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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Diese Erfindung ist aus dem Gebiet der Proteinexpression. Insbesondere betrifft sie die heterologe Ex-
pression von Proteinen aus Neisseria (z. B. N. gonorrhoeae oder bevorzugt N. meningitidis).

HINTERGRUND DES FACHGEBIETS

[0002] Die internationalen Patentanmeldungen WO 99/24578, WO 99/36544, WO 99/57280 und WO
00/22430 offenbaren Proteine aus Neisseria meningitidis und Neisseria gonorrhoeae. Diese Proteine werden
typischerweise so beschrieben, dass sie in E. coli exprimiert werden (d. h. heterologe Expression) und zwar
entweder als N-terminale GST-Fusionen oder als C-terminale His-Markierungssequenz-Fusionen, obwohl an-
dere Expressionssysteme einschlielich der Expression in nativer Neisseria ebenfalls offenbart wurden.

[0003] Guilles et al., Biotecnologia aplicada, 1996, Band 13, Nr. 4, Seite 271-275 beschreiben ein Fusions-
protein aus dem P.1.15-Protein aus Neisseria mit dem P64K-Protein und dessen Expression in E. coli.

[0004] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, alternative und verbesserte Ansatze fir die heterologe
Expression dieser Proteine bereitzustellen. Diese Ansatze werden typischerweise den Expressionsspiegel, die
Einfachheