura 6. SDS-PAGE de extractos bacterianos inducidos (1 mM y 10 uM IPTG) para la construccion de proteinas de
fusion LVL318. Extractos de antes (NI) y después (In) de la induccién, Fraccién del medio de cultivo (M), Fraccion
soluble (S), Fraccion insoluble (1).

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana Immobilon-P. Las bandas de proteinas
tefiidas con Azul Coomassie se cortaron y se colocaron en un reactor secuenciador. La secuenciacion se llevé a
cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante usando un Secuenciador de Proteinas PROCISE® de Applied
Biosystems, modelo 494-cLC.

Tabla 5: Perfiles de expresion de proteinas de matraz de agitacion y escision del péptido sefial para las
construcciones de proteinas de fusion.

ID de la Construccién Descripcion Perfil de expresion Escision del
de proteina de fusion N-term — C-term proteica péptido senal
Flgl sp - E - Fragmento PilA - GG - Fragmento In: +++
LVL312 PE - GGHHHHHH 205 + Confirmada
e: +
PelB sp-Fragmento PE - GG - Fragmento PilA In: 44+
LVL291 GGHHHHHH SOE ++ Confirmada
Se: +
PelB sp - D - Fragmento PE - GG - Fragmento In:+++
LVL268 PilA - GGHHHHHH gg :+ Confirmada
NadA sp - ATNDDD - Fragmento PE - GG In:+++
LVL269 Fragmento PilA - GGHHHHHH S Confirmada
In: +
LVL270 M'HHHHHH - Fragmento PE - GG - Fragmento So- No ensayada
PilA :
Se: -
PelB sp - MD - Fragmento PE - GG - Fragmento In: +++
LVL315 PilA - GGHHHHHH gZET Confirmada
In:+++
LVL317 PelB - Fragmento PE - GG - Fragmento PilA So: + Confirmada
Se: Nt
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(continuacion)

ID de la Construccién Descripcion Perfil de expresion Escision del
de proteina de fusion N-term — C-term proteica péptido senal
PelB sp- MD - F to PE - GG - F fo| It
LVL318 elB sp - MD - Fragmento PE - GG - Fragmento | o .,
PilA .
Se: -
PelB sp - F to PE- GG - F to PilA -| I+
LVL702 &b sp - Fragmento Fi - -rragmento FiA =) go: 4+ Confirmada
GGHHHHHH ;
Se: Nt
PelB sp - F to PE- GG - F to PilA-| Mt
LVL736 b sp - Fragmento P - -rragmento FiA = gq. 44 Confirmada
GGHHHHHH ;
Se: Nt
PelB sp - F to PE- GG - F to PilA -| I+
LVL737 &b sp - rragmento Ft - -rragmento FiA =) go: 4+ Confirmada
GGHHHHHH ;
Se: Nt
PelB sp - F to PE- GG -F to PilA-| M+
LVL738 et sp - Fragmento Pk - -rragmento FiA = g4 44 Confirmada
GGHHHHHH ;
Se: Nt
PelB sp - F to PE- GG - F to PilA -| I+
LVL739 &b sp - Fragmento Ft - -rragmento FiA =) g5 4+ Confirmada
GGHHHHHH ;
Se: Nt
PelB sp - F to PE- GG -F to PilA-| It
LVL740 et sp - Fragmento Pk - -rragmento FiA = g4 44 Confirmada
GGHHHHHH oo Nt

So = Fraccion soluble. In = Fraccion Insoluble. Se = Proteina secretada en la fraccion de medios. Nt = No ensayado.
La siguiente clasificacion se basé en una inspeccion visual (coomassie) + : expresion baja; ++ : expresion media;
+++ : expresion alta; -: sin expresion

Ejemplo 6: Caracterizacion de la proteina de fusion LVL291

PROPIEDADES FISICAS DE LVLS291: Plegamiento de PE y PilA en LVL291 y Punto de fusién

Dicroismo circular:

Analisis de la estructura secundaria

El dicroismo circular (DC) se usa para determinar la composicion de la estructura secundaria de una proteina
midiendo la diferencia en la absorcion de la luz polarizada a mano izquierda frente a la luz polarizada a mano
derecha que se debe a la asimetria circular. La forma y la magnitud de los espectros de DC en la region UV lejana
(190-250 nm) son diferentes si una proteina exhibe una estructura de lamina beta, de hélice alfa o de enrollamiento
aleatorio. La abundancia relativa de cada tipo de estructura secundaria en una muestra de proteina dada puede
calcularse por comparacion con los espectros de referencia.

Los espectros de UV lejanos se miden usando un camino éptico de 0,01 cm de 178 a 250 nm, con una resolucion de
1 nm y anchura de banda en un espectropolarimetro Jasco J-720. La temperatura de la célula se mantiene a 23 °C
por un bloqueante de células RTE-111 con termostato Peltier. Se mantiene un flujo de nitrégeno de 10 I/min durante
las mediciones.

Resultados:

Los espectros de DC de UV lejano obtenidos para las proteinas PE (a partir de la construccion pRIT16762), PilA (a
partir de la construccion pRIT 16790) y PEPIIA son caracteristicos de proteinas plegadas que contienen una mezcla
de estructuras alfa y beta, pero PE es significativamente mas rica en hélices alfa que PilA y PE-PIlA (Figura 7,
espectros DC de las proteinas de fusion PE, PilA y PE-PIlA).

Para evaluar la integridad del plegamiento de las proteinas PE y PilA individuales una vez unidas juntas en una
proteina quimérica y después verificar una posible interaccion entre ambas, se calcularon los espectros de
diferencia.

* Cuando se combinan los espectros UV lejanos de PE y PilA, el espectro resultante se superpone al espectro de
la quimera PE-PIilA (Figura 8, combinacion del espectro de DC de PE y PilA). Este resultado sugiere que la
quimera PE-PilA contiene todas las estructuras secundarias que se detectan en los componentes individuales.
También sugiere que la fusidon de las proteinas no tiene mayor impacto en las estructuras secundarias de los
componentes individuales y en consecuencia que el plegamiento de PE y PilA no es significativamente diferente
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si las proteinas estan separadas o en fusion.

Evaluacion del punto de fusién:

Para evaluar si la expresion en la fusién tiene un impacto en las propiedades termodinamicas de las proteinas
individuales, se han evaluado los puntos de fusion de PE, PilA y PE-PilA monitorizando el desplegamiento de la
hélice alfa con la temperatura por dicroismo circular.

La presencia de la hélice alfa se caracteriza por un minimo en la sefial de dicroismo circular en 222 nm, por lo que
un aumento significativo en la sefial de DC en 222 nm durante el aumento de temperatura es una indicacion de la
desnaturalizacion proteica. La determinaciéon de la temperatura a la que la proteina se somete a la pérdida de
estructura secundaria permite la determinacion del punto de fusion (Tm), que corresponde a la temperatura a la que
la mitad de las proteinas han perdido su estructura.

El punto de fusiéon puede determinarse por la identificacién del punto de inflexiéon en la curva de desnaturalizacion
térmica obtenida a partir de un grafico de temperatura frente a DC 222 nm.

* Los puntos de fusion de PilA y PE como se determina por DC de UV lejano son respectivamente 52 °C y 68 °C
(Figura 9, curva de desnaturalizacion térmica de PilA; Figura 10, curva de desnaturalizacion térmica de PE).

* La proteina de fusion PE-PilA exhibe dos Tm distintas a 48 °C y 71 °C (Figura 11, curva de desnaturalizacion
térmica de PE-PilA). Estos valores indican que las proteinas PE y PilA todavia se pliegan independientemente
cuando se unen a una quimera y que se despliegan a una temperatura similar aunque estén separadas o en
fusion. La observacion de que el desplegamiento de la porcion PilA a 48 °C no provoca la precipitacion o impacta
en la Tm de la porcién PE a 71 °C es una indicacion fuerte de que la interaccion entre PE y PilA dentro de la
fusion es minima y que no tienen un impacto mayor observable entre si. Los puntos de fusion de las proteinas
son sensibles a diversas condiciones externas, incluyendo la composicién del tampén o la presencia de
moléculas que interactien; que no se observe mayor variacion tras la fusién de PE y PilA es una indicacion
fuerte de la conservacion de la mayoria de la estructura y de las propiedades tanto de PE como de PilA cuando
se unen juntas.

Ejemplo 7: Procedimiento de fermentacion

Las proteinas de fusion de la invencion pueden prepararse por procedimientos conocidos por aquellos expertos en la
materia.

Ejemplo 8: Purificacion de proteinas de PE, PilA y LVL317

Purificacién de la proteina PE a partir de pRIT16762:

Para generar el vector de expresion pRIT16762, el vector pRIT16711 se digirié6 usando las enzimas de restriccion
BamHI y Ncol para eliminar 6 restos de aminoacidos entre la secuencia sefial (pelB) y PE. El vector obtenido se
llamo6 pRIT16762. En este vector, hay 3 aminoacidos entre la secuencia sefial pelB y PE: MDP. En una segunda
etapa, se realizé una mutagénesis dirigida al sitio para cambiar la secuencia de aminoacidos de MDP a QIQ usando
pRIT16762 como molde con los cebadores MnoNTHi-44 y MnoNTHi-45 (descritos en la Tabla 4) y el kit de
Mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Il (Agilent Technologies, Stratagene Division).

La semilla funcional de E. coli BLR (DE3) que contenia PE QIQ (de la construccién pRIT16762) se descongel6 de -
80 °C y se uso6 para preparar 100 ml de pre-cultivo en caldo LB en una incubacién durante toda la noche a 37 °C en
agitacion a 215 RPM. Después de la incubacién durante toda la noche, ocho matraces que contenian 800 ml de LB
APS se inocularon con 12,5 ml de pre-cultivo y se midié la DOgoo a alrededor de 0,06. Los cultivos se incubaron 3 h a
37 °C con agitacion. A una DOegy a alrededor de 0,9, se afadié 1 mM IPTG para iniciar la induccion. Durante la
induccion, los cultivos se incubaron 19 h a 22 °C con agitacion. Después de la induccion, la DOgyo fue alrededor de
2,2. Los cultivos celulares se transfirieron a bolsas de centrifuga de 1 | colocadas dentro de botellas de 1 |1 y se
centrifugaron a 4 °C durante 30 minutos a 6.000 xg y el sobrenadante se descart6. Se guardaron alicuotas de 1 ml
de cultivo pre- y post-induccion y sobrenadante para analisis futuros.

Lisis de las BLR (DE3) inducidas con PE QIQ

Las bolsas de centrifuga se retiraron de las botellas de centrifugacion, se abrieron y el sedimento se expulso de la
bolsa a un vaso de precipitados. Los ocho sedimentos se pusieron juntos y se resuspendieron en 100 ml de tampon
de union (20 mM Hepes, 10mM imidazol, 500 mM NaCl, pH 8,01). Las E.coli BLR (DE3) que contenian la
construccion PE QIQ se rompieron con el disruptor celular Bench Top Serie TS de Constant Systems Ltd. (1x 206,85
MPa; 1x103,43 MPa (1x30 kPsi; 1x15kPsi)). El lisado se centrifugd 30 minutos, 6000 RPM, 4 °C. El sobrenadante se
guardd y se cargd en una columna IMAC.

Purificacion IMAC de PE QIQ

La columna IMAC (BioRad, Bio-Scale Mini Profinity IMAC cartucho de 5 ml) se equilibré con 5 CV de tampén de
union (20 mM HEPES, 10 mM imidazol, 500 mM NacCl, pH 8,01) a 5 ml/min. Se cargaron 100 ml de sobrenadante
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lisado en la IMAC a 2,5ml/min. El flujo a través se recogio en fracciones de 50 ml para analisis futuros. La columna
se lavé con 3 CV de tampdn de unidn para retirar la proteina sin unir. La muestra que contenia proteinas sin unir se
recogio en una alicuota de 15 ml en un tubo de 50 ml. La columna se lavé con 2 CV de tampdn de lavado (20 mM
HEPES, 20 mM imidazol, 500 mM NaCl, pH 8,01) recogido en fracciones de 2 ml en una placa de 96 pocillos. La
proteina unida se eluy6 después con 6 CV de tampon de elucion al 100 % (20 mM HEPES, 250 mM imidazol, 500
mM NaCl, pH 8,01). La proteina eluida se recogié en fracciones de 2 ml en placas de 96 pocillos. El lavado y la
elucién se realizaron a 5 ml/min.

Cromatografia de exclusion de tamario (SEC) del conjunto IMAC de PE QIQ

La columna SEC (GE healthcare, HILOAD™ 26/60 SUPERDEX™ 75 clasificacion prep, 60 cm de altura aprox. 319
ml de volumen) se equilibré con 3 CV de tampén SEC (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8,49). Se cargaron 11 ml
de eluido IMAC en la columna a un caudal de 2,5 ml/min. Se recogieron fracciones de 2 ml de 0,3 CV a 0,9 CV. Se
realizaron dos ejecuciones después las fracciones se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones de las dos
ejecuciones que contienen la proteina Prot E se pusieron juntos ("conjunto SEC ", 48 ml de volumen total aprox.). Se
afadieron 500 mM de Arginina al conjunto SEC.

Dosificacion de las muestras puestas en conjunto PE QIQ generadas en el protocolo SEC anterior

El conjunto SEC se dosificé con el procedimiento RCDC (Agente reductor y detergente compatible, por sus siglas en
inglés) del kit Bio-Rad RC DC™ siguiendo el protocolo del fabricante:

Para cada muestra ensayada y patrén, se distribuyeron 25 ul en tubos de microfuga por duplicado. Se afiadieron
125 pl de Reactivo | Bio-Rad RC en cada tubo; cada tubo se sometié a vortex y se incubd durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Se anadieron 125 ul de Reactivo Il Bio-Rad RC en cada tubo; cada tubo se sometié a
vortex y se centrifugd después a 14.000 xg durante 5 minutos. Los sobrenadantes se descartan invirtiendo los
tubos en papel de tejido absorbente permitiendo que el liquido se drene completamente de los tubos. Se afiaden
25,4 pl de Reactivo A (ya preparado mezclando 20 ul de Reactivo S por 1 ml de Reactivo A) a cada tubo; cada
tubo se sometié a vortex y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente o hasta que el precipitado se
disuelva completamente. Se somete a vortex antes de avanzar a la siguiente etapa. Ahadir 200 pl de reactivo B
de CD a cada tubo y someter a vortex inmediatamente. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Transferir todas las muestras a una placa de 96 pocillos y leer la absorbancia a 750 nm para determinar la
concentracion de proteina para cada muestra de proteina desconocida.

La concentracion de ProtE fue 1,069 mg/ml.

Purificacion de proteina PilA etiquetada conHis

PilA se purific siguiendo el procedimiento general a continuacion:

Las células de E. coli que contienen una construccion que codifica PilA o un fragmento de la misma se
suspenden en BUGBUSTER® y nucleasa BENZONASE® (NOVAGEN®), por ejemplo 10 ml de BUGBUSTER® y
10 ul de nucleasa BENZONASE®. El lisado celular se mezcla a temperatura ambiente en una plataforma
rotatoria, por ejemplo, durante 15 minutos. El lisado celular se centrifuga a 4 °C, por ejemplo a 16.000 g durante
20 minutos. El sobrenadante que contiene la proteina se afiade a una columna Ni NTA que contiene una resina
Ni NTA HIS-BIND® y se mezcla a 4 °C, por ejemplo durante 1 hora. La columna puede consistir en 2 ml de
resina Ni NTA HIS-BIND® (NOVAGEN®) y 10 ml de tampdn de unién 1X (del kit de NOVAGEN® de tampon Ni-
NTA). Después se recoge el flujo a través de la columna. La resina se lava dos veces con tampén de lavado 1X,
por ejemplo, que contiene 300 mM NaCl, 50 mM NaH»PO4, 25 mM imidazona, pH 8,0). El lavado se recoge por
flujo de gravedad. La proteina se elyue de la columna con tampodn de elucion 1X, por ejemplo, 300 mM NaCl, 50
mM NaH,PO4, 250 mM imidazona, pH 8,0. La proteina puede purificarse adicionalmente por dialisis con el
tampon de unidn y reejecutarse sobre una columna Ni NTA como se ha descrito anteriormente.

Escision de trombina de PilA

PilA se incuba después con trombina (diluida 1/50) a temperatura ambiente durante 16 h, para retirar la etiqueta de
histidina.

Cromatografia de exclusion de tamario (SEC) en PilA escindida con trombina.

La columna SEC (GE healthcare, HILOAD™ 26/60 SUPERDEX™ 75 clasificacion prep., 60 cm de altura aprox. 319
ml de volumen) se equilibr6 con 5 CV de tampén SEC (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8,52). Se cargaron
aproximadamente 10 ml de PilA escindida en la columna a un caudal de 2,5 ml/min. Se recogieron fracciones de 2
ml de 0,3 CV a 0,9 CV. Se realizaron dos ejecuciones después las fracciones se analizaron por SDS-PAGE. Las
fracciones de las dos ejecuciones que contenian la proteina PilA escindida se pusieron juntas (“conjunto SEC”, 52 ml
de volumen aprox. total).
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Dosificacién de PilA, conjunto SEC.

El conjunto SEC se dosificd con el procedimiento RCDC como se describe anteriormente. La concentracion de PilA
escindida estuvo en 5,37 mg/ml.

Dialisis del conjunto SEC PilA con PBS 1x pH 7,4 (factor de dialisis = 1600) y dosificacién por RCDC
La concentracion post-didlisis determinada por RCDC estuvo en 3,0 mg/ml.

Purificacion de LVL317

Choque osmoético

Ya que la proteina de fusion LVL317 se expresa y procesa en el periplasma bacteriano, la proteina se extrajo por
choque osmdtico.

Una pasta celular de E. coli B2448 recolectada congelada (-20 °C) que contenia LVL317 de 4 | de cultivo
fermentador se puso en conjunto y se resuspendio en un tampoén hiperténico que consiste en 24 mM Tris-HCI, 16 %
(p/v) sacarosa, 9,9 % (p/v) glucosa, 10 mM EDTA, pH 8,0 hasta un volumen final de 4 I. La suspension se mezclo
cuidadosamente durante 30 min a temperatura ambiente usando un propulsor de 3 hojas instalado en un agitador
basico RW 16, a velocidad media. La suspension se centrifugd a 15.900 x g durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante (SN1) se guardo para el analisis en gel.

El sedimento resultante se resuspendié en una solucién hipoténica; 38 mM MgCl,, y se mezclé durante 30 min a
temperatura ambiente. LA mezcla se centrifugd a 15.900 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente y el
antigeno se recuperd en el sobrenadante (SN2).

Se realizd una clarificaciéon del SN2 por filtracion a través de un filtro Sartorius Sartopore 2 MidiCap de
polietersulfona 0,45/0,2 ym, a 600 ml/min de caudal.

El SN2 se diluyé 1:3 con 20 mM NaH;PO4-Na;HPO., pH 7,0, el pH se ajusté a 7,0 si fuera necesario y se realiz6 otra
clarificaciéon por filtracién a través de un filtro Sartorius Sartopore 2 MidiCap de polietersulfona 0,45/0,2 um, a 600
ml/min de caudal.

Cromatografia SP SEPHAROSE™ de flujo rapido (SP FF)

El SN2 diluidoffiltrado se cargd y se capturd en una resina intercambiadora catiénica fuerte (SP SEPHAROSE™ FF -
GE Healthcare) en una columna de 14 cm DI (diametro interno) x 20 cm (volumen de la columna 3100 ml)
equilibrada con 2 CV de tampén 20 mM NaH,PO4 / Na,HPO4 pH 7,0. Después de lavar la columna con 5 CV de
tampon 20 mM NaH.PO,4 / NapHPO4 pH 7,0, el antigeno (contenido dentro de LVL317) se eluyé aumentando la
concentracion de NaCl hasta 100 mM en el mismo tampén de lavado.

Véase la Figura 12 para un cromatograma tipico de SP SEPHAROSE™ de Flujo Rapido.
Cromatografia Q SEPHAROSE™ de flujo rapido (Q FF)

El antigeno presente en el Eluido de SP FF se diluy6é 1:4 con un 20 mM Tris pH 8,5, el pH se ajusto a 8,5 si fuera
necesario y se paso a través de una resina intercambiadora catiénica fuerte (Q SEPHAROSE™ FF - GE Healthcare)
en una columna de 14 cm DI x 11,8 cm (volumen de la columna 1800 ml) equilibrada con 2 CV de tamp6n 20 mM
Tris pH 8,5. El antigeno se recuper6 en la fraccion de flujo a través.

Véase la Figura 13 para un cromatograma tipico de Q SEPHAROSE™ de Flujo Rapido.
Concentracion, diafiltracién, adicion de polisorbato 80 y filtracion estéril

El flujo a través Q FF que contenia el antigeno se concentr6 hasta 0,7-0,8 mg/ml a base del cromatograma UV y se
diafiltré con 5 DV de tampdén 10 mM KH,PO4 / K;HPO4 pH 6,5 usando una membrana Pellicon-2™ de 10 kDa de
corte (Millipore).

Usando una solucion madre al 5 %, se afiadid polisorbato 80 (por ejemplo, TWEEN™ 80) al retenido de
ultrafiltracion y se agitdé durante 30 minutos con un agitador magnético a 130 rpm a 4 °C. La concentracion final del
polisorbato 80 fue el 0,04 %. El retenido de ultrafiltracion se esterilizd por filtracion a través de una membrana de
Acetato de Celulosa 0,45/0,2 ym (Sartobran 300, Sartorius). El volumen purificado se almacené a -20 °C 0 -80 °C. La
concentracion absoluta de proteina se midié por AAA (Analisis de aminoacidos) a 0,737 mg/ml.

Ejemplo 9: Uso de Polisorbato 80

Un experimento de titulacion indic6 que la adicion de polisorbato 80, especificamente, TWEEN™ 80 a una
concentracién final del 0,04 % (p/v) al volumen purificado antes de la filtracion estéril redujo la formacion de
particulas filamentosas y la agregacion.
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De acuerdo con el analisis de DSC, el TWEEN™ 80 redujo el grado de cambio estructural (30-45 °C) visto después
de ciclos de congelacion/descongelacion después del almacenamiento a -20 °C y después de 4 dias de
almacenamiento a 4 °C, -20 °C y 37 °C.

Ejemplo 10: Analisis SDS-PAGE y transferencia Western de LVL317
Analisis SDS-PAGE y transferencia Western

Se cargd un gel NUPAGE®, Bis-Tris al 4-12 % como se describe a continuacion con 10 pg de muestra en tampodn de
muestra NUPAGE® LDS que contiene 50 mM DTT calentado 5 min a 95 °C (se cargaron 20 uyl de muestra para
muestras que tienen concentracion baja). Migracion: 35 minutos a 200 Voltios a temperatura ambiente (TA) en
Tampodn de ejecucion NUPAGE® MES. El gel se tifid 2 horas con azul Instant (Novexin cat.: ISBO1L) y se destifid
durante toda la noche en agua.

Contenidos de carril:

1: Patron MW (10 i) 2: Inicio (fraccion total) (10 pg) 3:  SN1 sin filtrar (10 pg)
4: SN2 sin filtrar (10 ug) 5: Sin extraer (10 pg) 6: Carga SP FF (10 pg)
7:Flujo a través SP FF (6,9 ug)  8: Lavado SP FF (20 pl) 9: Elucion SP FF (10 pg)
10: Tira SP FF (10 pg) 11: Carga Q FF (8,9 pg) 12: Elucién Q FF (9,8 pg)
13: Tira Q FF (4,8 pg) 14: TFF retenido antes del pico 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

15: Volumen purificado Sin filtrar pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

16: Volumen purificado Filtrado estéril pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

17: Volumen purificado Filtrado estéril pico 0,04 % TWEEN™ 80 (20 pg + pico de lisado celular E. Coli Rix (1 pg))
18: lisado celular E. Coli Rix (2 pg)

19: lisado celular E. Coli Rix (1 pg)
20: lisado celular E. Coli Rix (0,5 ug)

Véase la Figura 14 para un SDS-PAGE de las muestras en el procedimiento a partir del procedimiento de
purificacién de la proteina de fusién Pe-PilA.

Para la transferencia Western, las proteinas se transfirieron a 4 °C durante toda la noche a 30 Voltios en tampdn de
transferencia NUPAGE® + 20 % metanol, 0,1 % SDS en una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se
bloquearon 1 hora con 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7,4 + 5 % de leche seca no grasa, se incubd 2 horas en
anticuerpo primario policlonal de conejo diluido en tampdén de bloqueo (anti-Prot-E 1/50 000 y anti-Ecoli (BLR) 1/1
000), se lavd 3x5 minutos en 50 mM Tris pH 7,4 + 0,05 % Tween 20, se incub6 durante 1 hora en anticuerpo
secundario (cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina diluida 1/5000 en tampdn de bloqueo), se lavd 3x5
minutos en tampén de lavado y se desarrolld en sustrato BCIP/NBT (1 comprimido por 10 ml). Todas las
incubaciones se realizaron en 25 ml por membrana.

Véase la Figura 15 para una transferencia Western de las muestras en el procedimiento a partir del procedimiento
de purificacion de la proteina de fusion Pe-PilA. La transferencia usa anti-PE policlonal de conejo.

Contenidos de carril:

1: Patron MW (10 i) 2: Inicio (fraccion total) (10 pg) 3:  SN1 sin filtrar (10 pg)
4: SN2 sin filtrar (10 ug) 5: Sin extraer (10 pg) 6: Carga SP FF (10 pg)
7:Flujo a través SP FF (6,9 ug)  8: Lavado SP FF (20 pl) 9: Elucion SP FF (10 pg)
10: Tira SP FF (10 pg) 11: Carga Q FF (8,9 pg) 12: Elucién Q FF (9,8 pg)
13: Tira Q FF (4,8 pg) 14: TFF retenido antes del pico 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

15: Volumen purificado Sin filtrar pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

16: Volumen purificado Filtrado estéril pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

17: Volumen purificado Filtrado estéril pico 0,04 % TWEEN™ 80 (20 pg + pico de lisado celular E. Coli Rix (1 pg))
18: lisado celular E. Coli Rix (2 pg)

19: lisado celular E. Coli Rix (1 pg)

20: lisado celular E. Coli Rix (0,5 ug)

Véase la Figura 16 para una transferencia Western de las muestras en el procedimiento a partir del procedimiento
de purificacion de la proteina de fusion Pe-PilA. La transferencia usa anti-E. coli (BLR) policlonal de conejo.

50



10

15

20

25

30

ES 2658512713

Contenidos de carril:

1: Patron MW (10 pl) 2: Inicio (fraccion total) (10 pg) 3:  SN1 sin filtrar (10 ug)
4: SN2 sin filtrar (10 ug) 5: Sin extraer (10 pg) 6: Carga SP FF (10 pg)
7:Flujo a través SP FF (6,9 ug)  8: Lavado SP FF (20 pl) 9: Elucion SP FF (10 pg)
10: Tira SP FF (10 pg) 11: Carga Q FF (8,9 pg) 12: Elucién Q FF (9,8 pg)
13: Tira Q FF (4,8 pg) 14: TFF retenido antes del pico 0,04 % TWEEN™ 80 (10 ug)

15: Volumen purificado Sin filtrar pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

16: Volumen purificado Filtrado estéril pico de 0,04 % TWEEN™ 80 (10 pg)

17: Volumen purificado Filtrado estéril pico 0,04 % TWEEN™ 80 (20 pg + pico de lisado celular E. Coli Rix (1 pg))
18: lisado celular E. Coli Rix (2 pg)

19: lisado celular E. Coli Rix (1 pg)

20: lisado celular E. Coli Rix (0,5 ug)

Comentarios de las figuras de SDS-PAGE y Transferencia Western: La proteina de fusion PE-PilA migra a 30
kDa. La extraccion por choque osmotico extrae la proteina de fusion expresada y procesada en el periplasma
bacteriano y reduce la contaminacion de la bacteria. Pequefia pérdida de la proteina de fusién durante el tratamiento
hiperténico (carril 3). Una pequefia proporcion no se extrae por tratamiento hipotonico y se mantiene asociada a las
células (carril 5). Pequefia pérdida en el flujo a través de SP FF (carril 7) y en la fraccion de tira de ambas columnas
(carriles 10 y 13). Ya que el volumen total de la fraccion de tira es bajo la pérdida de proteina no es significativa. Las
bandas degradadas son visibles en las fracciones de tira pero no en el producto final. No hay contaminacion
significativa de proteinas de la célula hospedadora E. coli en el volumen purificado (carril 16).

El analisis de LVL735 y LVL778 produjo perfiles similares a LVL31.
Ejemplo 11: Datos de puntos de fusién para PE, PilA 'y LVL317

La transicion térmica de la proteina de fusién PE-PIlA sin etiqueta His (LVL317) se compard con la transicion térmica
tanto de las proteinas PE etiquetada con his (como se describe en el Ejemplo 8) como PilA escindida (como se
describe en el Ejemplo 8), purificadas como se describe anteriormente.

Antes de la DSC, PE y PilA se dializaron durante toda la noche en 10 mM KoHPO4/KH,PO,4 pH 6,5 + 0,04 % Tween
80 (relacién 1:250 volumen de la muestra:del tampdn) para tenerlas en el mismo tampén como la proteina de fusion.
Después de la dialisis, la concentracién de las proteinas se midié por BCA y se ajustd a 300 ug/ml (PE) y 500 pg/mi
(PilA).

El andlisis se realizé6 en VP™-DSC de MicroCal, LLC (parte de GE Healthcare). El tampén de dialisis final se usé
como referencia y se sustrajo de los barridos. Velocidad de barrido de DSC 90 °C/h. Para evaluar la capacidad de
medir la transicion térmica en el Recipiente Final (RF) después de la formulacion, la proteina de fusion se diluyé a la
concentracion RF (60 ug/ml). Datos de recipiente final no mostrados.

Resultados:

Véase la Figura 17 para la transicion térmica de la proteina de fusion Pe-PilA y las proteinas PE y PilA. Curvas: PilA
(1), Proteina E (Prot E, PE) (2), PE-PilA PB sin diluir 737mg/ml (3) y PE-PilA PB diluida a la concentracion RF 60

pg/mi (4).

1-PilA Tm: 53 °C

2 - Proteina E Tm: 63

3 - PE-PilA PB (Volumen Purificado) sin diluir 737 pg/ml - Tm1:53,7°Cy Tm; : 66,1 °C
4 - PE-PIlA PB diluida a la concentracion RF 60 pg/ml Tm1:53,2°Cy Tm2: 67,6 °C

Se detectaron dos transiciones en la proteina de fusion purificada (LVL317) (curvas 3y 4).
La Tmy (53,7 °C) de la proteina de fusion PE-PIilA es similar a la transicion de PilA (53 °C).

Desplazamiento significativo de Tm» en PE-PIlA (66,1 °C) en comparacion con la transicion de PE (63 °C). La fusion
de ambos dominios parece estabilizar el fragmento PE.

El desplazamiento de Tm, en la proteina de fusién diluida en comparacién con la no diluida es un artefacto de
concentracion que surge de la fuerte pendiente decreciente tipica de la agregacion que es dependiente de la
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concentracion.
El analisis del plegamiento de antigenos de LVL735 y LVL778 fueron similares a aquel de LVL317.

Ejemplo 12: Respuesta de inmunogenicidad de la construccion LVL291 de proteina de fusion PE-PilA en
ratones Balb/c

La respuesta inmune dirigida contra la proteina de fusién PE-PilA LVL291 (la proteina de fusion LVL291 sin el
péptido sefial heterdlogo) formulada en AS03s se evaludé en ratones Balb/c. Los animales (20 ratones/grupo) se
inmunizaron por la via intramuscular los dias 0, 14 y 28 con 10 pg de PE (del vector pRIT16762), PilA (del vector
pRIT16790) o PE-PilA, cada uno formulado en AS03a. El grupo control se vacuné solamente con AS03a. La
respuesta de anticuerpos dirigida contra cada antigeno se determiné en sueros individuales recogidos el dia 42. No
se obtuvo respuesta de anticuerpos con el control negativo. Como se muestra en la Figura 18, la respuesta de
anticuerpos dirigidos contra PilA fue mayor en ratones inmunizados con la fusion PE-PilA en comparacion con la
respuesta de anticuerpos en ratones inmunizados con PilA monovalente. Las respuestas de anticuerpos dirigidas
contra PE fueron similares en ratones inmunizados con la proteina de fusién y ratones inmunizados con PE
monovalente. GMT = titulo de media geométrica. Los datos se capturaron y analizaron con el Software SOFTMAX®
Pro (Molecular Devices) en WINDOWS® (Microsoft); la funcion log logistica de cuatro parametros se us6 para
calcular la curva patron. La funcion log logistica de cuatro parametros describe, con un alto grado de precision, la
curva del suero de referencia que muestra una forma sigmoidea pronunciada cuando se representa en una escala
densidad optica frente a concentracion (log). Las concentraciones de anticuerpos se calcularon en cada dilucion de
muestras de suero de ratén por interpolacion de la curva patrén. El anticuerpo en los sueros de control de calidad y
en las muestras de suero desconocidas se obtiene promediando los valores de todas las diluciones que caen dentro
del intervalo de trabajo (10-80 %) de la curva de dilucién de la referencia.

Los resultados se muestran en la Figura 18, que grafica las respuestas de anticuerpos frente a la proteina de fusion
PE-PilA LVL291 y contra PE y PilA monovalentes en el modelo de ratén Balb/c.

Ejemplo 13: Modelo de colonizacién nasofaringeo murino. Inmunizacién con PE-PilA. Desafio con NTHi cepa
86-028NP y NTHi cepa 3224A.

Ratones hembra balb/c (20/grupo) se inmunizaron intranasalmente los dias 0 y 14 con 6 ug de una proteina de
fusion PE-PIlA purificada (LVL291 para el desafio con 86-028NP; LVL317 para el desafio con la cepa 322A)
formulada con LT (toxina labil al calor de Escherichia coli) y el dia 28 con 6 ug de una proteina de fusién PE-PilA
purificada en tampon fosfato salino (PBS). Los ratones control (20/grupo) se vacunaron con LT sola. Los ratones se
desafiaron intranasalmente de forma posterior con 5 x 10® UFC (unidades formadoras de colonias) de NTHi
homologa cepa 86-028NP y NTHi heterdloga cepa 322A. La homologia y la heterologia se determinan por referencia
a la cepa NTHi con la que los ratones se inmunizaron. Se contaron las colonias bacterianas en las cavidades
nasales y se retiraron los dias 1y 2 después del desafio. D1 = dia 1. D2 = dia 2.

La vacunacion PE-PilA aumento la desaparicion de NTHi cepa 86-028NP y NTHi cepa 322A en la nasofaringe el dia
1y el dia 2 después del desafio.

Para el experimento realizado con NTHi cepa 86-028NP: Se realiz6 un ANOVA fijo de 2 vias usando los valores
log10 de los recuentos como respuesta, siendo los factores fijos el grupo (4 niveles) y el dia (2 niveles). Se rechazo
asumir la heterogeneidad de la varianza y se ajusté a los datos un modelo con varianzas heterogéneas. No se
detectd interaccion significativa entre los 2 factores. El grupo fusion PE-PilA (6 pg por ratén) redujo
significativamente las UFC en comparacioén con el grupo control (LT); siendo la relaciéon de la media geométrica igual
a 0,06 con un intervalo de confianza del 95 % de 0,01, 0,25.

Para el experimento realizado con NTHi cepa 322A: Se realiz6 un ANOVA fijo de 3 vias usando los valores log10
como respuesta, siendo los factores fijos el grupo, el dia y el experimento. El ensayo de Shapiro-Wilk y Levene no
rechazoé las presunciones de normalidad y homogeneidad de las varianzas. No se detect6 interaccion significativa
entre ninguno de los 2 factores o entre los 3 factores y solamente se mantuvieron los factores principales en el
analisis. PE-PilA / LT redujeron significativamente las UFC en comparacion con el grupo control; siendo la relacion
de la media geométrica igual a 0,11 con un intervalo de confianza del 95 % de 0,02, 0,61.

Véase la Figura 19 para el efecto de la vacunacion de la proteina de fusion Pe-PilA en la desaparicién bacteriana de
NTHi cepa 86-028NP en la nasofaringe de ratén.

Véase la Figura 20 para el efecto de la vacunacioén de la proteina de fusion Pe-PilA en la desaparicion bacteriana de
NTHi cepa 322A en la nasofaringe de ratén.

Ejemplo 14: Modelo de colonizacion nasofaringeo murino. Inmunizacién con PilA. Desafio con NTHi cepa
3219C.

Ratones hembra OF1 (20 ratones/grupo) se inmunizaron intranasalmente los dias 0 y 14 con 3 pg de PilA (del vector
16790) formulada con LT y el dia 28 con 3 ug de PilA en PBS. Los ratones control se vacunaron con LT sola. Los
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ratones se desafiaron intranasalmente de forma posterior con 5 x 108 UFC de NTHi cepa 3219C. Se contaron las
colonias bacterianas en las cavidades nasales y se retiraron los dias 3 y 4 después del desafio. D3 = dia 3. D4 = dia
4,

Véase la Figura 21 para el efecto de la vacunacién de PilA en la desaparicion bacteriana en la nasofaringe de raton.

Ejemplo 15: Modelo de colonizacion nasofaringeo murino. Inmunizacién con PE. Desafio con NTHi cepa
3224A.

Ratones hembra Balb/c (20 ratones/grupo) se inmunizaron intranasalmente los dias 0 y 14 con 3 ug de PE (del
vector pRIT16762) formulada con LT y el dia 28 con 3 pg de PilA en PBS. Los ratones control se vacunaron con LT
sola. Los ratones se desafiaron intranasalmente de forma posterior con 5 x 108 UFC de NTHi cepa 3224A. Se
contaron las colonias bacterianas en las cavidades nasales y se retiraron los dias 3 y 4 después del desafio. Se
examinaron 10 ratones el dia 3 (D3). Se examinaron 10 ratones el dia 4 (D4). La vacunacién de PE aumenté
significativamente la desaparicion de NTHi en la nasofaringe el dia 4 después del desafio (Figura 22), usando el
ensayo de Dunn para el andlisis estadistico.

Véase la Figura 22 para el efecto de la vacunacién de PE en la desaparicion bacteriana en la nasofaringe de raton.

Ejemplo 16: Unién a Vibronectina. Inhibiciéon de la union a vibronectina por la proteina de fusiéon PE-PilA
LVL317 y LVL735.

Se evalué la capacidad de PE en la construccion de proteina de fusion PE-PilA LVL317 para unirse a vitronectina.
Unas placas de microtitulacion (POLYSORP™, Nunc, Thermo Fisher Scientific) se recubrieron con PE (del vector
pRIT16762) o con proteina de fusion PE-PilA LVL317 purificada (10 ug/ml). Las placas se lavaron cuatro veces con
NaCl 150 mM-polisorbato 20, 0,05 % (por ejemplo, TWEEN™ 20) y se bloquearon durante una o dos horas con
PBS-BSA al 1 %. Después de cuatro lavados, se afiadié vitronectina (Vitronectina de plasma humano, SIGMA-
ALDRICH®) (10 pg/ml), se diluyé dos veces (12 diluciones) y las placas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron después 4veces con NaCl 150 mM-polisorbato 20, 0,05 % (por ejemplo, TWEEN™
20). Después de los lavados, la vitronectina unida se detecté usando peroxidasa de oveja anti-vitronectina humana
(US Biological) seguido de la adiciéon de orto-fenilen diamina/sustrato H,O». El color desarrollado es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpo fijado a la vitronectina.

Véase la Figura 23 para (a) proteina de fusion PE-PilA LVL317 unida a vitronectina. PilA = PilA de NTHi cepa 86-
028NP (como se describe para pRIT16790); PE = Proteina E (como se describe para pRIT16762) y (b) proteina de
fusion PE-PIlA LVL317 y LVL735 unidas a vitronectina.

Ejemplo 17: Unién a Vibronectina. Inhibiciéon de la unién a vibronectina por anticuerpos dirigidos contra la
proteina de fusiéon PE-PilA LVL291.

Unas placas de microtitulacion (POLYSORP™, Nunc, Thermo Fisher Scientific) se recubrieron con PE (del vector
pRIT16762) o con proteina de fusién PE-PIlA purificada (10 pg/ml). Las placas se lavaron cuatro veces con NaCl 150
mM-polisorbato 20, 0,05 % (por ejemplo, TWEEN™ 20) y se bloquearon durante una o dos horas con PBS-BSA al 1
%. Después de los lavados, se afiadié vitronectina (Vitronectina de plasma humano, SIGMA-ALDRICH®) a 40 pg/ml
y los anticuerpos anti-PE-PIilA purificados (producidos y purificados en el laboratorio) se diluyeron en serie dos veces
y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las placas se lavaron después 4 veces con NaCl 150 mM-
polisorbato 20, 0,05 % (por ejemplo, TWEEN™ 20). Después de cuatro lavados, la vitronectina unida se detecto
usando peroxidasa de oveja anti-vitronectina humana (US Biological) seguido de la adicion de orto-fenilen
diamina/sustrato H;O,. El color desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo fijado a la
vitronectina. Se observo la inhibicién de la unién de vitronectina a PE por los anticuerpos policlonales dirigidos contra
PE-PIilA.

Véase la Figura 34 para la inhibicion de la unién de vitronectina por los anticuerpos policlonales contra la proteina de
fusion PE-PIlA.

Ejemplo 18: Antigenicidad de la proteina de fusion PE-PilA LVL291. ELISA.

La proteina de fusion PE-PilA LVL291 purificada se validd en un ensayo de antigenicidad con proteinas
monovalentes como control. La proteina de fusion se ensayd en un ELISA de sandwich desarrollado con anticuerpos
policlonales (de conejo y de cobaya) generados contra el fragmento génico PE que codifica para los aminoacidos 22
a 160 de SEQ ID NO: 4 (como se describe para pRIT16711) o contra PilA de NTHi cepa 86-028NP (del vector
pRIT16790).

PilA o PE se afadio a 100 ng/ml y se diluyo en serie dos veces. Después de 30 minutos de incubacion y después de
lavar, el antigeno unido se detectd por un suero policlonal de conejo obtenido después de la inmunizacion con PE o
PilA. Los anticuerpos unidos se detectaron usando una peroxidasa anti-lg de conejo (Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc.) seguido de la adicién de orto-fenilen diamina/sustrato H.O-. El color desarrollado es directamente
proporcional a la cantidad de antigeno presente. Las lecturas de absorbancia se midieron usando un
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espectrofotémetro para placas de microtitulacion. La antigenicidad de las muestras se determiné por comparacion
con la curva del antigeno de referencia PE de longitud completa o de PilA de longitud completa y se expresa en
ug/ml. La referencia representé el 100 % de antigenicidad.

Como se observa en la tabla 6: La antigenicidad se observé con la proteina de fusiéon PE-PilA LVL291 purificada en
comparacion con los antigenos PE y PilA monovalentes.

Tabla 6: Antigenicidad relativa obtenida con la proteina de fusién PE-PIilA LVL291 purificada en el ensayo de
antigenicidad.

Antigenicidad relativa de PE (%)
Proteina E como Referencia 100
PE-PilA 130-148

Antigenicidad relativa de PE (%)
Proteina E como Referencia 100
PE-PilA 120-152

Ejemplo 19: Inmunogenicidad de la proteina de fusion PE-PilA LVL735.

Ratones Balb/c hembra (n = 34) se inmunizaron por la via intramuscular los dias 0, 14 y 28 con 50 pl de formulacion
de vacuna que contenia 1, 0,2 o 0,04 ug de proteina de fusion PE-PilA LVL317 o LVL735 formuladas con ASO1e o
AIPO, (fosfato aluminico). Las respuestas de anticuerpos a PE y PilA se determinaron en sueros individuales
recogidos el dia 42 y se midi6 el nivel de IgG contra PE y PilA y se expresé en ug / ml.

Véase la Figura 27 para la respuesta de anticuerpos PE y PilA a LVL317 y LVL735. GMC = concentracion media
geométrica. GMT = titulo de media geométrica. IC = intervalos de confianza.

Ejemplo 20: Efectividad protectora de las proteinas de fusion LVL735 y LVL317 en un modelo de raton de
colonizacién nasofaringea de Haemophilus influenzae no tipificable.

Ratones Balb/c hembra se inmunizaron intranasalmente los dias 0 y 14 con 10 pl de formulaciéon de vacuna que
contenia 5,8 ug de LVL735 o LVL317 mezcladas con 0,5 ug de toxina labil (LT) de E. coli. Se administré una dosis
potenciadora de 5,8 ug de LVL735 o LVL317 sin adyuvantar el dia 28. Los ratones control se vacunaron solamente
con LT los dias 0 y 14 y PBS el dia 28. Los animales se desafiaron intranasalmente con 5 x 108 ufc de NTHi cepa
3224A el dia 42. Se contaron las colonias bacterianas en las cavidades nasales y se retiraron los dias 1y 2 después
del desafio (n = 10/punto de tiempo). Las cavidades nasales se homogeneizan en el medio y se realiza la
cuantificacion bacteriana. Los resultados se expresan bien en UFC/ml.

Véase la Figura 28 para el efecto de la vacunacion de LVL735 y LVL317 en la desaparicion bacteriana en un modelo
de ratén de colonizacion nasofaringea de Haemophilus influenzae no tipificable.
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Asn
Lys
75

Arg
Arg
Pro

Leu

Ser
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Met
Val
Gln
60

Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr

140
Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Glu
Leu
Tyr
Asp
Lys
125

Asgsn

Asp

Thr Ala
15

Leu Ala

30

Asn Val

Glu Pro
Leu Tyr

Tyr Lys
95

Asp Phe

110

Lys Gln

Asn Ala

Asp Lys

Thr Ala
15

Leu Ala

30

Asn Val

Pro Gln
Tyr Val
Lys Ile
a5

Phe Tyr
110

Gln Lys
Ala Ala

Lys Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Ile
Tyr
80

Leu
Asp
Lys

Gln



10

15

Met
1
Ser
Pro

Tyr

Ile
65
Tyr

Len
Asp
Lys

Gln
145

<210> 14
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100

Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 14

Met
1
Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 15
<211> 194
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 15

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Len
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Len
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Len
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Len
Leu
120

Pro

Gly

60

Ser
Gln

25
Ile

Trp

Asn

Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln
25

Ile
Trp

Asn

Thr
105
Arg
Asp

Lys

Len
10

Asn
Arg
Val
Len
Ser
80

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Len
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Thr Ala Cys

Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys
Asn

Asp

15
Ala

Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
180

Cys
Pro
Asn
Gln
val
8O

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160



10

Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys
Gln
145
Lys
Cys
His

<210> 16

<211>195
<212> PRT

Lys

Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His
130
Ile
Lys
Arg

Phe

Lys

Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr
Ile

Ile

Glu

Ile

Thr
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100

Trp
Leu
Cys
Cys

Tyr
180

<213> Haemophilus influenzae

<400> 16

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys
Gln
145
Ile
Gly

Trp

<210> 17

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His
130
Ile
Lys
Cys

His

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr
Ile
Lys

Arg

Phe
195

Ile
Ile
20

val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp
Leu
Cys

Ile

Glu
180

Ile

Gln
Gln
Ser
Asp
Lys
B3

Asn
Gly
Ser
Ala
Thr

165
Ser

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B5

Asn
Gly
Ser
Ala
Cys

165
Tyr

ES 2658512713

Leu

Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln
Leu
Asn
150

Leu

Ile

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln
Leu
Asn
150

Thr

Ser

Thr

Ala
Gly
Ser
55

Vval
Tyr
His
Gly
Thr
135
Tyr

Ile

Phe

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr
135
Tyr

Leu

Ile

Leu

Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120
Pro
Gly

Ser

Leu

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
val
Ala
Leu
Leu
120
Pro
Gly

Ile

Phe

61

Ser

Gln
25
val

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp
Lys
Leu

Gln
185

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp
Lys

Ser

Leu
18%

Len
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr
Ala
Asn

170
Len

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr
Ala
Leu

170
Gln

Gly

Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala
Thr
Phe
155
Fhe

Len

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala
Thr
Phe
155

Asn

Leu

Len

val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu
140
Ser

Ile

Len

Leu
Val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu
140
Ser

Phe

Leu

Len

Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Ile
Lys
125
Tyr
val

Gln

Fhe

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr
vVal

Ile

Leu

Thr

Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys
Asn
Asp

Len

Tyr
130

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys
Asn
Asp

Gln

Phe
190

Ala
15

Thr
val
Pro
Tyr
Lys
95

Fhe
Gln
Ala
Lys
Leu

175
Cys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala
Lys
Leu

175
Tyr

Cys

Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala
Asn
160
Gly

Trp

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala
Lys
160

Leu

Cys



10

15

20

<211> 160
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 17

Met Lys Lys Ile
1

Ser Ala Gln Ile

20
Pro Thr Asp Val
35
Tyr Tyr Ile Asp
50

Ile Val His Phe
65

Tyr Pro Glu Pro

Leu Asn Cys Ala
100

Asp Glu Phe Trp

115
Lys His Thr Leu
130
Gln Ile Ile Cys
145

<210> 18

<211> 160

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 18

Met Lys Lys Ile
1
Ser Ala Gln Ile
20
Pro Thr Asp Val

Tyr Tyr Ile Asp
50

Ile Val His Phe

65

Tyr Pro Glu Pro

Leu Asn Cys Ala
100

Asp Glu Phe Trp

115
Lys His Thr Leu
130
Gln Ile Ile Cys
145

<210>19

<211> 160

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 19

Ile
Gln
Arg
Ser
Agp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

62

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Aszn
Arg
Thr
105
Arg
Aszp

Lys

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg

Val

Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Agp
Agp
Val
Val
Ala
Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Met
Val
Agn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Azn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Agn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
g0

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met

Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 20
<211> 160
<212> PRT

Lys

Ala

Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys

Gln

Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile

Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 20

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210>21
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400>21

Ile

Gln

Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu

Lys

Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr

Ala

Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Phe
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

63

Ser

Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Glu

Ser
Gln

25
Val

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10
Asn

Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly

Asp

Leu
Asp
Asp
75

val
val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu

Val

Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Leu

Leu

Lys

Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr

Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15
Ala

Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys

Pro

Asn
Gln
Val
g0

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
140

Cys
Ala
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile

65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 22
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val

Pro

Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His

Glu

Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 22

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ila

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 23
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Fhe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 23

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile

Gln

Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala

70
Arg

Tyr
Gln
Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val

Tyr

His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val

Ala

Leu
Leu
120
Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

64

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn

Arg

Thr
105
Arg
Asp

Glu

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu

Ser

90
Gln

Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp

75
Val

Val
Ala
Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

val
Ile
Ala

Thr

Fhe
155

Val
Val
Asn
60

Lys

Arg

Arg
Pro
Leu

1440
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Lys
Lys
45

Gln
Gly

Gln

Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu

Tyr

Asp
110
Lys
Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val

80
Ile

Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65
Tyr
Leu

Asp

Lys

Gln
145

<210> 24
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn

Glu

His
130

Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe

115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 24

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 25
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 25

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Len

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly

Thr
135

Tyr

Thr
Val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu

120
Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Len
120

Pro

Gly

65

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105

Arg

Asp

Glu

Ser
Gln
25

Val
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
50

Gln
Ala

Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val

Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Len
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg

Pro

Leu
140

Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys

125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asgsn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
55

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 26
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 26
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Leu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 27
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 27

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Len

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

66

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Glu

Ser
Gln
25

Val
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Len
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Len
Asp
Asp
Val
Val
Ala
Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
Val
Val
Ala
Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Thr
Ala
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
g0

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Ala
Asn
Gln
Val
g0

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
140



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 28
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 28
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Leu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 29
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 29

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B5

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
a0

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

67

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
80

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Ile
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys

45
Gln

Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
85

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
g0

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Len
Asp
Lys

Gln
145

<210> 30
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
Hisg
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 30

Met
1
Ser

Pro
Tyr
Ile

65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 31
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val

Pro

Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His

Glu

Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100

Trp
Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 31

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Len
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Len

Asn
150

Len
Lys
Ser
Glu

Ala
70

Tyr
Gln
Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val

Tyr

Hig
Gly
Thr

135
Tyr

Len
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Len
Len
120

Pro

Gly

Len
Glu
Tyr
49

Ile

Val

Ala

Leu
Leu
120
Pro

Gly

68

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn

Arg

Thr
105
Arg
Asp

Lys

Len
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val

Len

Ser

90
Gln

Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Len
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp

75
Val

Val
Ala
Thr

Phe
155

Len
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Len
Val
Val
Asn
60

Lys

Arg

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly

Gln

Thr

Lys
125
Tyr

Val

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
Asn
Glu
Len

Tyr

Asp
110
Lys
Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val

g0
Ile

Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met.
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 32
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ila
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 32

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65
Tyr
Len

Asp

Lys

Gln
145

<210> 33
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn

Glu

His
130

Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe

115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 33

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn

Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Len
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly

Thr
135

Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Len
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Len
Len

120
Pro

Gly

69

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Glu

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
80

Gln
Ala

Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

val
val
Ala

Thr

Fhe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Len
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro

Leu
140

Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys

125
Tyr

Val

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
85

Phe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 34
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 34

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 35
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 35

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B3

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

70

Ser
Gln

25
val

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Len
10

Asn
Arg
val
Len
Ser
- 10]

Gln
Ala

Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Len
val
val
Asn

60
Lys

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Thr
val
Pro
Tyr
Lys
85

Fhe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
g0

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Agp
Lys

Gln
145

<210> 36
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Agn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 36
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Leu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 37
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Ile
20

val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 37

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Agn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val

Ala

Leu
120
Pro

Gly

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

71

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Glu

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Glu

Leu
10

Azn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Len
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Gly
Agp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
val
Ala

Thr

Fhe
155

Leu
Val
Val
Asn
&0

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Azp
110
Lys
Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met

Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 38
<211> 160
<212> PRT

Lys

Ala

Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys

Gln

Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile

Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 38
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Len
Asp
Lys

Gln
145

<210> 39
<211> 159
<212> PRT

Lys
Ala
Ala
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
Hisg
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 39

Ile

Gln

Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu

Lys

Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Len
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Len

Asn
150

Thr

Ala

Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Val
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Len
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Len
Len

120
Pro

72

Ser

Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Ser
Gln

25
Val

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Len
10
Asn

Arg
Val
Len
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly

Asp

Len
Asp
Asp
75

val
Ile
Ala

Thr

Fhe
155

Gly
Asp
Len
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Len

val

Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Len
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Len

140
Ser

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr

Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15
Ala

Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys

Pro

Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Ala
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile

65
Tyr

Asn
Glu
His

Ile
145

<210> 40
<211> 159
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val

Pro

Cys
Phe
Thr

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His

Glu

Ala

Trp
115
Leu

Cys

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Asn
100
Gly
Ser

Ala

<213> Haemophilus influenzae

<400> 40
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Asn
Glu
His

Ile
145

<210> 41
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Cys
Phe
Thr

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu

Ala
Trp
115
Leu

Cys

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Asn
100
Gly

Ser

Ala

<213> Haemophilus influenzae

<400> 41

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Tyr
Gln
Leu

Asn

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B3

Tyr
Gln

Leu

Asn

ES 2658512713

Len
Lys
Ser
Glu

Ala
70

Hig
Gly
Thr

Tyr
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
His
Gly

Thr

Tyr
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val

Tyr

Leu
Leu
Pro

135
Gly

Thr
Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
Leu
Leu
Pro

135
Gly

Len
Lys
Tyr
40

Ile

Val

Ala

Thr
Arg
120
Asp

Glu

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Thr
Arg
120
Asp

Glu

73

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn

Arg

Gln
105
Ala
Thr

Ala

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Gln
105
Ala

Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val

Len

Ser

90
Val

Ala
Thr

Phe

Len
10

Asn
Arg
val
Len
Ser
- 10]

Val
Ala

Thr

Phe

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp

75
Val

Arg
Pro
Leu

Ser
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Arg
Pro

Leu

Ser
155

Len
Val
Val
Asn
60

Lys

Arg

Thr
Lys
Tyr

140
Val

Leu
val
val
Asn
Lys
Arg
Thr
Lys
Tyr

140
val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly

Tyr

Asp
Lys
125
Asn

Asp

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Tyr
Asp
Lys
125

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu

Len

Lys

Phe
110
Gln
Ala

Lys

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Len
Lys
Fhe
110
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro

Tyr

Ile

95
Tyr
Lys

Ala

Lys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Ile
a5

Tyr
Lys

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val

80
Len

Asp
Lys

Gln

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Leu
Asp
Lys

Gln



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65
Tyr
Leu

Asp

Lys

Gln
145

<210> 42
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn

Glu

His
130

Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe

115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 42

Met
1
Ser
Pro

Tyr

Ile
65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 43
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Aszp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Aszp
Phe

Pro

Ala
100

Trp

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 43

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn

Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr

Gln

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly

Thr
13%

Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu

120
Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

74

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asgp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Leu
10

Asgn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Agp
Leu
Agp
Asp
Val
Val
Ala
Thr

Phe
155

Leu
val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg

Pro

Leu
140

Ser

Leu
Val
Val

Azn

Pro

Leu
140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys

125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asgn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Azn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
g0

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
140

Cys
Pro
Agn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 44
<211> 160
<212> PRT

Lys Lys
Ala Gln

Thr Asp
35

Tyr Ile

50

Val His

Pro Glu
Asn Cys

Glu Phe
115

His Thr

130

Ile Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 44
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ila
65
Tyr
Leu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 45
<211> 160
<212> PRT

Lys Lys
Ala Gln

Thr Asp
35

Tyr Ile

50

Val His

Pro Glu
Asn Cys

Glu Phe
115

His Thr

130

Ile Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 45

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B3

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B3

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

75

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Len
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
- 10]

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
- 10]

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
85

Fhe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
85

Fhe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro

Tyr

Ile
65
Tyr

Leu
Azp
Lys

Gln
145

<210> 46
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 46

Met
1
Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 47
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 47

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Ser
Thr

135
Tyr

Thr
val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

76

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Ser
Gln
25

Val
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val
Len
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

val
val
Ala

Thr

Fhe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Val

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Aszn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro

Tyr

Ile
65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 48
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 48

Met
1
Ser
Pro

Tyr

Ile
65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 49
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val

Pro

Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His

Glu

Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 49

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Len
Lys
Ser
Glu
Ala

70
Arg

Tyr
Gln
Leu

Asn
150

Thr
Val
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val

Tyr

Hig
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Len
Lys
Tyr
40

Ile

Val

Ala

Leu
Leu
120
Pro

Gly

77

Ser
Gln
25

Val
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn

Arg

Thr
105
Arg
Asp

Glu

Leu
10

Asn
Arg
Val
Len
Ser
80

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val

Len

Ser

90
Gln

Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp

Val

Val
Ala
Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Val

140
Ser

Len
Val
Val
Asn
60

Lys

Arg

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly

Gln

Thr

Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Len
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu

Len

Tyr

Asp
110
Lys
Asn

Asp

Ala
15

Thr
Val
Pro
Tyr
Lys
85

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
g0

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val

g0
Ile

Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 50
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Azp
Phe

Pro

Ala
100

Trp
Lau

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 50
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Leu

Asp

Lys

Gln
145

<210> 51
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn

Glu

His
130

Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe

115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
100

Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400>51

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn

Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly

Thr
135

Tyr

Leu
Glu
Tyr
a0

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pre

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu

120
Pro

Gly

78

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105

Arg

Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
80

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
90

Gln
Ala

Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg

Pro

Leu
140

Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys

125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
85

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Lenu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 52
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Thr
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 52

Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile

65

Tyr
Len
Asp
Lys

Gln
145

<210> 53
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
Hig
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 53

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Len
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Len
Lys
Tyr
49

Ile
Val
Ala
Len
Len
120

Pro

Gly

79

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
a0

Gln
Ala
Thr

Ala

Len
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
80

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
val
val
Asn

60
Lys

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Len
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys

45
Gln

Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Len
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Thr
val
Pra
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
85

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
140

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 54
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 54

Met
1
Ser

Pro
Tyr

Ile
65
Tyr

Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 55
<211> 160
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Thr
20

val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 55

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
B3

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
Thr
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg

Tyr

Gln

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val

Ala

Leu
120
Pro

Gly

80

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Lys

Len
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
- 10]

Gln
Ala
Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
20

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

val
Ile
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
val
Asn

60
Lys

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
val
Pro
Tyr
Lys
85

Fhe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met

Ser

Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 56
<211> 160
<212> PRT

Lys

Ala

Thr
Tyr
50

Val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys

Gln

Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile

Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Leu

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 56
Met
1
Ser
Pro
Tyr
Ile
65
Tyr
Lenu
Asp

Lys

Gln
145

<210> 57
<211> 159
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

Val
Ero
Asn
Glu
His

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
His
Glu
Cys
Phe
115
Thr

Ile

Ile
Ile
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp

Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 57

Ile

Gln

Arg
Ser
Asp
Lys
B5

Asn
Gly

Ser

Ala

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Leu

Lys

Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Leu
Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg
Tyr
Gln

Leu

Asn
150

Thr

Ala

Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Thr
Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Leu
Lys
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

Leu
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
120

Pro

Gly

81

Ser

Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Glu

Ser
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp

Lys

Leu
10
Asn

Arg
val
Leu
Ser
- 10]

Gln
Ala

Thr

Ala

Leu
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser
90

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly

Asp

Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala

Thr

Phe
155

Leu

Val

val
Asn

60
Lys

Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

val

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr

Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Thr
Len
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15
Ala

val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln

Ala

Lys

Ala
15

Ala
Val
Pra
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys

Pro

Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys

Ala

Lys
160

Cys
Pro
Asn
Gln
Val
8O

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160



10

15

Met
Ser
Pro
Tyr
val

65
Pro

Asn
Glu
His

Ile
145

<210> 58
<211> 149
<212> PRT

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

His

Glu

Cys
Phe
Thr

130
Ile

Lys
Gln
Asp
35

Ile
Phe

Pro

Ala
Trp
115
Leu

Cys

Ile
Ile
20

val
Asp
Asp

Lys

Asn
100
Gly
Ser

Ala

<213> Haemophilus influenzae

<400> 58

Met
1
Glu

Ile
Len
Ser
65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 59
<211> 149
<212> PRT

Lys
Len
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Len
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 59

Ile
Gln
Arg
Ser
Ala
Arg
B3

Tyr
Gln
Leu

Asn

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Leu
Lys
Ser
Glu
val

70
Tyr

His
Gly
Thr

Tyr
150

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val

Ala

Leu
Leu
Pro

135
Gly

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Leu
Glu
Tyr
40

Ile

Asn

Arg

Thr
Arg
120
Asp

Lys

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

82

Ser
Gln
25

Ile
Val

Leu

Ser

Gln
105
Ala
Thr

Ala

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
10

Asn
Arg
Asp
Asp
val
- 10]

Val
Ala

Thr

Phe

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Len

Gly
Asp
Leu
Asn
Lys

75
Arg

Arg
Pro
Len

Ser
155

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Leu
Met
Val
Gln
60

Gly

Gln

Thr
Lys
Tyr

140
val

Gly
Len
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Leu
Lys
Lys
45

Glu

Leu

Tyr

Asp
Lys
125
Asn

Asp

Phe
Ala
Val
45

Len
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Len
30

Asn
Pro

Tyr

Lys

Fhe
110
Gln
Ala

Lys

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Ala
15

Ala
Val
Gln
val

Ile

a5
Tyr

Lys
Ala

Lys

Leu
Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Cys
Pro
Asn
Ile
Tyr

80
Leu

Asp
Lys

Gln

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

<210> 60
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly

Thr

Thr
130

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Thr

Lys

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr

Ala

Gly

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Glu

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Ala

Gly

Asp
135

Gly Ser Val Thr Gln
145

<213> Haemophilus influenzae

<400> 60

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 61
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 61

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Gln
Ile
Azn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

Thr
Ile
Thr
4an

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

83

Leun
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asn
105

Ser

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
80

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr
Lys

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Lys
Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Asp
val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Gly
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Aszn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Ser
Ser
Lys

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 62
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 62
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asnh
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 63
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 63

Thr
val
Lys
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Ala

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

84

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
S0

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
vVal
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Ile
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asgsn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Tle
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

35
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Agn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 64
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 64
Met

1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 65
<211> 149
<212> PRT

Lys

Leu

Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu

Met

Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr

Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 65

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr

Val

Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Azn
Pro
Ser
70

Val
Val

Glu

Thr

Gln

Ile

Asn
Pro
Thr
70

Ala
val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Ala

Gly

Agp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Agp

129
Ala

Thr

Ile

Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

85

Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asgn
105

Ser

Ser

Leu

Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105

Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly

Ala

Lys
10
Ala

Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly

Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Lys

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly

Leu

Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Agp
Val

125
Ala

Phe

Ala

Val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Gly
110
Thr

Aszn

Thr

Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110

Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr

95
Met

Phe

Leu
15
Ile

Glu
val
Ile
Thr

95
Met

Phe

Ile

Ala

Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Thr

Cys

Ile

Ala

Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 66
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 66

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser

65
Ala

Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 67
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala

Asn

Ile

Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser

Glu

Thr

Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 67

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr

Thr

85
Thr

Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr

70
Ala

Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn

Lys

Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys

Gly

Gly
Asn

120
Ala

86

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr

Tyr

Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
=11

Gly

Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr
Thr

Fhe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly

75
Lys

Thr
Thr

Phe

Gly
Len
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Len

Gly

Pro
140

Leu
Ala
Glu
60

Lys

Ser

Leu
Gly

Pro
140

Fhe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu

Asn

val

Ala

Val
125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly

Thr

Asn
110
Thr

Asn

Len
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Fhe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile

Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala

g0
Ser

Glu
Thr

Cys
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15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 68
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Bro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Ile

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 68
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser

Tyr

Thr

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Aszp
Gly

Ile

Thr
130

Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln

Lys

Thr
Val
Lys
Ala
Ile
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr

Ala

Gly

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Lys

Thr

Arg Ser Val Thr Lys
145

<210> 69
<211> 149
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 69

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Agn

120
Ala

87

Leun
Ile
25

Lys
Ala
Met
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Aszn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
2la

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Ala
Thr
Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ser
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asgn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 70
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Lys
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 70
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 71
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 71

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

Thr
val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

88

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
80

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
vVal
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Tle
Asn
110
Thr

Asgsn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Tle
Thr

35
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Tle
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 72
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Lys
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 72
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 73
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 73

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Lys

Thr

Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
13%

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

89

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
20

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Ala
Thr
Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
Ala
Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Ile
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile

Ala

Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys



10

15

Met

Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr

Thr

Arg
145

<210> 74
<211> 149
<212> PRT

Lys

Leu

Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu

Met

Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr

Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 74
Met
1
Glu
Ile
Len
Ser
65
Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210>75
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 75

Thr

Val

Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Lys

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln

Ile

Aszsn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln

Ala

Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Thr

Ile

Thr
a0

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

90

Leu

Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10
Ala

Lys
Asp
Gly
Val
80

Gly
Thr

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys

Ile

Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr
Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly Phe

Leu Ala

Ser Vval
45

Glu Leu

60

Ser Asn

Ser Val
Leu Ala

Gly Val

125
Pro Ala
140

Gly Phe
Leu Ala

Ala Val
45

Glu Leun

60

Lys Asn

Ser Val
Leu Ala
Gly val

125

Pr¢o Ala
140

Thr

Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Aszn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15
Ile

Glu
val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile

Ala

Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser

65
Ala

Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 76
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala

Asn

Ile

Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser

Glu

Thr

Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 76
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr

Thr

Arg
145

<210> 77
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 77

Thr
val
Gln
Ala
Thr

Thr

85
Thr

Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr

70
Ala

Val
Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn

Lys

Lys
Gly

Glu
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys

Gly

Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
4an

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

91

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr

Tyr

Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly

Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
80

Gly
Thr

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly

75
Ala

Thr
Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Ala
Thr
Ala

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys

Ser

Leu
Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ser
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe Thr Leu
15
Ala Thr Ile
30
Val Ser Glu
45
Leu Cys Val

Asn Gly Ile

Val Lys Thr

95
Ala Asn Met
110
Val Thr Trp
125
Ala Asn Phe

Phe Thr Leu
15
Ala Thr Ile
30
Val Ser Glu
45
Leu Cys Val

Asn Gly Ile

Val Lys Thr
85
Ala Asn Met
110
Val Thr Trp
125
Ala Asn Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala

80
Gln

Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys
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15

Met.
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr

Thr

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly

Ile

Thr
130

Leu
Met.
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln

Lys

Thr
5
Val
Gln
Ala
Pro
Thr

85
Thr
Ala

Gly

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gly Ser Val Thr Gln
145

<210> 78
<211> 149
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 78
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr

Thr

Arg
145

<210> 79
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 79

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

92

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Len
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Fhe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Len

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Fhe

Len
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys
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15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 80
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 80

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 81
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met.
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 81

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Glu
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Glu
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

93

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
vVal
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Fhe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Fhe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys
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15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
€5

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 82
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 82
Met

1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 83
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len

Met

Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Len
115
Cys

Val

Thr

Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 83

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Lys

Thr

Val

Gln
Ala
Ala
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Glu

Thr

Gln

Ile

Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Ala

Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

Thr

Ile

Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

94

Leu
Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asn
105

Ser

Ser

Len

Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
S0

Gly
Ala

Leu

Lys
10
Ala

Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr
Lys

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Len
Gly

Pro
140

Phe Thr

Ala Thr
30

Val Ser

45

Leu Cys

Asn Gly
Val Thr

Asp Gly
110

Val Thr

125

Ala Asn

Phe Thr

Ala Thr
30

Val Ser

45

Leu Cys

Asn Gly
Val Thr

Ala Asn
110

Val Thr

125

Ala Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

35
Met

Trp

Phe

Len
15
Ile

Glu
Val
Ile
Thr
85

Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Lys

Cys

Ile

Ala

Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys
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15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 84
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 84

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65
Ala

Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 85
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala

Asn

Ile

Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser

Glu

Thr

Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 85

Thr
Val
Gln
Ala
Ala
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr

Thr

85
Thr

Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr

70
Ala

Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn

Lys

Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys

Gly

Gly
Asn

120
Ala

95

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr

Tyr

Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
S0

Gly

Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly

75
Lys

Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys

Ser

Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu

Asn

Val

Ala

val
125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly

Thr

Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile

Thr

35
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala

80
Ser

Glu
Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 86
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 86
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser

Tyr

Thr

<210> 87
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile

Thr
130

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln

Lys

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

Thr
5
Val
Gln
Ala
Thr
Thr

B5
Thr
Ala

Gly

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Glu
135

Gly Ser Val Thr Gln
145

<213> Haemophilus influenzae

<400> 87

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

96

Len
Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Len
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
1¢]

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
Ser
Ser
Len
Gly

Pro
140

Gly
Len
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Len

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Ile
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Fhe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Len
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Len
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
85

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

&5

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 88
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 88
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 89
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 89

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Vval
Val

Glu

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Ala

Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

97

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asn
105

Ser

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
Lys
Thr
Lys

Phe

Gly
Len
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Len

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Asp
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Gly
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
B8O

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 90
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 90
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 91
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 91

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

98

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
=11

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Fhe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leun

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Fhe

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Gln
Glu

Thr

Cys



10

15

Met

Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 92
<211> 149
<212> PRT

Lys

Leu

Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Met

Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr

Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 92
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 93
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 93

Thr

Val

Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln

Ile

Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Glu

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln

Ala

Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Ala

Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr

Ile

Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

99

Leu

Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105

Ser

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10
Ala

Lys
Asp
Gly
val
90

Gly

Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
vVal
90

Gly
Ala

Leu

Lys

Ile

Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr
Lys

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly

Leu

Ala
Glu
60

Ser

Ser

Leu

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe

Ala

val
45

Leu
Asn
Val
Asp
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr

Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Arg
110

Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15
Ile

Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile

Ala

Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser

65
Ala

Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 94
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala

Asn

Ile

Gly
Leu
115
Cys

Ile

Thr
Ile
20

Tyr
Ser

Glu

Thr

Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 94

Met
1
Glu
Ile
Len
Ser

65
Ala

Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 95
<211> 149
<212> PRT

Lys
Len
Pro
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Len
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Lys
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 95

Thr
val
Gln
Ala
Thr

Thr

85
Thr

Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr

70
Ala

val

Thr

Thr

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Thr

Thr

Thr Thr
Ala TIle

Tyr Thr
40

Tyr Lys

55

Asn Cys

Lys Gly

Lys Gly

Gly Asn

120
Asp Ala
135

Gln Thr
Ala Ile

Tyr Thr
40

Tyr Lys

55

Thr Cys

Lyg Gly
Lyg Gly
Gly Asn

120

Asp Ala
135

100

Leu

Ile

25
Lys

Ser
Thr

Tyr

Asn
105
Ala

Ser

Leu

Ile
25

Lys

Ala

Ser

Tyr

Asp

105

Ala

Ser

Lys
10

Ala

Lys

Asp
Gly

Val

90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala

Lys

Asp

Gly

Val
90
Gly

Ala

Len

Lys

Ile

Ala
val

Gly

75

Ala

Thr

Thr

Phe

Lys

Ile

Ala

Val

Gly
75

Ala
Thr
Thr

Phe

Gly

Leu

Ala

Glu

60
Lys

Ser

Leu
Gly

Pro

140

Gly

Len

Ala

Glu
Asn
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
val
45

Leu

Asn

Val

Thr
val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Len
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly

Ile

Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala

80
Gln

Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys
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15

Met
Glu
Ile
Len
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

<210> 96
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly

Tle

Thr
130

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Ala
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln

Lys

Thr
5
Val
Gln
Ala
Pro
Thr

85
Thr
Ala

Gly

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gly Ser Val Thr Gln

145

<213> Haemophilus influenzae

<400> 96
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 97
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 97

Thr
val
Gln
Ala
Ala
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Thr

101

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
20

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Len
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Ser
Glu

Thr

Cys
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15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 98
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 98
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 99
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met.
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 99

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln Thr
Ala Ile

Tyr Thr
40

Tyr Lys

55

Asn Cys

Lys Gly
Lys Gly
Gly Asn

120

Asp Ala
135

Gln Thr
Ala Ile

Tyr Thr
40

Tyr Lys

55

Asn Cys

Lys Gly
Lys Gly
Gly Asn

120

Asp Ala
135

102

Leu

Ile

25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105

Ala

Ser

Leu

Ile
25

Lys

Ala

Thr

Tyr

Asn

105

Ala

Ser

Lys Lys Gly Phe

10
Ala

Lys
Asp
Gly
val
90

Gly

Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Fhe

Leu
Ala
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Fhe

Ile

Ala

Tyr
Ala
g0

Ser
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 100
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 100

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 101
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 101

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Lys

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
B5

Thr
Ala

Gly

Lys

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

103

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Len
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
=11

Gly
Thr

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Len
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Gln
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 102
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 102

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser

65
Ala

Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 103
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly

Ile

Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser

Lys

Thr

Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 103

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Pro

Thr

85
Thr

Ala
Gly

Lys

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser

70
Ala

Val
Lys

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr

Lys

Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys

Gly

Gly
Asn

120
Ala

104

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala

Ser

Tyr

Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
S0

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
90

Gly

Thr

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly

75
Ala

Thr
Ala

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Ser

Ser

Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
vVal
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu

Asn

val

Ala

Val
125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asgsn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly

Lys

Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Tle
Thr

35
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile

Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala

g0
Gln

Glu
Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 104
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 104
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asn

Tyr

Thr

Gly Ser Val Thr Gln

145

<210> 105
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile

Thr
130

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu

115
Cys

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln

Lys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 105

Thr
Val
Gln
Ala
Ala
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
5
Val
Gln
Ala
Thr
Thr

85
Thr
Ala

Gly

ES 2658512713

Gln
Ile
Azn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Ser

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
4an

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
4an

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

105

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
80

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
30

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Lys
Thr
Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
Lys
Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
1490

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Aszn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Aszn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys



10

15

20

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 106
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<220>

<221 > VARIANTE
<222> (1)...(149)
<223> Xaa = glutamina o leucina

<400> 106

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 107
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu

Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Xaa

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 107

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
B3

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

106

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val
1¢]

Gly
Ala

Len

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr
Thr

Fhe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leun

Gly

Pro
140

Gly
Len
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Len

Gly

Pro
140

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Fhe
Ala
Val
45

Leu
Asn
val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Len
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
85

Met
Trp

Fhe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys



10

15

Met
Glu

Ile

Ser
65
Ala

Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 108
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Azn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 108

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 109
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 109

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
val
Gln
Ala
Thr
Thr
B3

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Agn
Pro
Thr
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Agn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

107

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Aszp
Gly
val
20

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
1¢]

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr
Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Agn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Azn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 110
<211> 149
<212> PRT

Lys Leu
Leu Met

Pro Ser
35

Gln Ala

50

Thr Gly

Asp Ile
Gly Gly

Ile Leu
115

Thr Cys

130

Ser Val

Thr Thr
Ile Val
20

Tyr Gln
Ser Ala
Lys Pro
Lys Thr

85

Ile Thr
100

Gln Ala
Lys Gly

Thr Gln

<213> Haemophilus influenzae

<400> 110

Met
1
Glu
Ile
Len
Ser
65
Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 111
<211> 149
<212> PRT

Lysz Leu
Len Met

Pro Ser
35

Gln Ala

50

Thr Gly

Asp Ile
Gly Gly

Ile Len
115

Thr Cys

130

Ser Val

Thr Thr
5

Ile Val

20

Tyr Gln

Ser Ala
Lys Pro
Lys Thr
85

Ile Thr
100

Gln Ala
Lys Gly

Thr Gln

<213> Haemophilus influenzae

<400> 111

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
vVal

Thr

Thr

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

108

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Len

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Asn
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Gly
Len
Ala
Glu
60

Asn
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Len
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys



10

15

Met
Glu

Ile

Leu
Ser
65

Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 112
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu

Pro

Gln
50
Thr

Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Leu
Met

Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile

20
Tyr

Ser
Glu
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 112
Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65

Ala
Azn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 113
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Thr
Thr

130
Ser

Met
Ser
35

Ala
Asgn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Thr
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 113

Thr
Val

Gln

Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

ES 2658512713

Gln

Ile

Asn

Pro
Thr
70

Ala
Val
Glu

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Glu

Thr

Gln
Ala

Tyr

Tyr
55

Ser
Lys
Ala
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Ser
Lys
Ala

Gly

Asp
135

Thr
Ile

Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asp

120
Ala

109

Len
Ile

25
Lys

Ala
Thr
Tyr
Asn
105

Ser

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asgn
105

Ser

Ser

Lys
10
Ala

Lys

Asp
Gly
val
90

Gly
Ala

Len

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly

Ala

Lys
Ile

Ala

val
Gly
75

Lys
Thr
Lys

Fhe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Lys
Thr
Lys

Phe

Gly
Len

Ala

Glu
60

Lys
Ser
Len

Gly

Pro
140

Gly

Ala
Glu
60

Lys

Ser

Gly

Pro
140

Fhe
Ala
val
45

Leu
Asn
val
Asp
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Agn
Val
Agp
Val

125
Ala

Thr
Thr

30
Ser

Cys
Gly
Thr
Gly
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Thr
Gly
110
Thr

Asn

Len
15
Ile

Glu

val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Fhe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Ile
Ala

Leu

Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Lys

Cys

Ile

Ala

Tyr
Ala
80

Ser
Ser

Lys

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala

Ser

Tyr
Thr

Gly
145

<210> 114
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr

Asp

Gly

Ile

Thr
130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly

Ile

Gly

Leu
115
Cys

val

Thr Thr
Ile Val
20

Tyr Gln
Ser Ala
Lys Pro
Lys Thr

85
Ile Thr

100
Gln Ala

Lys Gly

Thr Gln

<213> Haemophilus influenzae

<400> 114

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 115
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr Thr
Ile Val
20

Tyr Gln
Ser Ala
Lys Pro
Lys Thr

85

Ile Thr
100

Gln Ala
Lys Gly

Thr Gln

<213> Haemophilus influenzae

<400> 115

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala

val

Thr

Thr

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr

Lys

Lys

Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys

Cys

Gly

Asn
120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

110

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105

Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
val

90
Gly

Ala

Leu

Lys
10

Ala
Lys

Asp

Val
50

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala

Thr

Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Asn

Ser

Leu

Gly

Pro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
Asn
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn

val

Ala

val
125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
vVal
Ala
val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly

Lys

Asn

110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asgsn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

35
Met

Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln

Glu

Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys
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15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 116
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Agp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Lys
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 116

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser

65
Ala

Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 117
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Gly
Leu
115
Cys

val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 117

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Thr
Thr
85

Thr

Ala

Gln

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Asn
Lys
Lys
Gly

Glu
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

111

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
20

Gly

Ala

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
vVal
Gly
75

Ala
Thr
Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Ala
Thr

Thr

Phe

Gly

Ala
Glu
60

Azn

Ser

Gly

FPro
140

Gly
Leu
Ala
Glu
60

Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Agn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Leu
15

Ile
Glu
val
Ile
Thr
95

Met
Trp

Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
g0

Gln
Glu

Thr

Cys



10

15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 118
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Agp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Lys
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 118

Met
1
Glu

Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 119
<211> 149
<212> PRT

Lys
Len
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Len
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 119

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala
Gly

Gln

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

ES 2658512713

Leu
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

112

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Len
Ile
25

Lys
Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Aszsp
Gly
Val
90

Gly

Ala

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Len

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr
Thr

Phe

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr
Ala

Phe

Gly

Ala
Glu
60

Azn

Ser

Gly

Pro
140

Gly
Len
Ala
Glu
Ser
Ser
Len
Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Agn
Val
Ala
Val

125
Ala

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

95
Met

Trp

Phe

Len
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr
85

Met
Trp

Phe

Ile

Ala

Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys

Ile
Ala
Len
Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys
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15

Met
1
Glu
Ile
Leu
Ser
65
Ala
Asn
Tyr
Thr

Gly
145

<210> 120
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met
Ser
35

Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Glu
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 120

Met
1
Glu

Ile

Len
Ser
65

Ala
Ser
Tyr

Thr

Gly
145

<210> 121
<211> 149
<212> PRT

Lys
Leu

Pro

Gln
50
Thr

Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Leu
Met

Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile

20
Tyr

Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln

Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 121

Thr
val
Gln
Ala
Ala
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

Thr
Val

Gln

Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Gln

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Thr
70

Ala
Val

Ser

Thr

Leu

Ile

Asn

Pro
Ser
70

Ala
Val
Thr

Thr

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Lys
Lys
Lys

Gly

Asp
135

Gln
Ala

Tyr

Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Thr
Ile

Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

113

Leu
Ile
25

Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
105
Ala

Ser

Leu
Ile

25
Lys

Ala
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
S0

Gly
Ala

Leu

Lys
10
Ala

Lys

Asp
Gly
Val
90

Gly
Ala

Leu

Lys
Ile
Ala
val
Gly
75

Lys
Thr

Thr

Phe

Lys
Ile

Ala

Val
Gly
75

Ala
Thr
Thr

Phe

Gly
Leu
Ala
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly

Pro
140

Gly
Leu

Ala

Glu
60

Ser
Ser
Leu

Gly

Pro
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
vVal
Ala
Val

125
Ala

Phe

Ala

Val
45

Len
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Thr Leu
15

Thr Ile

30

Ser Glu

Cys Val
Gly Ile

Thr Thr
35

Asn Met

110

Thr Trp

Asn Phe

Thr Leu
15

Thr Ile

30

Ser Glu

Cys Val
Gly Ile

Lys Thr
95

Asn Met

110

Thr Trp

Asn Phe

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Ser
Glu

Thr

Cys

Ile
Ala

Len

Tyr
Ala
80

Gln
Glu
Thr

Cys
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15

Met
Glu
Ile
Leu
Ser
65

Ala
Ser
Tyr
Thr

Arg
145

<210> 122
<211> 144
<212> PRT

Lys
Leu
Pro
Gln
50

Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

130
Ser

Len
Met
Ser
35

Ala
Gly
Ile
Gly
Leu
115
Cys

Val

Thr
Ile
20

Tyr
Ser
Lys
Thr
Ile
100
Gln
Lys

Thr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 122

Ser Ala Gln

1
Pro

Tyr
Ile
Tyr
65

Leu

Asp

Lys
Gln
<210> 123

<211> 143
<212> PRT

Thr
Tyr
Val
50

Pro

Asn

Glu

His

Ile
130

Asp
Ile
35

His
Glu
Cys

Phe

Thr
115
Ile

Ile
Val
20

Asp
Phe

Pro

Ala

Trp

100
Len

Cys

<213> Haemophilus influenzae

<400> 123

Thr
Val
Gln
Ala
Pro
Thr
85

Thr
Ala

Gly

Lys

Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
Asn

85
Gly

Ser

Ala

ES 2658512713

Gln
Ile
Asn
Pro
Ser
70

Ala
Val
Lys

Thr

Lys
Ser
Glu
Ala
Arg
70

Tyr

Gln

Len

Asn

Gln
Ala
Tyr
Tyr
55

Thr
Lys
Lys
Gly

Asp
135

Ala
Gly
Ser
Val
55

Tyr
Hig

Gly

Thr

Tyr
135

Thr
Ile
Thr
40

Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

120
Ala

Glu
Tyr
Ile
40

Val
Ala

Leu

Leu

Pro
120
Gly

114

Len
Ile
25

Lys
Ser
Ser
Tyr
Asn
105
Ala

Ser

Gln
Ile
25

Trp
Asn
Arg
Thr
Arg
105

Asp

Glu

Lys
10

Ala
Lys
Asp
Gly
Val
90

Gly
Thr

Leu

Asn
10

Arg
Val
Len
Ser
Gln

90
Ala

Thr

Ala

Lys
Ile
Ala
Val
Gly
75

Ala
Thr

Ala

Phe

Asp
Leu
Asp
Asp
Val
75

Val

Ala

Thr

Phe

Gly
Leu
Ser
Glu
60

Ser
Ser
Len

Gly

Pro
140

Val
Val
Asn
Lys
60

Arg

Arg

Pro

Len

Ser
140

Phe
Ala
Val
45

Leu
Asn
Val
Ala
Val

125
Ala

Lys
Lys
Gln
45

Gly
Gln

Thr

Lys

Tyr
125
Val

Thr
Thr
30

Ser
Cys
Gly
Lys
Asn
110
Thr

Asn

Leu
Asn
30

Glu
Len
Tyr

Asp

Lys

110
Asn

Asp

Len
15

Ile
Glu
Val
Ile
Thr

85
Met

Trp

Phe

Ala
15

Val
Pro
Tyr
Lys
Phe

95
Gln

Ala

Lys

Ile
Ala
Leu
Tyr
Ala
80

Gln
Glu

Thr

Cys

Pro
Asn
Gln
Val
Ile
80

Tyr

Lys

Ala

Lys
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15

Ala
1
Thr

Tyr
val
Pro
65

Asn
Glu
His
Ile

<210> 124

<211> 142
<212> PRT

Gln
Asp
Ile
His
50

Glu
Cys
Phe

Thr

Ile
130

Ile
Val
Asp
35

Phe
Pro
Ala
Trp
Leu

115
Cys

Gln
Arg
20

Ser
Asp
Lys
Asn
Gly
100

Ser

Ala

<213> Haemophilus influenzae

<400> 124

Gln
1
Asp

Ile
His
Glu
65

Cys
Phe
Thr
Ile

<210> 125

<211> 141
<212> PRT

Ile
Val
Asp
Phe
50

Pro
Ala
Trp

Leu

Cys
130

Gln
Arg
Ser
35

Asp
Lys
Asn
Gly
Ser

115
Ala

Lys
Ser
20

Glu
Ala
Arg
Tyr
Gln
100

Leu

Asn

<213> Haemophilus influenzae

<400> 125

Lys
Ser
Glu
Ala
Arg
Tyr
85

Gln

Leu

Asn

Ala
Gly
Ser
val
Tyr
His
85

Gly

Thr

Tyr

ES 2658512713

Ala
Gly
Ser
val
Tyr
70

His
Gly

Thr

Tyr

Glu
Tyr
Ile
val
Ala
70

Leu
Leu

Pro

Gly

Glu
Tyr
Ile
val
55

Ala

Leu

Pro

Gly
135

Gln
Ile
Trp
Asn
55

Arg
Thr
Arg
Asp

Glu
135

Gln

Ile

Trp
40

Asn
Arg
Thr
Arg
Asp

120
Glu

Asn
Arg
val
40

Leu
Ser
Gln
Ala
Thr

120
Ala

115

Asn
Arg
25

Val
Leu
Ser
Gln
Ala
105
Thr

Ala

Asp
Leu
25

Asp
Asp
val
Val
Ala
105
Thr

Phe

Asp
10

Leu
Asp
Asp
Val
Val
20

Ala
Thr

Phe

Val
10

Val
Asn
Lys
Arg
Arg
90

Pro

Leu

Ser

Val
Val
Asn
Lys
Arg
75

Arg
Pro

Leu

Ser

Lys
Lys
Gln
Gly
Gln
75

Thr
Lys
Tyr

val

Lys
Lys
Gln
Gly
60

Gln
Thr
Lys
Tyr

Val
140

Leu
Asn
Glu
Leu
60

Tyr
Asp
Lys

Asn

Asp
140

Leu
Asn
Glu
45

Leu
Tyr
Asp
Lys
Asn

125
Asp

Ala
Val
Pro
45

Tyr
Lys
Phe
Gln
Ala

125
Lys

Ala
Val
30

Pro
Tyr
Lys
Phe
Gln
110
Ala

Lys

Pro
Asn
30

Gln
val
Ile
Tyr
Lys
110
Ala

Lys

Pro
15

Asn
Gln
val
Ile
Tyr
95

Lys
Ala

Lys

Pro
15

Tyr
Ile
Tyr
Leu
Asp
95

Lys

Gln

Pro
Tyr
Ile
Tyr
Leu
80

Asp

Lys

Gln

Thr
Tyr
val
Pro
Asn
g0

Glu
His

Ile
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15

Ile
Val
Agp
Phe
Pro

65
Ala

Trp
Leu

Cys

<210> 126
<211> 139
<212> PRT

Gln
Arg
Ser
Agp
Lys
Asn
Gly
Ser

Ala
130

Lys
Ser
Glu
35

Ala
Arg
Tyr
Gln
Leu

115
Aszn

Ala
Gly
20

Ser
Val
Tyr
His
Gly
100
Thr

Tyr

<213> Haemophilus influenzae

<400> 126

Lys
1
Ser
Glu
Ala
Arg

65
Tyr
Gln
Leu
Asn
<210> 127

<211> 110
<212> PRT

Ala
Gly
Ser
val
50

Tyr
His
Gly

Thr

Tyr
130

Glu
Tyr
Ile
35

val
Ala
Leu
Leu
Pro

115
Gly

Gln

Ile
20
Trp

Asn
Arg
Thr
Arg
100

Asp

Glu

<213> Haemophilus influenzae

<400> 127

Glu
Tyr
Ile
Val
Ala
Leu
85

Leu

Pro

Gly

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
Gln
B5

Ala

Thr

Ala

ES 2658512713

Gln
Ile
Trp
Agn
Arg
70

Thr
Arg
Asp

Glu

Asp
Leu
Asp
Asp
Val
70

Val
Ala

Thr

Phe

Asn
Arg
Val
Leu
55

Ser
Gln
Ala
Thr

Ala
135

Val
val
Asn
Lys

55
Arg

Pro
Leu

Ser
135

Asp
Leu
Agp
40

Agp
Val
Val
Ala
Thr

120
Phe

Lys
Lys
Gln
40

Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr

120
Val

116

Val
Val
25

Azn

Lys

Arg

Pro
105
Leu

Ser

Leu
Asn
25

Glu
Leu
Tyr
Asp
Lys
105

Asn

Asp

Lys
10

Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
20

Lys
Tyr

Val

Ala
10

val
Pro
Tyr
Lys
Fhe
- 10]

Gln
Ala

Lys

Leu
Asn
Glu
Leu
Tyr
75

Asp
Lys

Asn

Asp

Pro
Asn
Gln
val
Ile
75

Tyr
Lys

Ala

Lys

Ala
Val
Pro
Tyr
60

Lys
Phe
Gln
Ala

Lys
140

Pro
Tyr
Ile
Tyr
60

Leu
Asp
Lys

Gln

Pro
Asn
Gln
45

Val
Ile
Tyr
Lys
Ala

125
Lys

Thr
Tyr
val
45

Pro
Asn
Glu
His

Ile
125

Pro
Tyr
30

Ile
Tyr
Leu
Asp
Lys

110
Gln

Asp
Ile
30

His
Glu
Cys
Fhe
Thr

110
Ile

Thr
15
Tyr

Val
Pro
Azn
Glu
95

His

Ile

Val
15

Asp
Phe
Pro
Ala
Trp
95

Len

Cys

Asp
Ile
His
Glu
Cys
80

Phe
Thr

Ile

Arg
Ser
Asp
Lys
Asn
80

Gly

Ser

Ala
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15

20

25

30

35

40

ES 2658512713

Thr Lys lLys Ala Ala Val
1 5
Lys Ala Asp Val Glu Len
20
Cys Thr Gly Gly Llys Asn

Gly Tyr Val Lys Ser Val
50
Gly Asp Gly Thr Leu Ala

65 70
Asn Ala Ala Thr Gly Val
85
Ala Ser Leun Phe Pro Ala
100

<210> 128

<211> 25

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 128

Ser
Cys
Gly
Thr

55
Asn

Thr

Asn

Glu
Val
Ile
40

Thr

Met

Trp

Phe

Prc Lys Arg Tyr Ala Arg Ser Val

1 5
Ala Asn Tyr His Leu Thr Gln Val
20
<210> 129
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial pelB

400> 129

atgaaatacc tgctgcegac cgetgetget ggtetgetge tcoetegetge ccageoeggeg 60

atggece

<210> 130

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial pelB

<400> 130

Len
Tyr
25

Ala

Ser

Glu

Thr

Cys
105

Arg

Arg

Len
10

Ser
Ala

Asn

Tyr

Thr
90
Gly

Gln
Thr
Asp
Gly

Ile

75
Thr

Ser

Ala
Asn
Ile
Ala

60
Leu

Cys

Val

Ser
Glu
Thr
45

Ile

Gln

Lys

Thr

Gln Tyr Lys Ile

10

Ala
Thr
30

Thr
Thr

Ala

Gly

Gln
110

Leu

Pro
15

Thr
Ala
Val

Thr

Thr
95

Asn
15

Tyr
Asn
Lys
Lys

Gly

g0
Asp

Cys

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala 3la Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala

1 5
Ala Gln Pro Ala Met Ala
20
<210> 131
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial Figl

117

10

15
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2658512713

<400> 131
atgattaaat ttctctctgce attaattctt ctactggtca cgacggcggce tcaggct 57

<210> 132

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial Figl

<400> 132

Met Ile Lys Phe Leu Ser Ala Leu Ile Leu Leu Leu Val Thr Thr Ala
1 5 10 15
Ala Gln Ala

<210> 133

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial NadA

<400> 133

atgaaacact ttccatccaa agtactgacc acagccatcc ttgccacttt ctgtagcgge 60
gcactggca 69

<210> 134

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido sefial NadA

<400> 134

Met Lys His Phe Pro Ser Lys Val Leu Thr Thr Ala Ile Leu Ala Thr

1 5 10 15
Phe Cys Ser Gly Ala Leu Ala
20
<210> 135
<211> 852
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LVL312

<400> 135

118



10

atgattaaat
actaaaaaag
gaattatgtg
gcagcagata
ataacagtaa
aatgctgcaa
ccagcaaatt
aatgatgtga
aatgtgaatt
gtacattttg
cgttatgcac
caagtacgaa
aagcaaaaga
attatttgtg
caccaccact

ttctetetge
cagcggtatc
tatatagcac
taaccacage
aaggggatgg
caggtgtaac
tttgoggaag
agetggcace
attacatcga
atgcagtggt
gttctgtteyg
ctgatttcta
aacatacgtt
cgaactatgg
aa

<210> 136
<211> 283
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LVL312

<400> 136

Met Ile Lys Phe Leu

1
Ala Gln

Ser Ala

Glu Thr
50
Thr Thr
65
Ile Thr

Gln Ala

Lys Gly

Thr Gln
130
Leu Ala
145
Asn Val

Glu Pro

Leu Tyr

Tyr Lys
210
Asp Phe
225
Lys Gln

Asn Ala

Asp Lys

Ala Glu Thr
20

Pro Tyr

35

Thr

Lys

Asn Cys

Ala Lys Gly

Val Lys Gly

Thr Gly
100
Asp

Asn

Thr
115
Gly

Ala

Gly Ala

Pro Pro Thr

Asn Tyr Tyr

165

Gln Ile Val
180

Val Tyr

195

Ile

Pro

Leu Asn

Tyr Asp Glu
His
245
Ile

Lys Lys

Ala Gln
260
Lys Gly
275

Gly

ES 2658512713

attaattctt
tgaattactg
aaatgaaaca
aaaaggetat
cacattggea
ttggacaaca
tgtcacacaa
geegactgat
tagtgaatceg
gaatttagat
tcagtataag
tgatgaattt
aagtttaaca
tgaagcattt

Ser Ala

Lys Lys

Ala Asp

Thr Gly
55
Tyr Val
70
Asp Gly

Ala Ala

Ser Leu

Leu

Ala
Val
40

Gly
Lys
Thr

Thr

Phe

ctactggtca
caagcgtcag
acaaactgta
gtaaaatcag
aatatggaat
acttgcaaag
ggcggcegege
gtacgaageg
atctgggtgg
aagggattgt
atcttgaatt
tggggacagy
cctgatacaa
tcagttgata

Ile Leu
10
Ala Val
25
Glu Leu

Lys Asn

Ser Val
Ala
90

Val

Leu

Gly
105

Pro Ala

120

Gln Ile
135
Asp Val
150
Ile Asp

His Phe

Glu Pro

Gln
Arg
Ser
Asp

Lys

Lys Ala

Ser Gly

Glu Ser
170
Ala Val
185

Arg Tyr

200

Ala
215
Trp

Cys

Phe
230
Thr Leu

Ile Cys

His His

Asn
Gly
Ser
Ala

His

Tyr His

Gln Gly

Thr
250
Tyr

Leu

Asn
265

His His

280

119

Leu

Ser
Cys
Gly
Thr
75

Asn
Thr
Asn
Glu
Tyr
155
Ile
val
Ala
Leu
Leu
235

Pro

Gly

cgacggcggce
cgccttataa
cgggtggaaa
tgacaacaag
atattttgea
gaacggatgce
agattcagaa
gatatatacg
ataaccaaga
atgtttatcc
gtgcaaatta
gtttgcggge
cgctttataa

aaaaaggcgg

Leu Val

Glu Leu

Val Tyr
45
Ile Ala
60
Thr Ser

Met Glu

Trp Thr

Phe Cys
125
Gln Asn
140
Ile Arg

Trp Val

Asn Leu
Ser
205
Gln

Arg

Thr
220
Arg Ala

Asp Thr

Glu Ala

His

tcaggctgag
ggctgatgty
aaatggtatt
caacggtgca
agctacaggt
ctetttattt
ggctgaacaa
tttggtaaag
gecacaaatt
tgagcctaaa
tcatttaact
agcacctaaa
tgctgctcayg
ccaccaccac

Thr Thr
15

Gln

Ala
Leu Ala
30

Ser

Thr Asn

Ala Asp Ile
Ala
g0

Leu

Asn Gly
Ile
95
Thr

Tyr

Thr
110
Gly

Cys

Ser Val

Asp Val Lys

Leu Val Lys
160
Asn Gln
175

Lys

Asp

Asp
190
Val

Gly

Arg Gln

Val Arg Thr

Ala Pro Lys

240

Thr Leu Tyr
255

Phe Ser

270

val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
852



10

15

20

<210> 137
<211> 855
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL291

<400> 137

atgaaatacc
atggcccaga
cgaagcggat
tgggtggata
ggattgtatg
ttgaattgtg
ggacagggtt
gatacaacge
gttgataaaa

ccettataagg
ggtggaaaaa
acaacaagca
attttgeaag
acggatgect
caccacecacce

<210> 138
<211> 284
<212> PRT

tgctgeecgac
ttcagaaggc
atatacgttt
accaagagcc
tttatcctga
caaattatca
tgegggeage
tttataatge
aaggoggeac
ctgatgtgga
atggtattge
acggtgcaat
ctacaggtaa
ctttatttee
actaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL291

<400> 138

ES 2658512713

cgctgectgct
tgaacaaaat
ggtaaagaat
acaaattgta
gcctaaacgt
tttaactcaa
acctaaaaaqg
tgetecagatt
taaaaaagca
attatgtgta
agcagatata
aacagtaaaa
tgetgcaaca
agcaaatttt

ggtctgetge
gatgtgaagc
gtgaattatt
cattttgatg
tatgcacgtt
gtacgaactg
caaaagaaac
atttgtgega
geggtatetg
tatagcacaa
accacagcaa
ggggatggca
ggtgtaactt
tgcggaagty

120

tocctecgetge
tggcaccgce
acatcgatag
cagtggtgaa
ctgttcgtca
atttctatga
atacgttaag
actatggtga
aattactgea
atgaaacaac
aaggctatgt
cattggcaaa
ggacaacaac
tcacacaagg

ccagccggceg
gactgatgta
tgaatcgatc
tttagataag
gtataagatc
tgaattttgg
tttaacacct
agcattttca
agcegteageg
aaactgtacg
aaaatcagtg
tatggaatat
ttgcaaagga
cggcocaceac

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
€40
855



10

Met
1
Ala

Lys
Gln
Lys Leun
Asn

50
Glu

Lys

Gln
65
Gly Leu

Gln Tyr

Thr Asp
Lys Lys
130
Tyr Asn
145
val Asp

Gln Ala

Thr Asn
Ile
210
Gly Ala
225
Ile

Asp

Len
Thr Cys

Ser val

<210> 139
<211> 852
<212> ADN

Tyr Leu

Pro Ala Met

20
Ala Pro
35
Val Asn

Pr¢o Gln

Tyr Val

85
Ile
100

Lys

Phe
115
Gln Lys
Ala Ala

Lys Lys

Leu

Pro
Tyr
Ile
Tyr
Leu
Tyr Asp
Lys
Gln

Gly

ES 2658512713

Pro Thr

Ala Gln

Ala
Ile

Thr Asp Val

Ala Ala
10
Gln Lys
25

Arg Ser

40

Tyr
55
Val Hisg
70
Pr¢o Glu

Asn Cysg

Glu Phe

Ile Asp
Phe
Pro
Ala

Trp

Ser Glu

Asp Ala

Lys Arg
90
Asn Tyr
105

Gly Gln

120

Thr
135
Ile

His

Ile
150

Gly Thr

165

Ala
180
Thr

Ser
Glu
195
Thr
Ile

Gln Ala

Pro

Thr

Thr Ala

Thr Val

Thr

Tyr Lys

Asn Cysg

Len
Cys
Lys
Ala

Thr

Ser Leu

Ala Asn
Ala

170
Val

Lys

Asp
185

Gly Gly

200

Lys Gly
215
Lys

230

245

Lys Gly
260
Thr Gln

275

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL268

<400> 139

atgaaatacce
atggcegata
cgaageggat
tgggtggata
ggattgtatg
ttgaattgtyg
ggacagggtt
gatacaacgc
gttgataaaa
ccttataagg
ggtggaaaaa
acaacaagca
attttgcaag
acggatgecot
caccaccace

tgectgecegac
ttcagaaggce
atatacgttt
accaagagcec
tttatcetga
caaattateca
tgcgggcage
tttataatgc
aaggcggcac
ctgatgtgga
atggtattgc
acggtgcaat
ctacaggtaa
ctttatttece
ac

Thr

Gly

Asp Ala

Gly His

Tyr
Gly Asp
Gly Asn Ala
Ser

Hisg

Val Lys

Gly Thr

Ala Thr
250
Leu Phe
265

Hig His

280

cgectgetget
tgaacaaaat
ggtaaagaat
acaaattgta
gectaaacgt
tttaactcaa
acctaaaaag
tgctcagatt
taaaaaagca
attatgtgta
agcagatata
aacagtaaaa
tgcetgeaaca
agcaaatttt

ggtctgetge
gatgtgaagc
gtgaattatt
cattttgatg
tatgecacgtt
gtacgaactg
caaaagaaac
atttgtgcga
goggtatctg
tatagcacaa
accacagcaa
ggggatggca
ggtgtaactt

tgcggaagtg

121

Gly Leu Leu

Ala Glu Gln
Ile
45

Trp

Gly Tyr
Ile
60

Val

Ser

Val
75
Tyr

Asn

Ala Arg

Hig Leu Thr

Gly Leu Arg

125
Pro Asp
140
Gly

Thr
Tyr Glu
155
Ala

vVal Ser

Glu Leu Cys

Lyg Asn Gly

205

Ser Val Thr
220

Leu Ala Asn

235

Gly Val Thr

Pro Ala Asn

Hig Hisg

tectegetge
tggecaccgcee
acatcgatag
cagtggtgaa
ctgttegtca
atttctatga
atacgttaag
actatggtga
aattactgca
atgaaacaac
aaggctatgt
cattggcaaa
ggacaacaac
tecacacaaqgg

Leu
15

Leu

Ala

Asn Asp Val

30

Arg Leu Val

Val

Leu Asp
Val
95
Val

Ser

Gln
110
Ala Ala

Thr Thr

Ala Phe

Asp Asn
Lys
80

Arg
Arg
Pro

Len

Ser

160

Glu Leu
175
Val Tyr
190
Ile Ala
Thr

Met Glu

Leu
Ser
Ala
Ser Asn

Tyr

240

Thr
255
Cys

Trp

Phe
270

ccagecggeg
gactgatgta
tgaatcgatc
tttagataag
gtataagatc
tgaattttgg
tttaacacct
agcattttca
agcgtcagceg
aaactgtacg
aaaatcagtg
tatggaatat
ttgcaaagga
cggccaccac

Thr

Gly

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
852



10

15

20

<210> 140
<211> 284
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL268

<400> 140

Met
1
Ala
Lys
Lys
Gln

65

Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr
145
Val
Gln
Thr
Asp
Gly
225
Ile

Thr

Ser

<210> 141
<211> 867
<212> ADN

Lys
Gln
Len
Asn
50

Glu
Leu
Tyr
Asp
Lys
130
Asn
Asp
Ala
Asn
Ile
210
Ala
Leu

Cys

Val

Tyr
Pro
Ala
35

Val
Pro
Tyr
Lys
Phe
115
Gln
Ala
Lys
Ser
Glu
195
Thr
Ile
Gln

Lys

Thr
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL269

<400> 141

Len
Ala
20

Pro
Asn
Gln
Val
Ile
100
Tyr
Lys
Ala
Lys
Ala
180
Thr
Thr
Thr
Ala
Gly

260
Gln

Len
Met
Pro
Tyr
Ile
Tyr
85

Len
Asp
Lys
Gln
Gly
165
Pro
Thr
Ala
Val
Thr
245

Thr

Gly

ES 2658512713

Pro
Ala
Thr
Tyr
Val
70

Pro
Asn
Glu
His
Ile
150
Gly
Tyr
Asn
Lys
Lys
230
Gly

Asp

Gly

Thr
Asp
Asp
Ile
55

Hisg
Glu
Cys
Phe
Thr
135
Ile
Thr
Lys
Cys
Gly
215
Gly
Asn

Ala

Hisg

Ala
Ile
Val
49

Asp
Phe
Pro
Ala
Trp
120
Len
Cys
Lys
Ala
Thr
200
Tyr
Asp
Ala

Ser

Hisg
280

122

Ala
Gln
25

Arg
Ser
Asp
Lys
Asn
105
Gly
Ser
Ala
Lys
Asp
185
Gly
Val
Gly
Ala
Leu

265
Hig

Ala
10

Lys
Ser
Glu
Ala
Arg
Tyr
Gln
Len
Asn
Ala
170
Val
Gly
Lys
Thr
Thr
250

Phe

Hisg

Gly
Ala
Gly
Ser
Val
75

Tyr
His
Gly
Thr
Tyr
155
Ala
Glu
Lys
Ser
Len
235
Gly

Pro

Hisg

Len
Glu
Tyr
Ile
60

Val
Ala
Len
Len
Pro
140
Gly
Val
Leu
Asn
Val
220
Ala
Val

Ala

Hisg

Len
Gln
Ile
45

Trp
Asn
Arg
Thr
Arg
125
Asp
Glu
Ser
Cys
Gly
205
Thr
Asn

Thr

Asn

Len
Asn
30

Arg
val
Leu
Ser
Gln
110
Ala
Thr
Ala
Glu
Val
190
Ile
Thr
Met
Trp

Phe
270

Len
15

Asp
Len
Asp
Asp
Val
85

Val
Ala
Thr
Phe
Leu
175
Tyr
Ala
Ser
Glu
Thr

255
Cys

Ala
Val
Val
Asn
Lys
80

Arg
Arg
Pro
Len
Ser
160
Leu
Ser
Ala
Asn
Tyr
240

Thr

Gly



10

atgaaacact
gcactggcag
ccgactgatg
agtgaatcga
aatttagata
cagtataaga
gatgaatttt
agtttaacac
gaagcatttt
caagcgtcag
acaaactgta
gtaaaatcag
aatatggaat
acttgcaaag
ggcggccace

ttccatccaa
ccacaaacga
tacgaagcgg
tctgggtgga
agggattgta
tettgaattyg
ggggacaggqg
ctgatacaac
cagttgataa
cgcecttataa
cgggtggaaa
tgacaacaag
atattttgeca
gaacggatgc
accaccacca

ES 2658512713

agtactgacc
cgacgataag
atatatacgt
taaccaagag
tgtttatcet
tgcaaattat
tttgegggea
gctttataat
aaaaggegge
ggctgatgtyg
aaatggtatt
caacggtgca
agctacaggt
ctctttattt
ccactaa

acagccatcc
gctgaacaaa
ttggtaaaga
ccacaaattg
gagcctaaac
catttaacte
gcacctaaaa
gctgctcaga
actaaaaaag
gaattatgtyg
gcagcagata
ataacagtaa
aatgctgcaa
ccagcaaatt

<210> 142
<211> 288
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL269

<400> 142
Met
1
Phe
Gln
Ile
Trp
65
Asn
Arg
Thr
Arg
Asp
145
Glu
Ser
Cys
Gly

Thr

225
Asn

Thr

Asn

Lys
Cys
Asn
Arg
Val
Len
Ser
Gln
Ala
130
Thr
Ala
Glu
Val
Ile

210
Thr

Met
Trp

Phe

His
Ser
Asp
35

Leu
Asp
Asp
Val
Val
115
Ala
Thr
Phe
Len
Tyr
195

Ala
Ser
Glu
Thr

Cys
275

Phe
Gly
20

Val
Val
Asn
Lys
Arg
100
Arg
Pro
Leu
Ser
Len
180
Ser

Ala

Asn

Tyr

Thr
260
Gly

Pro
Ala
Lys
Lys
Gln
Gly
85

Gln
Thr
Lys
Tyr
Val
165
Gln
Thr

Asp

Gly
Ile
245
Thr

Ser

Ser
Leu
Leu
Asn
Glu
70

Len
Tyr
Asp
Lys
Asn
150
Asp
Ala
Asn

Ile

Ala

230
Leu

Cys

VvVal

Lys
Ala
Ala
Val
55

Pro
Tyr
Lys
Phe
Gln
135
Ala
Lys
Ser
Glu
Thr

215
Ile

Gln
Lys

Thr

Val Thr
10

Asn

Len

Thr
25
Pro

Ala

Pro Thr

40
Asn

Tyr Tyr

Gln Ile Val

Val Pro
90

Asn

Tyr

Ile Len

105

Tyr Asp Glu

120
Lys

Lyg Hisg

Ala Gln Ile

Lys Gly Gly

170

Ala Pro Tyr
185

Thr Thr

200

Thr

Asn

Ala Lys

Thr Val Lys

Ala Thr Gly
250
Thr Asp
265

Gly

Gly

Gln
280

Gly

123

ttgccacttt
atgatgtgaa
atgtgaatta
tacattttga
gttatgeacg
aagtacgaac
agcaaaagaa
ttatttgtge
cagceggtate
tatatagcac
taaccacagc
aaggggatgyg
caggtgtaac
tttgcggaag

Thr Ala Ile

Asp Asp Asp

Asp Val Arg
45
Ser

Ile Asp

His Phe
75
Glu

Asp

Pro Lys

Cys Ala Asn

Phe Gly
125
Ser

Trp
Thr Leu
140
Ile Cys
155

Thr

Ala

Lys Lys

Lys Ala Asp

Cys Thr Gly
205
Gly Tyr Val
220

Gly Asp

235
Asn

Gly

Ala Ala

Ala Ser Leu

His
285

His His

ctgtagcggce
gctggcaceg
ttacatcgat
tgcagtggtyg
ttetgttegt
tgatttctat
acatacgtta
gaactatggt
tgaattactg
aaatgaaaca
aaaaggctat
cacattggca
ttggacaaca
tgtcacacaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
867

Ala
15
Ala

Len

Lys
30
Ser Gly

Glu Ser

Ala Val

Arg Tyr
95

Tyr His
110
Gln Gly

Leu Thr

Asn Tyr

Ala Ala
175
Val Glu
190
Gly Lys

Lys Ser

Thr Leu

Thr Gly
255
Phe Pro
270

His His

Thr
Glu
Tyr
Ile
Val
80

Ala
Len
Leu
Pro
Gly
160
Val
Len
Asn

Val

Ala

240
Val

Ala

His



10

15

20

<210> 143
<211> 792
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL270

<400> 143

atgcaccacc
ctggcaccgc
tacatcgata
gcagtggtga
tctgttcgte
gatttctatg
catacgttaa
aactatggtg
gaattactgce
aatgaaacaa
aaaggctatg
acattggcaa
tggacaacaa
gtcacacaat

<210> 144
<211> 263
<212> PRT

accaccacca
cgactgatgt
gtgaatcgat
atttagataa
agtataagat
atgaattttg
gtttaacace
aagcatttte
aagegtcage
caaactgtac
taaaatcagt
atatggaata
cttgcaaagg
aa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL270

<400> 144

ES 2658512713

cagcgcgcag
acgaagcgga
ctgggtggat
gggattgtat
cttgaattgt
gggacagggt
tgatacaacg
agttgataaa
gcecttataag
gggtggaaaa
gacaacaagcd
tattttgcaa
aacggatgcc

attcagaagg
tatatacgtt
aaccaagagc
gtttatecctg
gcaaattatc
ttgcgggcag
ctttataatg
aaaggeggcea
gcetgatgtgg
aatggtattg
aacggtgcaa

gctacaggta
tctttatttc

124

ctgaacaaaa
tggtaaagaa
cacaaattgt
agcctaaacg
atttaactca
cacctaaaaa
ctgctcagat
ctaaaaaagce
aattatgtgt
cagcagatat
taacagtaaa
atgetgeaac
cagcaaattt

tgatgtgaag
tgtgaattat
acattttgat
ttatgcacgt
agtacgaact
gcaaaagaaa
tatttgtgeyg
agceggtatet
atatagcaca
aaccacagca
aggggatgge
aggtgtaact
ttgcggaagt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
792



10

Met His

Asn Asp

Arg Leu

Val Asp
50
Leu Asp
65
Ser Val

Gln val

Ala Ala

Thr Thr
130
Ala Phe
145

Glu Leu

Val Tyr

Ile Ala

Thr Ser
210
Met Glu
225

Trp Thr

Phe Cys

His
Val
Val
35

Asn
Lys
Arg
Arg
Pro
115
Leu

Ser

Leu

Ser
Ala
135
Asn
Tyr
Thr

Gly

His
Lys
20

Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
100
Lys
Tyr

Val

Gln

Thr
180
Asp
Gly
Ile

Thr

Ser
260

His
Leu
Asn
Glu
Leu
Tyr
B85

Asp
Lys
Asn
Asp

Ala

165
Asn

Ile
Ala
Leu
Cys

245
Val

ES 2658512713

His His

Ala Pro

Val Asn
Gln
55

Val

Pro

Tyr
70
Lys Ile

Phe Tyr

Gln Lys

Ala Ala
135
Lys Lys
150

Ser Ala

Glu Thr

Thr Thr

Ile Thr
215
Gln Ala
230
Lys Gly

Thr Gln

Ser
Pro
Tyr
40

Ile
Tyr
Leu
Asp
Lys
120
Gln
Gly

Pro

Thr
Ala
200
Val
Thr

Thr

Ala
Thr
25

Tyr
Val
Pro
Asn
Glu
105
His
Ile

Gly

Tyr

Asn
185
Lys
Lys
Gly

Asp

Gln
10

Asp
Ile
His
Glu
Cys
1¢]

Phe
Thr
Ile
Thr
Lys
170
Cys
Gly
Gly

Asn

Ala
250

<210> 145
<211> 852
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL315

<400> 145

atgaaatacce
atggecatgg
agcggatata
gtggataacc
ttgtatgttt
aattgtgeaa
cagggtttge
acaacgcttt
gataaaaaag
tataaggctg
ggaaaaaatg
acaagcaacg
ttgeaageta
gatgectett
caccaccact

tgetgecgae
ataaggctga
tacgtttggt
aagagccaca
atcctgagee
attatcattt
gggcagcacc
ataatgctgce
gcggcactaa
atgtggaatt
gtattgcagc
gtgcaataac
caggtaatge
tatttecage
aa

cgetgetget
acaaaatgat
aaagaatgtg
aattgtacat
taaacgttat
aactcaagta
taaaaagcaa
tcagattatt
aaaagcagcg
atgtgtatat
agatataacc
agtaaaaggg
tgcaacaggt
aaatttttge

ggtetgetge
gtgaagctgyg
aattattaca
tttgatgeag
geacgttetg
cgaactgatt
aagaaacata
tgtgcgaact
gtatctgaat
agcacaaatg
acagcaaaag
gatggcacat
gtaacttgga
ggaagtgtca

125

Ile Gln Lys

val Arg Ser
Glu
45

Ala

Asp Ser

Fhe Asp
60
Pro Lys
75
Ala

Asn Tyr

Trp Gly Gln
Leu
125

Asn

Leu Ser

Ala
140
Lys

Cys
Lys Ala
155
Ala

Asp Val

Thr Gly Gly

Tyr Val Lys

205

Asp Gly Thr
220

Ala Ala Thr

235

Ser

Leu Phe

tectegetge
caccgdcgac
tegatagtga
tggtgaattt
ttegteagta
tctatgatga
cgttaagttt
atggtgaagcec
tactgcaage
aaacaacaaa
gctatgtaaa
tggcaaatat
caacaacttyg
cacaaggcgy

Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
Gly
110
Thr
Tyr
Ala

Glu

Lys
130
Ser
Len

Gly

Pro

Glu
15

Tyr
Ile
Val
Ala
Len
85

Leu
Pro
Gly
Val

Len

175
Asn

Val
Ala
val

Ala
255

Gln
Ile
Trp
Asn
Arg
80

Thr
Arg
Asp
Glu
Ser

160
Cys

Gly
Thr
Asn
Thr

240
Asn

cecagoeggcy
tgatgtacga
atcegatetgg
agataaggga
taagatcettg
attttgggga
aacacctgat
attttcagtt
gtcagcgect
ctgtacgggt
atcagtgaca
ggaatatatt
caaaggaacqg
ceaccacecac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
g§52



10

15

20

<210> 146
<211> 283
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LVL315

<400> 146

Met Lys Tyr
1
Ala Gln Pro

Leu Ala Pro
35
Asn Val Asn
50
Glu Pro Gln
65
Leu Tyr Val

Tyr Lys Ile

Asp Phe Tyr
115
Lys Gln Lys
130
Asn Ala Ala
145
Asp Lys Lys

Ala Ser Ala

Asn Glu Thr
135
Ile Thr Thr
210
Ala Ile Thr
225
Leu Gln Ala

Cys Lys Gly

Val Thr Gln
275

<210> 147

<211> 831

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL317

<400> 147

Leu
Ala
20

Pro
Tyr
Ile
Tyr
Leu
100
Asp
Lys
Gln
Gly
Pro
180
Thr
Ala
Val
Thr
Thr

260
Gly

Leu
Met
Thr
Tyr
Val
Pro
85

Asn
Glu
His
Ila
Gly
165
Tyr
Asn
Lys
Lys
Gly
245
Asp

Gly

ES 2658512713

Pro
Ala
Asp
Ile
His
70

Glu
Cys
Phe
Thr
Ila
150
Thr
Lys
Cys
Gly
Gly
230
Asn

Ala

His

Thr
Met
Val
Asp
55

Phe
Pro
Ala
Trp
Leu
135
Cys
Lys
Ala
Thr
Tyr
215
Asp
Ala

Ser

His

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Asp
Lys
Asn
Gly
120
Ser
Ala
Lys
Asp
Gly
200
val
Gly
Ala

Leu

His
280

126

Ala
Lys
25

Ser

Glu

Ala

Tyr
105
Gln
Leu
Asn
Ala
Val
185
Gly
Lys
Thr
Thr
Fhe

265
His

Ala
10

Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
90

His
Gly
Thr
Tyr
Ala
170
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly
250

Pro

His

Gly
Glu
Tyr
Ile
val
75

Ala
Leu
Leu
Pro
Gly
155
Val
Len
Asn
val
Ala
235
val

Ala

His

Leu
Gln
Ile
Trp
60

Asn
Arg
Thr
Arg
Asp
140
Glu
Ser
Cys
Gly
Thr
220
Asn

Thr

Asn

Leu
Asn
Arg
45

Val
Leu
Ser
Gln
Ala
125
Thr
Ala
Glu
Val
Ile
205
Thr
Met
Trp

Fhe

Leu
Asp
30

Leu
Asp
Asp
VvVal
val
110
Ala
Thr
Phe
Len
Tyr
130
Ala
Ser
Glu

Thr

Cys
270

Len
15

Val
val
Asn
Lys
Arg
95

Arg
Pro
Leu
Ser
Len
175
Ser
Ala
Asn
Tyr
Thr

255
Gly

Ala
Lys
Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr
val
160
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
240

Thr

Ser



10

atgaaatacc
atggcccaga
cgaagcggat
tgggtggata
ggattgtatg
ttgaattgtg
ggacagggtt
gatacaacgce
gttgataaaa

ccttataagg

ggtggaaaaa
acaacaagca

attttgcaag

acggatgcct

<210> 148
<211> 276
<212> PRT

tgctgceogac
ttcagaaggc
atatacgttt
accaagagec
tttatecctga
caaattatca
tgegggcage
tttataatge
aaggcggeac
ctgatgtgga
atggtattgce
acggtgcaat
ctacaggtaa
ctttatttcce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL317

<400> 148
Met

1
Ala

Lys

Lys
Gln
65

Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr
145
Val
Gln
Thr
Asp
Gly
225
Ile
Thr

Ser

Lys
Gln

Len

Asn
50

Glu
Len
Tyr
Asp
Lys
130
Asn
Asp
Ala
Asn
Ile
210
Ala
Len

Cys

Val

Tyr
Pro

Ala
35

Val
Pro
Tyr
Lys
Phe
115
Gln
Ala
Lys
Ser
Glu
195
Thr
Ile
Gln
Lys

Thr
275

Leu
Ala

20
Pro

Asn
Gln
val
Ile
100
Tyr
Lys
Ala
Lys
Ala
180
Thr
Thr
Thr
Ala
Gly

260
Gln

Leu
Met

Pro

Tyr
Ile
Tyr
85

Leu
Asp
Lys
Gln
Gly
165
Pro
Thr
Ala
Val
Thr

245
Thr

ES 2658512713

cgctgctget
tgaacaaaat
ggtaaagaat
acaaattgta
goctaaacgt
tttaactcaa
acctaaaaag
tgeteagatt
taaaaaagca
attatgtgta
agcagatata
aacagtaaaa
tgctgcaaca
agcaaatttt

Pro Thr
Ala Gln

Thr Asp

Tyr Ile
55

Val His

70

Pro Glu

Asn Cysg
Glu Phe

Hig Thr
135

Ile Ile

150

Gly Thr

Tyr Lys

Asn Cysg

Lyg Gly
215

Lys Gly

230

Gly Asn

Asp Ala

Ala
Ile

Val
40

Asp
Phe
Pro

Ala

Trp
120
Leu
Cys
Lys
Ala
Thr
200
Tyr
Asp
Ala

Ser

127

Ala
Gln

25
Arg

Ser
Asp
Lys
Asn
105
Gly
Ser
Ala
Lys
Asp
185
Gly
Val
Gly
Ala

Len
265

ggtctgetge
gatgtgaagc
gtgaattatt
cattttgatg cagtggtgaa
tatgcacgtt
gtacgaactg atttetatga
caaaagaaac
atttgtgega
geggtatetg aattactgea
tatagcacaa atgaaacaac
accacagcaa aaggctatgt
ggggatggca cattggcaaa

ggtgtaactt
tgcggaagtyg tcacacaata

Ala
10
Lys

Ser

Glu
Ala
Arg
80

Tyr
Gln
Leu
Asn
Ala
170
Val
Gly
Lys
Thr
Thr

250
Phe

toctegetge
tggcaccgce
acatcgatag

ctgtteogtea

atacgttaag
actatggtga

ggacaacaac

Gly Leu Leu
Ala Glu Gln

Gly Tyr Ile
45

Ser Ile Trp
60

Val Val Asn

75

Tyr Ala Arg

Hig Leu Thr

Gly Leu Arg
125
Thr Pr¢ Asp
140
Tyr Gly Glu
155
Ala Val Ser

Glu Leu Cys

Lyg Asn Gly
205
Ser Val Thr
220
Leu Ala Asn
235
Gly Val Thr

Pro Ala Asn

ccagccggeg 60
gactgatgta 120
tgaatcgatc 180
tttagataag 240
gtataagate 300
tgaattttgg 360
tttaacacct 420
agcattttca 480
agegtcageg 540
aaactgtacg 600
aaaatcagtg 660
tatggaatat 720
ttgcaaagga 780

a

Leu
Asn

30
Arg

Val
Len
Ser
Gln
110
Ala
Thr
Ala
Glu
Val
190

Ile

Thr

Trp

Phe
270

Leu
15
Asp

Len

Asp
Asp
val
85

Val
Ala
Thr
Phe
Len
175
Tyr
Ala
Ser
Glu
Thr

255
Cys

831

Ala
Val

Val

Asn
Lys
80

Arg
Arg
Pro
Leu
Ser
160
Len
Ser
Ala
Asn
Tyr
240
Thr

Gly



10

15

20

<210> 149
<211> 828
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LVL318

<400> 149

atgaaatacc
atggceatgg
ageggatata
gtggataacc
ttgtatgttt
aattgtgcaa
cagggtttge
acaacgcttt
gataaaaaag
tataaggctg
ggaaaaaatg
acaagcaacg
ttgcaagcta
gatgectett

<210> 150
<211> 275
<212> PRT

tgctgecgac
ataaggctga
tacgtttggt
aagagccaca
atcctgagec
attatcattt
gggcagcace
ataatgctgce
gocggcactaa
atgtggaatt
gtattgcagc
gtgcaataac
caggtaatgc
tattteocage

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>LVL318

<400> 150

ES 2658512713

cgctgetget
acaaaatgat
aaagaatgtg
aattgtacat
taaacgttat
aactcaagta
taaaaagcaa
tcagattatt
aaaagcagcg
atgtgtatat
agatataacc
agtaaaaggg

tgcaacaggt
aaatttttge

ggtctgctge
gtgaagetgy
aattattaca
tttgatgeaq
geacgttetyg
cgaactgatt
aagaaacata
tgtgcgaact
gtatctgaat
agcacaaatg
acagcaaaaqg
gatggcacat
gtaacttgga
ggaagtgtca

128

tcctcgetge
cacogecgac
tegatagtga
tggtgaattt
ttegtcagta
tectatgatga
cgttaagttt
atggtgaagc
tactgcaagc
aaacaacaaa
gctatgtaaa
tggcaaatat
caacaacttg
cacaataa

ccagccggeg
tgatgtacga
ategatetgy
agataaggga
taagatcttyg
attttgggga
aacacctgat
attttcagtt
gtcagcgect
ctgtacgggt
atcagtgaca
ggaatatatt
caaaggaacg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
828



10

15

Met
1
Ala
Leu
Asn
Glu
65
Len
Tyr
Asp
Lys
Asn
145
Asp
Ala
Asn
Ile
Ala
225
Leu
Cys
Val
<210> 151

<211> 483
<212> ADN

Lys
Gln
Ala
Val
50

Pro
Tyr
Lys
Phe
Gln
130
Ala
Lys
Ser
Glu
Thr
210
Ile
Gln

Lys

Thr

Tyr Leu Len
Ala
20

Pro

Pro Met

Pro Thr

35
Asn

Tyr Tyr

Gln Ile Val

Val Pro
85

Asn

Tyr

Ile Len

100

Tyr Asp Glu

115
Lys

Lys Hisg

Ala Gln Ile

Lyg Gly Gly

165

Ala Pro Tyr
180

Thr Thr

195

Thr

Asn

Ala Lys

Thr Val Lys

Ala Thr Gly

245

Thr Asp
260

Gln

275

Gly

<213> Haemophilus influenzae

<400> 151

atgaaaaaaa
caaaaggctg
atacgtttgg
caagagcecac
tatcctgage
aattatcatt
cgggcageac
tataatgctg

taa

<210> 152
<211> 160
<212> PRT

ttattttaac
aacaaaatga
taaagaatgt
aaattgtaca
ctaaacgtta
taactcaaat
ctaaaaagca
ctcagattat

<213> Haemophilus influenzae

<400> 152

ES 2658512713

Pro Thr

Ala Met

Asp Val

Ile Asp
55
Hig Phe
70
Glu Pro

Cys Ala

Phe Trp

Thr Leu
135
Ile Cys
150
Thr Lys

Lys Ala

Cys Thr

Gly Tyr
215
Gly Asp
230
Asn Ala

Ala Ser

attatcactt
tgtgaagctg
gaattattac
ttttgatgct
tgcacgttct
acgaactgat
aaagaaacat
ttgtgcaaat

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Asp
Lys
Asn
Gly
120
Ser
Ala
Lys
Asp
Gly
200
Val
Gly

Ala

Leu

Ala Ala
10

Ala

Gly Leun Len

Lys Glu Gln Asn

25

Ser Gly Tyr Ile Arg

45

Glu Ser Ile Val

Trp
60
Ala vVal val asn
75

Ala

Leu

Arg Tyr Ser
90

His

Arg

Tyr Leun Thr Gln
105
Gln Ala
125

Thr

Gly Leu Arg

Leu Thr Pro Asp

140
Asn Tyr Gly Glu Ala
155
Ala Ala Val
170

Glu

Ser Glu
Val
185
Gly

Len Cys Val
Ile
205

Thr

Lys Asn Gly

Val Thr
220
Asn

Lys Ser

Thr Ala
235
Val

Leu Met

Thr Gly Thr
250

Pro

Trp

Phe
265

Ala Asn Phe

gggttactta
gcaccgcoga
atcgatagtg
gtggtgaatt
gttcgtcagt
ttctatgatyg
acgttaagtt
tatggtaaag

ccgecttgtte
ctgatgtacg
aatcgatectg
tagatagggg
ataagatttt
aattttgggg
taacacctga
cattttcagt

129

Leu Ala
15

Val

Len

Asp Lys

Leu Val Lys

Asp Asn Gln

Asp Lys Gly

Val Arg Gln
Val
110

Ala

Arg Thr

Pro Lys

Thr Leu Tyr

Phe Val
160
Gln

Ser

Leu
175
Ser

Leu
Tyr Thr
190
Ala

Ala Asp

Ser Asn Gly

Glu Ile
240
Thr

Tyr
Thr Thr
255
Gly

Cys Ser

270

tgctcaaate
aagcggatat
ggtggataac
attgtatgtt
gaattgtgca
acagggtttyg
tacaacqgctt
tgataaaaaa

60

120
180
240
300
360
429
48Q
483



10

15

Met Lys Lys Ile Ile

1 5
Ser Ala Gln Ile Gln
20
Pro Thr Asp Val
35

Ile

Arg

Tyr Tyr Ser
50

val

Asp

Ile
65
Tyr

His Phe Asp

Pre Glu Pro Lys
85
Ala Asn
100

Trp

Leu Asn Cys

Glu Phe
115
Thr

Asp Gly

His Leu Ser
130

Ile

Lys

Gln
145

Ile Cys Ala

<210> 153
<211> 480
<212> ADN
<213> Haemophilus influenzae

<400> 153

atgaaaaaaa
caaaaggcta
atacgtttgg
caagagccac
tatcctgage
aattatcatt

cgggcagcac
tataatgctg

ttattttaac
aacaaaatga
taaagaatgt
aaattgtaca
ctaaacgtta
taactcaagt
ctaaaaagca
ctcagattat

<210> 154
<211> 160
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 154

ES 2658512713

Leu Thr

Lys Ala

Ser Gly

Glu Ser
55
Ala Val
70
Arg Tyr

Tyr His

Gln Gly

Leu

Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala

Leu

Leu

Ser Leu

10
Gln Asn
25
Ile Arg

Trp Val

Asn Leu
Ser
90

Gln

Arg

Thr
105

Arg Ala

120

Thr
135
Tyr

Leu

Asn
150

attatcactt
tgtgaagctyg
gaattattac
ttttgatgca
tgcacgttct
acgaactgat
aaagaaacat
ttgtgcgaac

Pro

Gly

Asp Thr

Lys Ala

gggttactta
goaccgooga
atcegatagtg
gtggtgaatt
gttcgtcagt
ttctatgaty
acgttaagtt
tatggtgaag

130

Gly Leu Leu

Asp Val Lys

Leu Val Lys
45
Asn Gln
60

Arg

Asp

Asp
75
Val

Gly

Arg Gln

Ile Arg Thr

Ala Pro Lys

125

Thr Leu Tyr
140

Phe Ser

155

Val

ctgectgtte
ctgatgtacg
aategatcetg
tagataaggg
ataagatctt
aattttgggg
taacacctga
cattttcagt

Thr Ala Cys

15

Leu Ala Pro

30
Asn

Val Asn

Glu Pro Gln
Val
80

Ile

Leu Tyr

Tyr Lys
95
Asp Phe
11Q

Lys

Tyr

Gln Lys

Asn Ala Ala

Asp Lys Lys

160

tgcetcaaate
aagcggatat
ggtggataac
attgtatgtt
gaattgtgca
acagggtttg
tacaacgctt
tgataaaaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
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15

20

25

30

35

40

Met
Ser
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr
Leu
Asp
Lys

Gln
145

<210> 155
<211> 91
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Ala
Thr
Tyr
50

val
Pro
Asn
Glu
His

130
Ile

<223> Cebador

<400> 155

Lys
Gln
Asp
Ile
His
Glu
Cys
Phe
115

Thr

Ile

Ile
Ile
20

val
Asp
Phe

Pro

Ala
100
Trp

Cys

Ile
Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
85

Asn
Gly
Ser

Ala

ES 2658512713

Lys
Ser
Glu
Ala
70

Arg

Tyr

Gln

Asn
150

Thr
Ala
Gly
Ser
55

val
Tyr
His
Gly
Thr

135
Tyr

Lys
Tyr
40

Ile
val

Ala

Leu
120
Pro

Gly

Ser
Gln

25
Ile

Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg

Asp

Glu

Leu
10

Asn
Arg
Val
Leu
Ser
20

Gln
Ala
Thr

Ala

Gly

Asp

Asp
Asp
75

Val
val
Ala

Thr

Phe
155

Leu
Val
Val
Asn
60

Lys
Arg
Arg
Pro
Leu

140
Ser

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
125
Tyr

Val

Thr
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys

Asn

Asp

Ala
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
95

Phe
Gln
Ala

Lys

Cys
Pro
Asn
Gln
val
80

Ile
Tyr
Lys
Ala

Lys
160

cacacacata tgattaaatt tctctctgca ttaattcttc tactggtcac gacggcgget 60
91

caggetgaga ctaaaaaage ageggtatet g

<210> 156
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 156

tgtgtgaage ttttagtggt ggtggtggtg gtggececgeet tgtgtgacac ttccocgecaaaa 60

atttgc

<210> 157
<211> 58
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 157

tttgcggaag tgtcacacaa ggcggcgcgce agattcagaa ggctgaacaa aatgatgt

<210> 158
<211> 58
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

131

58

66
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<223> Cebador

<400> 158

acatcatttt gttcagcctt ctgaatctgc gcgecgcectt gtgtgacact tccgcaaa

<210> 159

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 159

tgtgtgaagc ttttagtggt ggtggtggtg gtggccgcct tttttatcaa ctgaaaatg

<210> 160

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 160

cacacacata tgcaccacca ccaccaccac agegcegcaga ttcagaagge tgaacaaaat 60

gatgt

<210> 161

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 161
cattttcagt tgataaaaaa ggcggcacta aaaaagcagc ggtatc

<210> 162

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 162
gataccgctg cttttttagt gccgcctttt ttatcaactg aaaatg

<210> 163

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 163
tgtgtgaagc ttttattgtg tgacacttcc gcaaa 35

<210> 164

<211> 104

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

132

46

46
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<220>
<223> Cebador

<400> 164

cacacacata tgaaatacct getgecgace getgetgetg gtetgetget cctegetgee 60
cagecggoga tggoccagat tcagaagget gaacaaaatg atgt 104

<210> 165

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 165
gcattttcag ttgataaaaa aggcggcact aaaaaagcag cggtatctg 49

<210> 166

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 166
cagataccgc tgctttttta gtgccgcctt ttttatcaac tgaaaatgc 49

<210> 167

<211> 104

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 167

cacacacata tgaaatacct gctgccgacc gotgetgetyg gtcotgetget ccotogetgece 60
cagccggega tggoccgatat tcagaagget gaacaaaatg atgt 104

<210> 168

<211>115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 168

cacacacata tgaaacactt tccatccaaa gtactgacca cagccatcet tgccacttte 60
tgtagcggeg cactggcagc cacaaacgac gacgataagg ctgaacaaaa tgatg 115

<210> 169

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 169

133
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gccggcegatg gecatggata aggctgaaca aaatg 35

<210> 170

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 170
cattttgttc agccttatcc atggccatcg ccggce 35

<210> 171

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 171
ggaagtgtca cacaataagg cggccaccac cacc 34

<210> 172

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 172
ggatggtggtg gecegccttat tgtgtgacac ttee 34

<210> 173

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 173
gaattccata tgcaccatca ccatcaccat actaaaaaag cagcggtatc tgaa

<210> 174

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

400> 174

gcgecgcteg agtcattgtg tgacacttce ge 32
<210> 175

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 175

134
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gcccagecgg cgatggcecca gatccagaag gctgaacaaa atg

<210> 176
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 176

cattttgttc agccttctgg atctgggceca tcgeeggetg gge

<210> 177
<211> 254
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 177
Gln
1
Asp
Ila
His
Glu
65
Cys
Phe
Thr
Ila
Thr
145
Lys
Cys
Gly
Gly
Asn

225
Ala

<210> 178
<211>6
<212> PRT

Ile
Val
Asp
Phe
50

Pro
Ala
Trp
Leu
Cys
130
Lys
Ala
Thr
Tyr
Asp
210

Ala

Ser

Gln
Arg
Ser
35

Asp
Lys
Asn
Gly
Ser
115
Ala
Lys
Asp
Gly
val
195
Gly

Ala

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Ser
20

Glu

Ala

Tyr
Gln
100
Leu
Asn
Ala
val
Gly
180
Lys
Thr

Thr

Phe

<223> Construccion sintética

Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
His
85

Gly
Thr
Tyr
Ala
Glu
165
Lys
Ser
Leu

Gly

Pro
245

Glu
Tyr
Ile
Val
Ala
70

Leu
Leu
Pro
Gly
Val
150
Leu
Asn
val
Ala
val

230
Ala

Gln
Ile
Trp
Asn
55

Arg
Thr
Arg
Asp
Glu
135
Ser
Cys
Gly
Thr
Asn
215

Thr

Asn

Asn
Arg
Val
40

Leu
Ser
Gln
Ala
Thr
120
Ala
Glu
Val
Ile
Thr

200
Met

Trp

Phe

135

43

Asp
Leu
25

Asp
Asp
Val
Val
Ala
105
Thr
Phe
Len
Tyr
Ala
185
Ser
Glu

Thr

Cys

43

val
10

val
Asn
Lys
Arg
Arg
90

Pro
Leu
Ser
Len
Ser
170
Ala
Asn
Tyr

Thr

Gly
250

Lys
Lys
Gln
Gly
Gln
75

Thr
Lys
Tyr
val
Gln
155
Thr
Asp
Gly
Ile
Thr

235
Ser

Leu
Asn
Glu
Len
60

Tyr
Asp
Lys
Asn
Asp
140
Ala
Asn
Ile
Ala
Leu
220
Cys

Val

Ala
val
Pro
45

Tyr
Lys
Fhe
Gln
Ala
125
Lys
Ser
Glu
Thr
Ile
205
Gln

Lys

Thr

Pro
Asn
30

Gln
Val
Ile
Tyr
Lys
110
Ala
Lys
Ala
Thr
Thr
130
Thr
Ala

Gly

Gln

Pro
15

Tyr
Ile
Tyr
Len
Asp
95

Lys
Gln
Gly
Pro
Thr
175
Ala
val
Thr

Thr

Thr
Tyr
val
Pro
Asn
80

Glu
His
Ile
Gly
Tyr
160
Asn
Lys
Lys

Gly

Asp
240



10

15

20

25

<400> 178

<210> 179
<211> 138
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 179

Ala
1
Gly

Ser
val
Tyr
65

His
Gly

Thr

Tyr

<210> 180
<211> 137
<212> PRT

Glu
Tyr
Ile
Val
50

Ala
Leu
Leu

Pro

Gly
130

Gln

Ile

Trp
35

Asn
Arg
Thr
Arg
Asp

115
Glu

Asn
Arg
20

Val
Leu
Ser
Gln
Ala
100

Thr

Ala

<213> Haemophilus influenzae

<400> 180

Glu
1
Tyr
Ile
Val
Ala

65
Leu
Leu
Pro
Gly
<210> 181

<211> 849
<212> ADN

Gln
Ile
Trp
Asn
50

Arg
Thr
Arg

Asp

Glu
130

Asn
Arg
Val
35

Leu
Ser
Gln
Ala
Thr

115
Ala

<213> Secuencia artificial

Asp
Leu
20

Asp
Asp
Val
Val
Ala
100
Thr

Phe

Asp

Asp
Asp
Val
val
85

Ala

Thr

Phe

Val
Val
Asn
Lys
Arg
Arg
85

Pro

Leu

Ser

ES 2658512713

Ala Thr Asn Asp Asp Asp

1

Val
Val
Asn
Lys
Arg
70

Arg
Pro

Leu

Ser

Lys
Lys
Gln
Gly
Gln
70

Thr
Lys
Tyr

Val

Lys
Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr

Val
135

Leu
Asn
Glu
Leu
55

Tyr
Asp
Lys

Asn

Asp
135

Leu
Asn

Glu
40

Leu
Tyr
Asp
Lys
Asn

120
Asp

Ala
Val
Pro
40

Tyr
Lys
Phe
Gln
Ala

120
Lys

136

Ala
Val
25

Pro
Tyr
Lys
Phe
Gln
105

Ala

Lys

Pro
Asn
25

Gln
Val
Ile
Tyr
Lys
105
Ala

Lys

5

Pro
10
Asn

Gln
Val
Ile
Tyr
90

Lys

Ala

Lys

Pro
10

Tyr
Ile
Tyr
Leu
Asp
90

Lys

Gln

Pro
Tyr
Ile
Tyr
Leu
75

Asp
Lys

Gln

Thr
Tyr
Val
Pro
Asn
75

Glu
His

Ile

Thr
Tyr
Val
Pro
60

Asn
Glu
His

Ile

Asp
Ile
His
Glu
60

Cys
Phe

Thr

Ile

Asp
Ile
His
45

Glu
Cys
Phe
Thr

Ile
125

val
Asp
Fhe
45

Pro
Ala
Trp
Leu

Cys
125

val
Asp
30

Fhe
Pro
Ala
Trp
Leu

110
Cys

Arg
Ser
30

Asp
Lys
Asn
Gly
Ser

110
Ala

Arg
15
Ser

Asp
Lys
Asn
Gly
95

Ser

Ala

Ser
Glu
Ala
Arg
Tyr
Gln
95

Leu

Asn

Ser
Glu
Ala
Arg
Tyr
80

Gln

Leu

Asn

Gly
Ser
Val
Tyr
His
80

Gly

Thr

Tyr



10

15

<220>
<223> LVL702

<400> 181

atgaaatacc
atggccattc
agcggatata
gtggataacc
ttgtatgttt
aattgtgcaa
cagggtttgc
acaacgcttt
gataaaaaag
tataaggcetg
ggaaaaaatg

acaagcaacqg
ttgcaagcota
gatgcotett
caccaccac

<210> 182
<211> 283
<212> PRT

tgctgecgac
agaaggctga
tacgtttggt
aagagccaca
atcctgagec
attatcattt
gggcagcacc
ataatgctgc
gcggeactaa
atgtggaatt
gtattgcage

gtgcaataac
caggtaatge
tatttecage

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL702

<400> 182

ES 2658512713

cgctgectget
acaaaatgat
aaagaatgtg
aattgtacat
taaacgttat
aactcaagta
taaaaagcaa
tcagattatt
aaaagcagog
atgtgtatat
agatataacc

agtaaaaggg
tgcaacaggt
aaatttttge

ggtctgctge
gtgaagetgg
aattattaca
tttgatgecag
gcacgttectg
cgaactgatt
aagaaacata
tgtgcgaact
gtatctgaat
agcacaaatqg
acagcaaaaqg

gatggcecacat

gtaacttgga
ggaagtgtca

137

tectcgetge
caccgccgac
tcgatagtga
tggtgaattt
ttegtcagta
tctatgatga
cgttaagttt
atggtgaagc
tactgcaage
aaacaacaaa
gctatgtaaa

tggcaaatat
caacaacttg

cacaaggeqqg

ccagocggeg
tgatgtacga
atcgatctgg
agataaggga
taagatcttg
attttgggga
aacacctgat
attttcagtt
gteagegecet
ctgtacgggt
atcagtgaca

ggaatatatt
caaaggaacqg
ccaccaccac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
849



10

Met
1
Ala

Lys
Gln
Leu Ala
Val

50
Pro

Aszn

Glu
65
Leu Tyr

Tyr Lys

Asp Phe
Gln
130
Ala

Lys

Asn
145
Asp Lys

Ala Ser

Asn Glu

Ile Thr
210
Ala Ile
225
Leu Gln

Cys Lys

Tyr Leu Leu
Ala
20

Pro

Pro Met

Pro Thr

35
Asn

Tyr Tyr

Gln Ile Val

Val Pro
85

Asn

Tyr

Ile Leu

100

Tyr Asp Glu

115
Lys

Lys His

Ala Gln Ile

Lys Gly Gly

165

Ala Pro Tyr
180

Thr Thr

195

Thr

Asn

Ala Lys

Thr Val Lys

Ala Thr Gly
245
Thr Asp

260

Gly

ES 2658512713

Pro Thr

Ala Ile

Asp Val

Ile Asp
55
His Phe
70
Glu Pro

Cys Ala

Phe Trp

Ala
Gln
Arg
40

Ser
Asp
Lys

Asn

Gly

Ala Ala
10
Lys Ala
25
Ser Gly

Glu Ser

Ala Val

Gly
Glu
Tyr
Ile

Val

Leu Leu

Gln Asn

Ile Arg
45
Trp Val
60

Aszsn Leu

75

Tyr
80
Tyr His
105

Gln Gly

120

Thr Leu
135
Ile Cys
150
Thr Lys

Lys Ala

Cys Thr

Ser
Ala
Lys
Asp

Gly

Leu Thr

Asn Tyr

Ala
Leu
Leu
Pro

Gly

Ser

Thr Gln
Arg Ala

125
Asp Thr
140

Glu Ala

155

Ala Ala
170
Val Glu
185

Gly Lys

200

Gly Tyr
215
Gly Asp
230
Asn Ala

Ala Ser

val
Gly
Ala

Leu

Lys Ser

Thr Leu

Val

Leu

Asn

Val

Ala

Ser Glu

Cys Val
Ile
205
Thr

Gly

Thr
220

Azsn Met

235

Thr Gly
250
Phe Pro

265

Val

Ala

Thr Trp

Asn Phe

Val Thr Gln His

275

His His His

280

Gly Gly His His

<210> 183
<211> 858
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL736

<400> 183

atgaaatace
atggccageg
gatgtacgaa
tcgatctggg
gataagggat
aagatcttga
ttttggggac
acacctgata
tttteagttg
tcagegectt
tgtacgggtg
tcagtgacaa
gaatatattt

aaaggaacgg
caccaccacc

tgctgecgac
cccagattea
gecggatatat
tggataacca
tgtatgttta
attgtgcaaa
agggtttgeg
caacgcttta
ataaaaaagqg
ataaggctga
gaaaaaatgg
caagcaacgqg
tgcaagctac
atgeoetottt
accaccac

cgetgoetget
gaaggctgaa
acgtttggta
agagecacaa
tcctgagect
ttatcattta
ggcagcacct
taatgctgect
cggcactaaa
tgtggaatta
tattgcagea
tgcaataaca
aggtaatget
atttecagea

ggtetgetge
caaaatgatg
aagaatgtga
attgtacatt
aaacgttatg
actcaagtac
aaaaagcaaa
cagattattt
aaagcagegqg
tgtgtatata
gatataacca
gtaaaagyggy
gcaacaggtg
aatttttgeqg

138

tectegetge
tgaagetgge
attattacat
ttgatgcagt
cacgttctgt
gaactgattt
agaaacatac
gtgcgaacta
tatctgaatt
gcacaaatga
cagcaaaagqg
atggcacatt
taacttggac

gaagtgtcac

Leu Ala
15

Val

Leu

Asp
30
Leu

Lys

Val Lys

Asp Asn Gln

Asp Gly

Val Gln
Val
110
Ala

Thr

Pro Lys

Thr Leu Tyr

Phe Val
160
Gln

Ser

Leu
175
Ser

Leu
Tyr Thr
190
Ala

Ala Asp

Ser Asn Gly

Glu Ile
240
Thr

Tyr
Thr Thr
255
Gly

Cys Ser

270

ccagecggeyg
accgecgact
cgatagtgaa
ggtgaattta
tcgtcagtat
ctatgatgaa
gttaagttta
tggtgaagca
actgcaageqg
aacaacaaac
ctatgtaaaa
ggcaaatatg
aacaacttge

acaaggegge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
858
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15

20

<210> 184
<211> 286
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL736

<400> 184

Met
1
Ala
Asp
Leu
Asp

65

Asp
Val
Val
Ala
Thr
145
Phe
Len
Tyr
Ala
Ser
225
Glu
Thr
Cys

<210> 185

<211> 855
<212> ADN

Lys
Gln
Val
val
50

Asn
Lys
Arg
Arg
Pro
130
Leu
Ser
Len
Ser
Ala
210
Asn
Tyr

Thr

Gly

Tyr
Pro
Lys
35

Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
115
Lys
Tyr
Val
Gln
Thr
195
Asp
Gly
Ile

Thr

Ser
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL737

<400> 185

Len
Ala
20

Leu
Asn
Glu
Len
Tyr
100
Asp
Lys
Asn
Asp
Ala
180
Asn
Ile
Ala
Leu
Cys

260
Val

Len
Met
Ala
val
Pro
Tyr
85

Lys
Phe
Gln
Ala
Lys
165
Ser
Glu
Thr
Ile
Gln
245
Lys

Thr

ES 2658512713

Pro
Ala
Pro
Asn
Gln
70

Val
Ile
Tyr
Lys
Ala
150
Lys
Ala
Thr
Thr
Thr
230
Ala

Gly

Gln

Thr
Ser
Pro
Tyr
55

Ile
Tyr
Len
Asp
Lys
135
Gln
Gly
Pro
Thr
Ala
215
Val
Thr

Thr

Gly

Ala
Ala
Thr
49

Tyr
Val
Pro
Asn
Glu
120
Hig
Ile
Gly
Tyr
Asn
200
Lys
Lys
Gly
Asp

Gly
280

139

Ala
Gln
25

Asp
Ile
His
Glu
Cys
105
Phe
Thr
Ile
Thr
Lys
185
Cys
Gly
Gly
Asn
Ala

265
His

Ala
10

Ile
Val
Asp
Phe
Pro

80
Ala

Trp
Leu
Cys
Lys
170
Ala
Thr
Tyr
Asp
Ala
250

Ser

His

Gly
Gln
Arg
Ser
Asp
75

Lys
Asn
Gly
Ser
Ala
155
Lys
Asp
Gly
Val
Gly
235
Ala

Len

His

Len
Lys
Ser
Glu
60

Ala
Arg
Tyr
Gln
Leu
140
Asn
Ala
Val
Gly
Lys
220
Thr
Thr

Phe

His

Len
Ala
Gly
45

Ser
Val
Tyr
His
Gly
125
Thr
Tyr
Ala
Glu
Lys
205
Ser
Leu
Gly

Pro

His
285

Len
Glu
30

Tyr
Ile
Val
Ala
Len
110
Leu
Pro
Gly
Val
Len
190
Asn
Val
Ala
Val
Ala

270
His

Len
15

Gln
Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
Arg
Asp
Glu
Ser
175
Cys
Gly
Thr
Asn
Thr

255
Asn

Ala
Asn
Arg
val
Len
80

Ser
Gln
Ala
Thr
Ala
160
Glu
Val
Ile

Thr

Met
240

Trp

Phe



10

atgaaatacc
atggccgecc
gtacgaagcg
atctgggtgy
aagggattgt
atettgaatt
tggggacagg
cotgatacaa
tecagttgata
gegecttata
acgggtggaa
gtgacaacaa
tatattttge

ggaacggatg
caccaccacc

<210> 186
<211> 285
<212> PRT

tgctgccgac
agattcagaa
gatatatacg
ataaccaaga
atgtttatce
gtgcaaatta
gtttgeggge
cgetttataa
aaaaaggcegyg
aggctgatgt
aaaatggtat
gcaacggtge
aagctacagg
cctctttatt
accac

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL737

<400> 186

ES 2658512713

cgctgetget
ggctgaacaa
tttggtaaag
gccacaaatt
tgagcctaaa
tecatttaact
agcacctaaa
tgetgeteag
cactaaaaaa
ggaattatgt
tgecagcagat
aataacagta
taatgctgca
tccagcaaat

ggtctgetge
aatgatgtga
aatgtgaatt
gtacattttg
cgttatgcac
caagtacgaa
aagcaaaaga
attatttgtg
gcageggtat
gtatatagea
ataaccacag
aaaggggaty

acaggtgtaa
ttttgcggaa

140

tcectegetge
agctggcacc
attacatcga
atgcagtggt
gttctgtteg
ctgattteta
aacatacgtt
cgaactatgg
ctgaattact
caaatgaaac
caaaaggceta
gcacattggc
cttggacaac

gtgtcacaca

ccagceoggeg
gccgactgat
tagtgaatcyg
gaatttagat
tcagtataag
tgatgaattt
aagtttaaca
tgaagcattt
geaagegtea
aacaaactgt
tgtaaaatea
aaatatggaa
aacttgcaaa

aggceggccac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
855



10

Met
Ala
Val
Val
Asn
65

Lys
Arg
Arg
Pro
Len
145
Ser
Leu
Ser
Ala
Asn

225
Tyr

Thr

Gly

<210> 187
<211> 843
<212> ADN

Lys
Gln
Lys
Lys
50

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
130
Tyr
Val
Gln
Thr
Asp
210
Gly

Ile

Thr

Ser

Tyr
Pro
Len
35

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
115
Lys
Asn
Asp
Ala
Asn
195
Ile

Ala

Len

Cys

Val
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL738

<400> 187

Leu
Ala
20

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
100
Phe
Gln
Ala
Lys
Ser
180
Glu
Thr

Ile

Gln

Lys
260
Thr

Leu
Met
Pro
Asn
Gln
Val
85

Ile
Tyr
Lys
Ala
Lys
165
Ala
Thr
Thr
Thr
Ala
245
Gly

Gln

ES 2658512713

Pro
Ala
Pro
Tyr
Ile
70

Tyr
Leu
Asp
Lys
Gln
150
Gly
Pro
Thr
Ala
Val

230
Thr

Thr

Gly

Thr
Ala
Thr
Tyr
55

Val
Pro
Asn
Glu
His
135
Ile
Gly
Tyr
Asn
Lys
215
Lys

Gly

Asp

Gly

Ala
Gln
Asp
40

Ile
His
Glu
Cys
Phe
120
Thr
Ile
Thr
Lys
Cys
200
Gly
Gly

Asn

Ala

His
280

141

Ala
Ile
25

Val
Asp
Phe

Pro

Ala
105
Trp

Len
Cys
Lys
Ala
185
Thr
Tyr
Asp

Ala

Ser
265
His

Ala
10

Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
90

Asn
Gly
Ser
Ala
Lys
170
Asp
Gly
Val
Gly
Ala
250

Leu

Hisg

Gly
Lys
Ser
Glu
Ala
75

Arg
Tyr
Gln
Len
Asn
155
Ala
Val
Gly
Lys
Thr

235
Thr

Phe

Hisg

Leu
Ala
Gly
Ser
60

Val
Tyr
Hig
Gly
Thr
140
Tyr
Ala
Glu
Lys
Ser
220

Len

Gly

Pro

Hisg

Leu
Glu
Tyr
45

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
125
Pro
Gly
Val
Leu
Asn
205
Val

Ala

Val

Ala

Hig
285

Leu
Gln
30

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
110
Arg
Asp
Glu
Ser
Cys
190
Gly
Thr

Asn

Thr

Asn
270

Leu
15

Asn
Arg
Val
Len
Ser
95

Gln
Ala
Thr
Ala
Glu
175
Val
Ile
Thr
Met
Trp

255
Phe

Ala
Asp
Len
Asp
Asp
80

Val
Val
Ala
Thr
Phe
180
Len
Tyr
Ala
Ser
Glu

240
Thr

Cys



10

atgaaatacc

atggccaagg

tatatacgtt
aaccaagagc
gtttatcctg
gcaaattatc
ttgcgggeag
ctttataatg
aaaggcggcea
getgatgtgyg
aatggtattg
aacggtgcaa
gcetacaggta
tetttattte

cac

<210> 188
<211> 281
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL738

<400> 188

Met
1
Ala

Lys
Gln

Pro Pro

Asn Tyr
50
Gln Ile
65
Val Tyr

Ile Leu

Tyr Asp

Lys Lys
130
Ala Gln
145

Lys Gly

Ala Pro

Thr Thr

Thr Ala
210
Thr Val
225
Ala Thr

Gly Thr

Gln Gly

tgctgeecgac
ctgaacaaaa
tggtaaagaa
cacaaattgt
agcctaaacg
atttaactca
cacctaaaaa
ctgctcagat
ctaaaaaage
aattatgtgt
cagcagatat
taacagtaaa
atgetgeaac
cagcaaattt

Tyr
Pro
Thr
35

Tyr
Val
Pro
Asn
Glu
115
His
Ile

Gly

Tyr
Asn
195
Lys
Lys
Gly
Asp

Gly
275

Leu
Ala
20

Asp
Ile
His
Glu
Cys
100
Phe
Thr

Ile

Thr

Lys
180
Cys
Gly
Gly
Asn
Ala

260
Hisg

Leu
Met.
val
Asp
Phe
Pro

85
Ala

Trp
Leu
Cys

Lys
165

Ala

Thr

Tyr
Asp
Ala
245

Ser

Hisg

ES 2658512713

cgctgectget
tgatgtgaag
tgtgaattat
acattttgat
ttatgcacgt
agtacgaact
gcaaaagaaa
tatttgtgcg
ageggtatet
atatagcaca
aaccacagea
aggggatggce
aggtgtaact
ttgeggaagt

ggtctgctge
ctggcaccgc
tacatcgata
gcagtggtga
tetgttegtc
gatttctatg
catacgttaa
aactatggtg
gaattactge
aatgaaacaa
aaaggctatg
acattggcaa
tggacaacaa
gtcacacaagq

tcctcgetge
cgactgatgt
gtgaatcgat
atttagataa
agtataagat
atgaattttg
gtttaacacc
aagcattttc
aagcgtcage
caaactgtac
taaaatcagt
atatggaata
cttgeaaagg
goeggecacea

Pro Thr

Ala Lys

Arg Ser
Glu
55

Ala

Ser

Asp
70
Lys Arg

Asn Tyr

Gly Gln
Leu
135
Asn

Ser

Ala
130

Lys Ala

Asp Val

Gly Gly

Val Lys
215
Gly Thr
230
Ala Thr

Leu Phe

Hig Hisg

Ala
Ala
Gly
40

Ser
Val
Tyr
His
Gly
120
Thr

Tyr

Ala

Glu
Lys
200
Ser
Len
Gly

Pro

Hisg

Ala Ala
10

Gln

Gly Leu Leu
Glu
25

Tyr

Asn Asp val

Ile val
45
Asn

Arg Leu

Ile Trp Val Asp

60
Val Leu Asp
75

Ser

Asn Lys

Ala Arg Val
90

Thr

Arg

Leu Gln Val
105

Leu

Arg

Ala Ala Pro
125

Leu

Arg
Thr Thr
140
Phe

Pro Asp

Glu Ala
155
Glu

Gly Ser

Val Ser Leu Leu

170

Leu Cysg Val
185

Asn

Tyr Ser

Ile Ala Ala
205

Asn

Gly

vVal Thr Thr Ser

220
Ala Met Glu
235

Trp

Asn Tyr

Val Thr
250
Asn

Thr Thr

Ala
265
His

Phe Cys Gly

280

142

val

Gln

ccagccggceg
acgaagegga
ctgggtggat
gggattgtat
cttgaattgt
gggacagggt
tgatacaacg
agttgataaa
gecttataag
gggtggaaaa
gacaacaagcd
tattttgecaa
aacggatgeco
ccaccaccac

Leu Ala
15

Leu

Len

Lys Ala

30
Lys

Asn Val

Gln Glu Pro

Gly Leu Tyr

80

Gln Tyr Lys
95

Thr Asp
110

Lys

Fhe

Lys Gln

Tyr Asn Ala

Asp Lys
160
Ala Ser

175

Thr Asn
190

Asp

Glu

Ile Thr

Gly Ala Ile

Ile Gln
240

Lys

Len

Thr Cys

255
Val

Ser Thr

270

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
g43



10

15

20

<210> 189
<211> 840
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL739

<400> 189

atgaaatacc
atggccgetg
atacgtttgg
caagagccac
tatcctgage
aattatcatt
cgggcageac
tataatgetg
ggeggcacta
gatgtggaat
ggtattgeag
ggtgcaataa

acaggtaatg
ttatttccag

<210> 190
<211> 280
<212> PRT

tgctgceogac
aacaaaatga
taaagaatgt
aaattgtaca
ctaaacgtta
taactcaagt
ctaaaaagcea
ctcagattat
aaaaagcagce
tatgtgtata
cagatataac
cagtaaaagg
ctgcaacagg
caaatttttg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL739

<400> 190

ES 2658512713

cgctgctget
tgtgaagctg
gaattattac
ttttgatgca
tgcacgttct
acgaactgat
aaagaaacat
ttgtgegaac
ggtatctgaa
tagcacaaat
cacagcaaaa
ggatggcaca
tgtaacttgg

cggaagtgtce

ggtctgetge
gcaccgccga
atcgatagtg
gtggtgaatt
gttcgtcagt
ttetatgatg
acgttaagtt
tatggtgaag
ttactgcaag
gaaacaacaa
ggctatgtaa
ttggcaaata
acaacaactt
acacaaggcg

143

toctegetge
ctgatgtacg
aatcgatctg
tagataaggg
ataagatctt
aattttgggg
taacacctga
catttteagt
cgtcagegec
actgtacggy
aatcagtgac
tggaatatat
gcaaaggaac
gccaccacca

ccagccggcey
aagcggatat
ggtggataac
attgtatgtt
gaattgtgca
acagggtttyg
tacaacgett
tgataaaaaa
ttataagget
tggaaaaaat
aacaagcaac
tttgcaagcet
ggatgcctct
ccaccaccac

60

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



10

Met
Ala
Pro
Tyr
Ile
65

Tyr

Leu

Asp
Lys
Gln
145
Gly
Pro
Thr
Ala
Val
225
Thr
Thr
Gly
<210> 191

<211> 837
<212> ADN

Lys
Gln
Thr
Tyr
50

Val

Pro

Asn

Glu
His
130
Ile
Gly
Tyr
Asn
Lys
210
Lys
Gly

Asp

Gly

Tyr
Pro
Asp
35

Ile
His
Glu

Cys

Phe
115
Thr
Ile
Thr
Lys
Cys
195
Gly
Gly
Asn

Ala

His
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL740

<400> 191

Leu
Ala
20

Val
Asp
Phe
Pro
Ala
100
Trp
Leu
Cys
Lys
Ala
180
Thr
Tyr
Asp
Ala
Ser

260
His

Leu
Met
Arg
Ser
Asp
Lys

85
Asn

Gly
Ser
Ala
Lys
165
Asp
Gly
Val
Gly
Ala
245

Leu

His

ES 2658512713

Pro
Ala
Ser
Glu
Ala
70

Arg

Tyr

Gln
Leu
Asn
150
Ala
val
Gly
Lys
Thr
230
Thr

Phe

His

Thr
Ala
Gly
Ser
55

Val

Tyr

His

Gly
Thr
13%
Tyr
Ala
Glu
Lys
Ser
215
Leu
Gly

Pro

His

Ala
Glu
Tyr
40

Ile
Val

Ala

Leu

Leu
120
Pro
Gly
val
Leu
Asn
200
Val
Ala
Val

Ala

His
280

144

Ala
Gln
25

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
105
Arg
Asp
Glu
Ser
Cys
185
Gly
Thr
Asn

Thr

Asn
265

Ala
10

Asn
Arg
val
Leu
Ser

90
Gln

Ala
Thr
Ala
Glu
170
Val
Ile
Thr
Met
Trp

250
Phe

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

val

val

Ala
Thr
Phe
155
Leu
Tyr
Ala
Ser
Glu
235
Thr

Cys

Leu
val
Val
Asn
60

Lys

Arg

Arg

Pro
Leu
140
Ser
Leu
Ser
Ala
Asn
220
Tyr
Thr

Gly

Leu
Lys
Lys
45

Gln
Gly
Gln

Thr

Lys
125
Tyr
Val
Gln
Thr
Asp
205
Gly
Ile
Thr

Ser

Leu
Leu
30

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
110
Lys
Asn
Asp
Ala
Asn
190
Ile
Ala
Leu
Cys

val
270

Leu
15

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys

95
Phe

Gln
Ala
Lys
Ser
175
Glu
Thr
Ile
Gln
Lys

255
Thr

Ala
Pro
Asn
Gln
Val
B8O

Ile

Tyr

Lys
Ala
Lys
160
Ala
Thr
Thr
Thr
Ala
240
Gly

Gln



10

15

atgaaatacce
atggcegaac
cgtttggtaa
gagccacaaa
cctgagecta
tatcatttaa
gcagcaccta
aatgctgctc
ggcactaaaa
gtggaattat
attgcagecag
gcaataacag
ggtaatgetg
tttecageaa

tgectgecegac
aaaatgatgt
agaatgtgaa
ttgtacattt
aacgttatgc
ctcaagtacg
aaaagcaaaa
agattatttg
aagcageggt
gtgtatatag
atataaccac
taaaagggga

caacaggtgt
atttttgegg

ES 2 658

cgectgetget
gaagctggca
ttattacatc
tgatgcagtg
acgttctgtt
aactgatttc
gaaacatacg
tgcgaactat
atctgaatta
cacaaatgaa
agcaaaagge
tggcacattg
aacttggaca
aagtgtcaca

<210> 192
<211> 279
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL740

<400> 192

Met
1
Ala
Thr
Tyr
Val
65
Pro
Asn
Glu
His
Ile
145
Gly
Tyr
Asn
Lys
Lys
225
Gly
Asp

Gly

Lys
Gln
Asp

Ile
50

His
Glu
Cys
Phe
Thr
130
Ile
Thr
Lys
Cys
Gly
210
Gly
Asn

Ala

His

Tyr
Pro

Val

35
Asp

Phe
Pro
Ala
Trp
115
Leu
Cys
Lys
Ala
Thr
195
Tyr
Asp
Ala

Ser

His
275

Leu
Ala
20
Arg
Ser
Asp
Lys
Asn
100
Gly
Ser
Ala
Lys
Asp
180
Gly
val
Gly
Ala
Leu

260
His

Leu
Met

Ser

Glu
Ala
Arg
85

Tyr
Gln
Leu
Asn
Ala
165
Val
Gly
Lys
Thr
Thr
245

Phe

His

Pro
Ala
Gly
Ser
Val
70
Tyr
His
Gly
Thr
Tyr
150
Ala
Glu
Lys
Ser
Leu
230
Gly

Pro

His

Thr
Glu
Tyr
Ile
55
Val
Ala
Leu
Leu
Pro
135
Gly
Val
Leu
Asn
val
215
Ala
Val

Ala

His

Ala

Gln

Ile

40

Trp

As
Ar
Th
Ar

12
Asg

Glu

Se
Cy
Gl

20
Th

Asn

Thr

Asn

51213

ggtctgetge
ccgeegactg
gatagtgaat
gtgaatttag
cgtcagtata
tatgatgaat
ttaagtttaa
ggtgaagcat
ctgcaagegt
acaacaaact
tatgtaaaat
gcaaatatgg
acaacttgea

caaggeggec

Ala Ala
10
Asn Asp
25
Arg Leu

Val Asp

n Leu Asp
Val
90

val

g Ser

r Gln
105

g Ala

0

p Thr

Ala
Thr

Ala Phe

r Glu Leu
170
s Val Tyr

185
y Ile
0

r Thr

Ala

Ser

Met Glu

Gly
Val

Val

Arg

Pro

Ala
Asn

Tyr

tectegetge
atgtacgaag
cgatctgggt
ataagggatt
agatcttgaa
tttggggaca
cacctgatac
tttcagttga
cagegectta
gtacgggtag
cagtgacaac
aatatatttt

aaggaacgga
accaccacca

Leun Leu

Lys Leu

Asn

45
Glu

Lys

Gln
60
Gly

Asn

Lys Leu

75
Arg

Gln Tyr

Thr Asp

Lys Lys

125

Leu Tyr Asn
140

Ser Val

155

Leu

Asp

Gln Ala

Ser Thr Asn
Ile
205

Ala

Asp

Gly
220

Ile Leu

235

Thr
250
Cys

Trp

Phe
265

145

Thr

Gly

Thr Cys

Ser Val

ccagecggeg
cggatatata
ggataaccaa
gtatgtttat
ttgtgcaaat
gggtttgegg
aacgctttat
taaaaaaggc
taaggectgat
aaaaaatggt
aagcaacggt
gcaagctaca
tgectettta
ccacecac

60

120
180
240
200
360
420
4380
540
600
660
720
780
837

Leun Leu
15
Ala Pro
3Q

Val Asn

Pro Gln

Tyr Val
Ile
95

Tyr

Lys

Phe
110
Gln Lys

Ala Ala

Lys Lys
Ala
175
Thr

Ser

Glu
190
Thr Thr

Ile Thr

Gln Ala

Lys Gly
255
Thr Gln

270

Ala
Pro
Tyr
Ile
Tyr
80
Leu
Asp
Lys
Gln
Gly
160
Pro
Thr
Ala
val
Thr
240

Thr

Gly



10

15

20

<210> 193
<211> 825
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL735

<400> 193

atgaaatacc
atggccattc
agcggatata
gtggataacc
ttgtatgttt
aattgtgcaa
cagggtttge
acaacgettt
gataaaaaag
tataaggetg
ggaaaaaatg
acaagcaacyg
ttgcaagecta
gatgcctett

<210> 194
<211> 275
<212> PRT

tgctgecgac
agaaggctga
tacgtttggt
aagagccaca
atcctgagecc
attatcattt
gggcagcace
ataatgctge
geggeactaa
atgtggaatt
gtattgcage
gtgcaataac
caggtaatgc
tatttccagc

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL735

<400> 194

ES 2658512713

cgctgectgct
acaaaatgat
aaagaatgtg
aattgtacat
taaacgttat
aactcaagta
taaaaagcaa
tcagattatt
aaaagcageqg
atgtgtatat
agatataacc
agtaaaaggyg
tgcaacaggt
aaatttttge

ggtctgetge
gtgaagctgg
aattattaca
tttgatgcag
gcacgttctg
cgaactgatt
aagaaacata
tgtgecgaact
gtatctgaat
agcacaaatg
acagcaaaaqg
gatggcacat
gtaacttgga
ggaagtgtca

146

tcctecgectge
caccgccgac
tcgatagtga
tggtgaattt
ttcgtcagta
tctatgatga
cgttaagttt
atggtgaagce
tactgcaage
aaacaacaaa
gcetatgtaaa
tggcaaatat
caacaacttg
cacaa

ccageoggceg
tgatgtacga
atcgatctgg
agataaggga
taagatcttg
attttgggga
aacacctgat
atttteagtt
gtcagegect
ctgtacgggt
atcagtgaca
ggaatatatt
caaaggaacyg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
825



10

Met
1
Ala
Leu
Asn
Glu

65

Leu
Tyr
Asp
Lys
Asn
145
Asp
Ala
Asn
Ile
Ala
225
Leu
Cys
Val

<210> 195

<211> 834
<212> ADN

Lys
Gln
Ala
Val
50

Pro
Tyr
Lys
Phe
Gln
130
Ala
Lys
Ser
Glu
Thr
210
Ile
Gln

Lys

Thr

Tyr
Pro
Pro
35

Asn
Gln
Val
Ile
Tyr
115
Lys
Ala
Lys
Ala
Thr
195
Thr
Thr
Ala

Gly

Gln
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL778

<400> 195

Leu
Ala
20

Pro
Tyr
Ile
Tyr
Leu
100
Asp
Lys
Gln
Gly
Pro
180
Thr
Ala
Val

Thr

Thr
260

Leu
Met
Thr
Tyr
Val
Pro
85

Asn
Glu
His
Ile
Gly
165
Tyr
Asn
Lys
Lys
Gly

245
Asp

ES 2658512713

Pro
Ala
Asp
Ile
His
70

Glu
Cys
Phe
Thr
Ile
150
Thr
Lys
Cys
Gly
Gly
230

Aszsn

Ala

Thr
Ile
Val
Asp
55

Phe
Pro
Ala
Trp
Leu
135
Cys
Lys
Ala
Thr
Tyr
215
Asp

Ala

Ser

Ala
Gln
Arg
40

Ser
Asp
Lys
Asn
Gly
120
Ser
Ala
Lys
Asp
Gly
200
val
Gly

Ala

Leu

147

Ala
Lys
25

Ser
Glu
Ala
Arg
Tyr
105
Gln
Leu
Asn
Ala
Val
185
Gly
Lys
Thr

Thr

Phe
265

Ala
10

Ala
Gly
Ser
Val
Tyr
80

His
Gly
Thr
Tyr
Ala
170
Glu
Lys
Ser
Leu
Gly

250
Pro

Gly
Glu
Tyr
Ile
Val
75

Ala
Leu
Leu
Pro
Gly
155
Val
Leu
Asn
Val
Ala
235

Val

Ala

Leu
Gln

Ile

Trp
60

Asn
Arg
Thr
Arg
Asp
140
Glu
Ser
Cys
Gly
Thr
220
Asn

Thr

Aszn

Leu
Asn
Arg
45

Val
Leu
Ser
Gln
Ala
125
Thr
Ala
Glu
Val
Ile
205
Thr
Met
Trp

Phe

Leu
Asp
Leu
Asp
Asp
Val
Val
110
Ala
Thr
Phe
Leu
Tyr
190
Ala
Ser
Glu

Thr

Cys
270

Leu
15

Val
Val
Asn
Lys
Arg
Arg
Pro
Leu
Ser
Leu
175
Ser
Ala
Asn
Tyr
Thr

255
Gly

Ala
Lys
Lys
Gln
Gly
80

Gln
Thr
Lys
Tyr
Val
160
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile
240

Thr

Ser



10

atgaaatacc
atggccagcg
gatgtacgaa
tcgatctggg
gataagggat
aagatcttga
ttttggggac
acacctgata
tttteagttg
tcagegectt
tgtacgggtyg
tcagtgacaa
gaatatattt

aaaggaacgg

<210> 196
<211> 278
<212> PRT

tgctgeecgac
cccagattca
gcggatatat
tggataacca
tgtatgttta
attgtgcaaa
agggtttgeg
caacgcttta
ataaaaaaqqg
ataaggetga
gaaaaaatgg
caagcaacgyg
tgcaagctac

atgecectettt

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL778

<400> 196

ES 2658512713

cgctgectgct
gaaggctgaa
acgtttggta
agagccacaa
tcetgagecet
ttatcattta
ggcagcacct
taatgctget
cggcactaaa
tgtggaatta
tattgcagca
tgcaataaca
aggtaatgct

atttcecagcea

ggtctgetge
caaaatgatg
aagaatgtga
attgtacatt
aaacgttatg
actcaagtac
aaaaagcaaa
cagattattt
aaagcagegqg
tgtgtatata
gatataacca
gtaaaagggy
gcaacaggtyg

aatttttgeg

148

tocctecgetge
tgaagctggce
attattacat
ttgatgcagt
cacgttetgt
gaactgattt
agaaacatac
gtgcgaacta
tatctgaatt
gcacaaatga
cagcaaaagqg
atggcacatt
taacttggac

gaagtgtcac

ccagccggceg
accgccgact
cgatagtgaa
ggtgaattta
tegtcagtat
ctatgatgaa
gttaagttta
tggtgaagca
actgcaageg
aacaacaaac
ctatgtaaaa
ggcaaatatg
aacaacttgc

acaa

60

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

834



10

15

Met
Ala
Asp
Leu
Asp
65
Asp
Val
Val
Ala
Thr
145
Phe
Leu
Tyr
Ala
Ser
225
Glu
Thr
Cys
<210> 197

<211> 831
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys
Gln
Val
Val
50

Asn
Lys
Arg
Arg
Pro
130
Leu
Ser
Leu
Ser
Ala
210
Asn
Tyr

Thr

Gly

<223> LVL779

<400> 197

Tyr
Pre
Lys
35

Lys
Gln
Gly
Gln
Thr
115
Lys
Tyr
val
Gln
Thr
195
Asp
Gly
Ile

Thr

Ser
275

Leu
Ala
20

Leu
Asn
Glu
Leu
Tyr
100
Asp
Lys
Asn
Asp
Ala
180
Asn
Ile
Ala
Leu
Cys

260
Val

ES 2658512713

Leu Pro

Met Ala

Ala Pre¢

Val Asn
Gln
70

Val

Pro

Tyr
85
Lys Ile

Phe Tyr

Gln Lys

Ala Ala
150
Lys Lys
165
Ser Ala

Glu Thr

Thr Thr

Thr
230
Ala

Ile

Gln
245
Lys Gly

Thr Gln

Thr
Ser
Pro
Tyr
55

Ile
Tyr
Leu
Asp
Lys
135
Gln
Gly
Pro
Thr
Ala
215
Val

Thr

Thr

Ala
Ala
Thr
a0

Tyr
Val
Pro
Asn
Glu
120
Hig
Ile
Gly
Tyr
Asn
200
Lys
Lys

Gly

Asp

Ala
Gln
25

Asp
Ile
His
Glu
Cys
105
Phe
Thr
Ile
Thr
Lys
185
Cys
Gly
Gly

Aszn

Ala
265

Ala
10

Ile
Val
Asp
Phe
Pro

80
Ala

Trp
Leu
Cys
Lys
170
Ala
Thr
Tyr
Asp
Ala

250
Ser

Gly
Gln
Arg
Ser
Asp
75

Lys
Asn
Gly
Ser
Ala
155
Lys
Asp
Gly
Val
Gly
235

Ala

Leu

Leu
Lys
Ser
Glu
60

Ala
Arg
Tyr
Gln
Leu
140
Asn
Ala
Val
Gly
Lys
220
Thr

Thr

Phe

Leu
Ala
Gly
45

Ser
Val
Tyr
His
Gly
125
Thr
Tyr
Ala
Glu
Lys
205
Ser
Leu

Gly

Pro

Leu
Glu
30

Tyr
Ile
Val
Ala
Leu
110
Leu
Pro
Gly
Val
Leu
130
Asn
Val
Ala

Val

Ala
270

Leu
15

Gln
Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
Arg
Asp
Glu
Ser
175
Cys
Gly
Thr
Asn
Thr

255
Asn

Ala
Asn
Arg
Val
Leu
80

Ser
Gln
Ala
Thr
Ala
160
Glu
Val
Ile

Thr

Met
240

Trp

Phe

atgaaatacc
atggecgeec
gtacgaageg
atetgggtgg
aagggattgt
atcttgaatt
tggggacagg
cctgatacaa
tcagttgata
gogecttata
acgggtggaa
gtgacaacaa
tatattttge
ggaacggatg

tgctgeegac
agattcagaa
gatatatacg
ataaccaaga
atgtttatce
gtgcaaatta
gtttgeggge
cgctttataa
aaaaaggcgg
aggctgatgt
aaaatggtat
gcaacggtge
aagctacagg
cetetttatt

cgctgetget
ggctgaacaa
tttggtaaag
gccacaaatt
tgagcctaaa
tcatttaact
agcacctaaa
tgctgctcag
cactaaaaaa
ggaattatgt
tgcagcagat
aataacagta
taatgctgea
tccagcaaat

ggtctgectge
aatgatgtga
aatgtgaatt
gtacattttg
cgttatgeac
caagtacgaa
aagcaaaaga
attatttgtg
gcagcggtat
gtatatagca
ataaccacag
aaaggggatg
acaggtgtaa
ttttgeggaa

149

tectegetge
agctggcace
attacatecga
atgcagtggt
gttetgtteg
ctgatttcta
aacatacgtt
cgaactatgg
ctgaattact
caaatgaaac
caaaaggcta
gcacattgge
cttggacaac
gtgtcacaca

ccagacgygeg
gcoegactgat
tagtgaateqg
gaatttagat
tcagtataag

tgatgaattt
aagtttaaca
tgaagcattt
gcaagcgtca
aacaaactgt
tgtaaaatca
aaatatggaa
aacttgcaaa
a

60

120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
831



10

15

20

<210> 198
<211> 277
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL779

<400> 198
Met
1
Ala
Val
Val
Asn
65
Lys
Arg
Arg
Pro
Leu
145
Ser
Leu
Ser
Ala
Asn
225
Tyr
Thr

Gly

<210> 199
<211> 819
<212> ADN

Lys
Gln
Lys
Lys
50

Gln
Gly
Gln
Thr
Lys
130
Tyr
Vval
Gln
Thr
Asp
210
Gly
Ila

Thr

Ser

Tyr
Pro
Leu
35

Asn
Glu
Leu
Tyr
Asp
115
Lys
Asn
Asp
Ala
Asn
155
Ile
Ala
Leu

Cys

Val
275

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL780

<400> 199

Leu
Ala
20

Ala
Val
Pro
Tyr
Lys
100
Phe
Gln
Ala
Lys
Ser
180
Glu
Thr
Ile
Gln
Lys

260
Thr

Leu
Met.
Pro
Asn
Gln
Val
85

Ile
Tyr
Lys
Ala
Lys
165
Ala
Thr
Thr
Thr
Ala
245
Gly

Gln

ES 2658512713

Pro
Ala
Pro
Tyr
Ile
70

Tyr
Leu
Asp
Lys
Gln
150
Gly
Pro
Thr
Ala
val
230

Thr

Thr

Thr
Ala
Thr
Tyr
55

Vval
Pro
Asn
Glu
His
135
Ile
Gly
Tyr
Asn
Lys
215
Lys
Gly

Asp

Ala
Gln
Asp
40

Ile
His
Glu
Cys
Phe
120
Thr
Ile
Thr
Lys
Cys
200
Gly
Gly

Asn

Ala

150

Ala
Ile
25

val
Asp
Fhe

Pro

Ala
105
Trp

Leu
Cys
Lys
Ala
185
Thr
Tyr
Asp

Ala

Ser
265

Ala
10

Gln
Arg
Ser
Asp
Lys
90

Asn
Gly
Ser
Ala
Lys
170
Asp
Gly
val
Gly
Ala

250
Leu

Gly
Lys
Ser
Glu
Ala
75

Arg
Tyr
Gln
Leu
Asn
155
Ala
Val
Gly
Lys
Thr
235

Thr

Phe

Leu
Ala
Gly
Ser
60

Val
Tyr
His
Gly
Thr
140
Tyr
Ala
Glu
Lys
Ser
220
Len

Gly

Pro

Leu
Glu
Tyr
45

Ile
Val
Ala
Leu
Leu
125
Pro
Gly
Val
Len
Asn
205
val
Ala

val

Ala

Leu
Gln
30

Ile
Trp
Asn
Arg
Thr
110
Arg
Asp
Glu
Ser
Cys
130
Gly
Thr
Asn

Thr

Asn
270

Leu
15

Asn
Arg
Val
Len
Ser
95

Gln
Ala
Thr
Ala
Glu
175
Val
Ile
Thr

Met

Trp
255
Phe

Ala
Asp
Leu
Asp
Asp
80

Val
val
Ala
Thr
Fhe
160
Len
Tyr
Ala
Ser
Glu
240

Thr

Cys
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15

atgaaatacc
atggccaagg
tatatacgtt
aaccaagagce
gtttatectg
gcaaattatc
ttgegggcag
ctttataatg
aaaggoggea
gctgatgtgg
aatggtattg
aacggtgcaa
gctacaggta
tctttattte

tgctgeecgac
ctgaacaaaa
tggtaaagaa
cacaaattgt
agcctaaacg
atttaactca
cacctaaaaa
ctgcteagat
ctaaaaaage
aattatgtgt
cagcagatat
taacagtaaa
atgctgcaac
cagcaaattt

<210> 200
<211> 273
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LVL780

<400> 200

Met
1
Ala

Lys
Gln

Pro Pro

Asn Tyr
50
Gln Ile
65
Val Tyr

Ile Leu

Tyr Asp

Lys Lys
130
Ala Gln
145
Lys Gly

Ala Pro

Thr Thr

Thr Ala
210
Thr Val
225
Ala Thr

Gly Thr

Gln

Tyr Leu
Pro
20
Thr
35
Tyr Ile

Val His

Pro Glu

85
Asn Cys
100
Glu Phe
115
His Thr

Ile Ile

Gly Thr

Leu
Ala Met
Asp Val
Asp
Phe
Pro
Ala
Trp
Leu
Cys

Lys

ES 2658512713

cgctgectgct
tgatgtgaag
tgtgaattat
acattttgat
ttatgcacgt
agtacgaact
gcaaaagaaa
tatttgtgeg
ageggtatet
atatagcaca
aaccacagca
aggggatgge
aggtgtaact
ttgcggaagt

Pro Thr Al

Ala Lys Al
Ser Gl

40

Arg

Glu
55
Ala

Ser

Asp
70
Lys Arg

Asn Tyr Hi

Gln Gl
12

Gly

Leu
135
Asn

Ser

Ala
150
Lys

Ala Al

165

Tyr Lys
180
Asn Cys
1985
Lys Gly
Lys

Gly

Ala
Thr
Tyr
Gly Asp

Asn Ala

Asp Val Gl

Gly Gly

20
Val Lys
215
Gly Thr
230

Ala Thr Gl

245

Ala
260

Asp

Ser

Leu Phe

15

Ser
Val

Tyr

Thr

Tyr

Lys
Ser

Leu

Pro

ggtctgetge
ctggcaccge
tacatcgata
gcagtggtga
tetgttegte
gatttctatg
catacgttaa
aactatggtg
gaattactge
aatgaaacaa
aaaggctatg
acattggcaa
tggacaacaa
gtcacacaa

Ala
10
Gln

a Ala

a Glu
25
y Tyr Ile

Ile Trp

Val Asn

Ala Arg
90
8 Leu Thr
105
¥ Leu

0

Arg

Pro Asp

Gly Glu

a Val Ser
170
u Leu Cys
185
Asn Gly
0

val Thr

Ala Asn

Thr
250
Asn

vy Val

Ala
265

1

tocctecgetge
cgactgatgt
gtgaatcgat
atttagataa
agtataagat
atgaattttg
gtttaacacc
aagcatttte
aagcgteage
caaactgtac
taaaatcagt
atatggaata
cttgcaaagqg

Gly Leu Leun

Asn Asp Val

val
45
Asn

Arg Leu

val Asp
60
Leu Asp
75

Ser

Lys
val

Gln Val Arg

Ala Ala Pro

125

Thr Thr Leu
140

Ala Phe

155

Glu

Ser

Leu Leu

Val Tyr Ser

Ile Ala Ala

205

Thr Ser Asn
220

Met Glu

235

Trp

Tyr

Thr Thr

Phe Cys Gly

ccagccggceg
acgaagcgga
ctgggtggat
gggattgtat
cttgaattgt
gggacagggt
tgatacaacyg
agttgataaa
gecttataag
gggtggaaaa
gacaacaagc
tattttgcaa
aacggatgcc

Leu
15
Len

Leu

Lys
30
Lys Asn

Gln Glu

Gly Leu
g0
Gln Tyr
95
Thr Asp
110
Lys Lys

Tyr Asn

Val Asp

Gln Ala
175
Thr Asn
180
Asp Ile

Gly Ala

Ile Leu

Thr Cys
255
Ser Val
270

val

Pra

Lys

Phe

Lys
160
Ser

Ile

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
819

Ala

Ala

Tyr

Gln

Ala

Glu

Thr

Gln
240
Lys

Thr
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15

20

<210> 201
<211> 816
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL781

<400> 201

atgaaatacc
atggeccgetg
atacgtttgg
caagagccac
tatcctgage
aattatcatt
cgggcagcac
tataatgcetg
ggeggoacta
gatgtggaat
ggtattgecag
ggtgcaataa
acaggtaatg
ttatttccag

<210> 202
<211> 272
<212> PRT

tgctgecgac
aacaaaatga
taaagaatgt
aaattgtaca
ctaaacgtta
taactcaagt
ctaaaaagca
ctcagattat
aaaaagcagc
tatgtgtata
cagatataac
cagtaaaagqg
ctgraacagg
caaatttttyg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL781

<400> 202

ES 2658512713

cgctgectget
tgtgaagctg
gaattattac
ttttgatgeca
tgcacgttct
acgaactgat
aaagaaacat
ttgtgegaac
ggtatctgaa
tagcacaaat
cacagcaaaa
ggatggcaca
tgtaacttgg
cggaagtgte

ggtctgctge
gecaccgoega
atcgatagtg
gtggtgaatt
gttcgtcagt
ttctatgatg
acgttaagtt
tatggtgaag
ttactgecaag
gaaacaacaa
ggctatgtaa
ttggcaaata
acaacaactt
acacaa

152

tectcgetge
ctgatgtacg
aatcgatctg
tagataaggg
ataagatett
aattttgggg
taacacctga
cattttecagt
cgtcagegece
actgtacggg
aatcagtgac
tggaatatat
gcaaaggaac

ccagccggceg
aagcggatat
ggtggataac
attgtatgtt
gaattgtgeca
acagggtttg
tacaacgctt
tgataaaaaa
ttataagget
tggaaaaaat
aacaagcaac
tttgecaaget
ggatgcoctet

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
816



10

Met Lys

Ala Gln

Pro Thr

Tyr Tyr
50
Ile Val
65
Tyr Pro

Leu Asn

Asp Glu
His
130
Ile

Lys

Gln
145
Gly Gly

Pro Tyr

Thr Asn

Ala Lys
210

Val
225
Thr

Lys
Gly

Thr Asp

Tyr Leu Leu
Ala
20

val

Pro Met
Asp
35
Ile

Arg

Asp Ser

His Phe Asp

Glu Pro Lys
85
Ala Asn
100

Trp

Cys

Phe
115
Thr

Gly

Leu Ser

Ile Cys Ala

Thr Lys Lys
165
Ala Asp
180

Thr

Lys
Cys Gly
195
Gly

Tyr Val

Gly Asp Gly

Ala Ala
245

Leu

Asn

Ala Ser

260

<210> 203
<211> 813
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL782

<400> 203

atgaaatacce
atggccgaac
cgtttggtaa
gagccacaaa
cctgagccta
tatcatttaa
gcagcaccta
aatgetgete
ggcactaaaa
gtggaattat
attgecagcag
gcaataacag
ggtaatgetg
tttccagcaa

tgetgecgac
aaaatgatgt
agaatgtgaa
ttgtacattt
aacgttatgc
ctcaagtacg
aaaagcaaaa
agattatttg
aagcagcggt
gtgtatatag
atataaccac
taaaagggga
caacaggtgt
atttttgcgg

ES 2658512713

Pro Thr

Ala Ala

Ser Gly

Glu Ser
55
Ala Val
70
aArg Tyr

Tyr Hisg

Gln Gly

Ala
Glu
Tyr
40

Ile
Val
Ala

Leu

Leu

Ala Ala
10
Gln Asn
25
Ile Arg

Trp Val

Asn Leu
Ser
90

Gln

Arg

Thr
105

Arg Ala

120

Thr
135
Tyr

Leu

Asn
150
Ala Ala

val Glu

Gly Lys

Pro
Gly
Val
Leu

Asn

Asp Thr

Glu Ala
Glu
170
Val

Ser

Cys
18%

Gly Ile

200

Ser
215

Lys

Thr
230
Thr

Leu
Gly

Phe Pro

cgetgetget
gaagctggca
ttattacatc
tgatgcagtg
acgttctgtt
aactgatttc
gaaacatacg
tgegaactat
atctgaatta
cacaaatgaa
agcaaaagge
tggeacattg
aacttggaca
aagtgtcaca

val

Ala

Val

Ala

Thr Thr

Asn Met

Thr Trp
250
Asn Phe

265

ggtetgetge
ccgecgactg
gatagtgaat
gtgaatttag
cgtcagtata
tatgatgaat
ttaagtttaa
ggtgaagcat
ctgcaagegt
acaacaaact
tatgtaaaat
gcaaatatgg
acaacttgea
caa

153

Gly
Asp
Leu
Asp
Asp
75

Val
Val
Ala
Thr
Phe
15%
Leu
Tyr
Ala

Ser

Glu
235
Thr

Cys

Leu Leu

Val Lys

Val Lys
45
Asn Gln
60
Lys Gly

Arg Gln

Arg Thr

Pro Lys
125
Leu Tyr
140
Ser Val

Leu Gln

Ser Thr

Ala Asp
205
Asn Gly

220

Tyr Ile

Thr Thr

Gly Ser

tectegetge
atgtacgaag
cgatctgggt
ataagggatt
agatcttgaa
tttggggaca
cacctgatac
tttecagttga
cagegectta
gtacgggtgy
cagtgacaac
aatatatttt
aaggaacgga

Leu Ala
15

Ala

Leu
Leu Pro
30

Asn

Val Asn

Glu Pro Gln
Val
80

Ile

Leu Tyr

Tyr Lys
95
Asp Phe
110

Lys

Tyr

Gln Lys

Asn Ala Ala

Asp Lys Lys

140

Ala Ser Ala

175
Asn Glu Thr
190
Ile

Thr Thr

Ala Ile Thr

Gln Ala
240

Gly

Leu
Cys Lys
255
Vval Thr

270

Gln

coeagecggcyg
cggatatata
ggataaccaa
gtatgtttat
ttgtgcaaat
gggtttgcegy
aacgctttat
taaaaaagge
taaggetgat
aaaaaatggt
aagcaacggt
gcaagctaca
tgectettta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
813
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<210> 204
<211> 271
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LVL782

<400> 204

Met Lys Tyr
1
Ala Gln Pro

Thr Asp Val
35
Tyr Ile Asp
50
Val Hig Phe
65
Pro Glu Pro

Asn Cys Ala

Glu Phe Trp
115
His Thr Leun
130
Ile Ile Cys
145
Gly Thr Lys

Tyr Lys Ala

Asn Cys Thr
195
Lys Gly Tyr
210
Lys Gly Asp
225
Gly Asn Ala

Asp Ala Ser

<210> 205

<211>95

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 205

Leu
Ala
20

Arg
Ser
Asp
Lys
Asn
100
Gly
Ser
Ala
Lys
Asp
180
Gly
Val
Gly
Ala

Leu
260

Leu
Met
Ser
Glu
Ala
Arg
85

Tyr
Gln
Len

Asn

Ala
165

val
Gly
Lys
Thr
Thr

245
Phe

ES 2658512713

Pro
Ala
Gly
Ser
Val
70

Tyr
His
Gly
Thr
Tyr

150
Ala

Glu
Lys
Ser
Leu
230
Gly

Pro

Thr
Glu
Tyr
Ile
55
Val
Ala
Leu
Len
Pro
135
Gly
Val
Leu
Asn
Val
215
Ala
Val

Ala

Ala
Gln
Ile
40

Trp
Asn
Arg
Thr
Arg
120
Asp
Glu
Ser
Cys
Gly
200
Thr
Asn

Thr

Asn

Ala
Asn
25

Arg
Val
Leu
Ser
Gln
105
Ala
Thr
Ala
Glu

val
185
Ile
Thr
Met
Trp

Fhe
265

Ala
10

Asp
Len
Asp
Asp
Val
90

Val
Ala
Thr
Phe

Leu
170

Tyr
Ala
Ser
Glu
Thr

250
Cys

Gly
Val
Val
Asn
Lys
75

Arg
Arg
Pro
Len
Ser

155
Leu

Ser
Ala
Asn
Tyr
235
Thr

Gly

Leu
Lys
Lys
Gln
60

Gly
Gln
Thr
Lys
Tyr
140
Val
Gln
Thr
Asp
Gly
220
Ile
Thr

Ser

Leu
Len
Asn
45
Glu
Leu
Tyr
Asp
Lys
125
Asn
Asp
Ala
Asn
Ile
205
Ala
Len

Cys

Val

Leu
Ala
30

Val
Pro
Tyr
Lys
Phe
110
Gln
Ala
Lys

Ser

Glu
130
Thr
Ile
Gln
Lys

Thr
270

Leu
15

Pro
Asn
Gln
Val
Ile
95

Tyr
Lys
Ala
Lys

Ala
175

Thr
Thr
Thr
Ala
Gly

255
Gln

Ala
Pro
Tyr
Ile
Tyr
80

Leu
Asp
Lys
Gln
Gly

160
Pro

Thr
Ala
val
Thr

240
Thr

gatatacata tgaaatacct getgeocgace getgotgetg gtetgetget cctegetgec 60
cagccggega tggccattca gaaggctgaa caaaa 95

<210> 206

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

154
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<220>
<223> Cebador

<400> 206
ggccgcaagc ttttagtggt ggtggtggtg gtggccgcec 39

<210> 207

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 207
ggccgcaagc ttttattgtg tgacacttce 30

<210> 208

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 208
gctgcccagce cggcgatgge caaggctgaa caaaatgatg tg

<210> 209

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 209
cacatcattt tgttcagcct tggccatcge cggetgggca ge

<210> 210

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 210
gctgcccagce cggcegatgge cgctgaacaa aatgatgtga age

<210> 211

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 211
gcttcacatc attttgttca gcggccatcg ccggetgggce age

<210> 212

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

155

42

42

43

43
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<220>
<223> Cebador

<400> 212
gctgcccagce cggcgatgge cgaacaaaat gatgtgaagc tgg

<210> 213

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 213
ccagcttcac atcattttgt tcggccatcg ccggetggge age

<210> 214

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 214
gctgcccagce cggcgatggce cgcccagatt cagaaggcetg aac

<210> 215

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 215
gttcagcctt ctgaatctgg gcggcecatcg ccggetggge age

<210> 216

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 216
gctgcccagce cggegatggce cagegceccag attcagaagg ctgaac

<210> 217

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 217
gttcagcctt ctgaatctgg gecgcetggeca tcgeecggcetg ggcage

<210> 218

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

156

43

43

43

46

46
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15

<220>

<223> Cebador

<400> 218

cacacacata tgaaatacct gctgccgacc

<210> 219
<211> 253
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PROTEINA DE FUSION

<400> 219

Ile
1
val
Asp
Phe
Pro

65
Ala

Trp
Leu
Cys
Lys
145
Ala
Thr
Tyr
Asp
Ala

225
Ser

Gln
Arg
Ser
Asp
Lys

Asn

Gly
Ser
Ala
130
Lys
Asp
Gly
Val
Gly
210
Ala

Leu

Lys
Ser
Glu
35

Ala
Arg

Tyr

Gln
Leu
115
Asn
Ala
val
Gly
Lys
195
Thr
Thr

Phe

Ala
Gly
20

Ser
val
Tyr

His

Gly
100
Thr
Tyr
Ala
Glu
Lys
180
Ser
Leu

Gly

Pro

Glu
Tyr
Ile
val
Ala

Leu

85
Leu

Pro
Gly
val
Leu
165
Asn
Val
Ala

Val

Ala
245

ES 2658512713

Gln
Ile
Trp
Asn
Arg

70
Thr

Arg
Asp
Glu
Ser
150
Cys
Gly
Thr
Asn
Thr

230
Asn

30

Asn
Arg
val
Leu
55

Ser

Gln

Ala
Thr
Ala
135
Glu
val
Ile
Thr
Met
215
Trp

Phe

Asp
Leu
Asp
40

Asp
Val

Val

Ala
Thr
120
Phe
Leu
Tyr
Ala
Ser
200
Glu
Thr

Cys

157

Val
val
25

Asn
Lys
Arg

Arg

Pro
105
Leu
Ser
Leu
Ser
Ala
185
Asn
Tyr
Thr

Gly

Lys
10

Lys
Gln
Gly
Gln

Thr

90
Lys

Tyr
Val
Gln
Thr
170
Asp
Gly
Ile

Thr

Ser
250

Leu
Asn
Glu
Leu
Tyr

75
Asp

Lys
Asn
Asp
Ala
155
Asn
Ile
Ala
Leu
Cys

235
val

Ala
val
Pro
Tyr
60

Lys

Phe

Gln
Ala
Lys
140
Ser
Glu
Thr
Ile
Gln
220
Lys

Thr

Pro
Asn
Gln
45

val
Ile

Tyr

Lys
Ala
125
Lys
Ala
Thr
Thr
Thr
205
Ala
Gly

Gln

Pro
Tyr
30

Ile
Tyr

Leu

Asp

Lys
110
Gln
Gly
Pro
Thr
Ala
190
Val
Thr

Thr

Thr
15

Tyr
val
Pro

Asn

Glu

95
His

Ile
Gly
Tyr
Asn
175
Lys
Lys
Gly

Asp

Asp
Ile
His
Glu
Cys

80
Phe

Thr
Ile
Thr
Lys
160
Cys
Gly
Gly

Asn

Ala
240
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusiéon de formula I:
(X)m-(R1)n-A-(Y)o-B-(Z)p (formula 1)
en la que

X es un péptido sefial o MHHHHHH (SEQ ID NO. 2);

mes0o01;

R4 es un aminoacido;

nes0,1,2,3,4,506;

A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E seleccionado de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID
NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180 o una secuencia que tiene al
menos un 95 % de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 123, SEQ ID
NO. 124, SEQ ID NO. 125, SEQ ID NO. 126, SEQ ID NO. 179 o SEQ ID NO. 180;

Y se selecciona del grupo que consiste en GG, SG, SS, GGGy (G)renelque hes4,5,6,7,8,9010;
oes0o01;

B es un fragmento inmunogénico de PilA, al menos un 95 % idéntico a los aminoacidos 40-149 de cualquiera de
SEQID NO. 58 a SEQ ID NO. 121;

Z es GGHHHHHH (SEQ ID NO. 3); y

pes0o1.

2. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que X es el péptido sefial de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en Flgl, NadA y pelB.

3. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que m es 0.

4. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que A es un fragmento
inmunogénico de la Proteina E de H. influenzae seleccionado del grupo que consiste en los aminoacidos 17-160 de
SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 122), los aminoacidos 18-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 123), los aminoacidos 19-
160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 124), los aminoacidos 20-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 125), los
aminoacidos 22-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 126), los aminoacidos 23-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO.
179) y los aminoacidos 24-160 de SEQ ID NO. 4 (SEQ ID NO. 180).

5. La proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que B es un fragmento
inmunogénico de PilA que consiste en los aminoacidos 40-149 de cualquiera de SEQ ID NO. 58 - SEQ ID NO. 121.

6. La proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que B es el fragmento
inmunogénico de PilA de H. influenzae como se expone en SEQ ID NO. 127.

7. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que A es SEQ ID NO. 125.
8. La proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que A es SEQ ID NO. 124.

9. La proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que B es el fragmento de
PilA como se expone en SEQ ID NO. 127 y A es un fragmento inmunogénico de la Proteina E seleccionado del
grupo que consiste en SEQ ID NO. 122, SEQ ID NO. 124, SEQ ID NO. 125 y SEQ ID NO. 126.

10. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.
138, SEQ ID NO. 140, SEQ ID NO. 142, SEQ ID NO. 144, SEQ ID NO. 146, SEQ ID NO. 148, SEQ ID NO. 150,
SEQ ID NO. 182, SEQ ID NO. 184, SEQ ID NO. 186, SEQ ID NO. 188, SEQ ID NO. 190, SEQ ID NO. 192, SEQ ID
NO. 194, SEQ ID NO. 196, SEQ ID NO. 198, SEQ ID NO. 200, SEQ ID NO. 202 o SEQ ID NO. 204.

11. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.
138, SEQ ID NO. 140, SEQ ID NO. 142, SEQ ID NO. 144, SEQ ID NO. 146, SEQ ID NO. 148, SEQ ID NO. 150,
SEQ ID NO. 182, SEQ ID NO. 184, SEQ ID NO. 186, SEQ ID NO. 188, SEQ ID NO. 190, SEQ ID NO. 192, SEQ ID
NO. 194, SEQ ID NO. 196, SEQ ID NO. 198, SEQ ID NO. 200, SEQ ID NO. 202 o SEQ ID NO. 204, en las que el
péptido sefial se ha retirado.

12. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1 de SEQ ID NO. 148.

13. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1 de SEQ ID NO. 177 (QIQKAEQN DVKLAPPTDV
RSGYIRLVKN VNYYIDSESI WVDNQEPQIV HFDAVVNLDK GLYVYPEPKR YARSVRQYKI LNCANYHLTQ
VRTDFYDEFW GQGLRAAPKK QKKHTLSLTP DTTLYNAAQI ICANYGEAFS VDKKGGTKKA AVSELLQASA
PYKADVELCV YSTNETTNCT GGKNGIAADI TTAKGYVKSV TTSNGAITVK GDGTLANMEY ILQATGNAAT
GVTWTTTCKG TDASLFPANF CGSVTQ).

14. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1 de SEQ ID NO. 194.
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15. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 1 de SEQ ID NO. 219 (IQKAEQND VKLAPPTDVR
SGYIRLVKNV NYYIDSESIW VDNQEPQ IVH FDAVVNLDKG LYVYPEPKRY ARSVRQYKIL NCANYHLTQV
RTDFYDEFWG QGLRAAPKKQ KKHTLSLTPD TTLYNAAQII CANYGEAFSV DKKGGTKKAA VSELLQASAP
YKADVELCVY STNETTNCTG GKNGIAADIT TAKGYVKSVT TSNGAITVKG DGTLANMEYI LQATGNAATG
VTWTTTCKGT DASLFPANFC GSVTQ).

16. Una composicion inmunogénica que comprende las proteinas de fusion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-15.

17. Una composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende ademas la Proteina D de H.
influenzae.

18. Una composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 16 o la reivindicacion 17, que comprende
ademas un adyuvante, opcionalmente en la que el adyuvante es AS01 por ejemplo, AS01B o ASO1E.

19. Una vacuna que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 o la
composicion inmunogénica de las reivindicaciones 16-18.

20. La proteina de fusion de las reivindicaciones 1-15, o la composicién inmunogénica de las reivindicaciones 16-18,
o la vacuna de la reivindicacion 19, para su uso en el tratamiento o la prevencion de otitis media.

21. La proteina de fusion, la composicién inmunogénica o la vacuna de las reivindicaciones 1-19,

- para su uso en el tratamiento o la prevencidon de exacerbaciones agudas de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EA-EPOC); yo

- para su uso en el tratamiento o la prevencién de neumonia; y/o

- para su uso en el tratamiento o la prevencion de una infeccién o enfermedad por H. influenzae.

22. La proteina de fusion, la composicién inmunogénica o la vacuna de las reivindicaciones 1-19, para su uso en el
tratamiento o la prevencion de exacerbaciones agudas de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EAEPOC).

23. La proteina de fusién de las reivindicaciones 1-15, para su uso en la induccién de una respuesta inmune contra
H. influenzae en seres humanos.

24. Un procedimiento de produccién de la expresién periplasmica de una proteina de fusién de las reivindicaciones
1-15, en el que el procedimiento comprende inducir la expresién de proteinas que contienen un péptido sefal, en el
que el péptido sefial es de Figl o pelB.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
Espectros de DC de Pe, PilA y proteinas de fusion Pe-PilA
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Figura 9
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Figura 11
Curva de desnaturalizacion térmica de la proteina de fusion PE-PilA
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Figura 14
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Figura 17
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Figura 19
Modelo de colonizacion nasofaringeo murino con
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24

Inhibicién de la uniéon de PE a vitronectina por anticuerpos
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Figura 25
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Figura 25
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Figura 25

(c) Experimento 3
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Figura 26
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Nivel de expresion soluble de proteinas de fusion usando matraces de agitacién
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Figura 27

Respuesta Anti-PE en ratones inmunizados con la proteina de fusion PEPIlA en ASO1E y AIPO4
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Figura 28
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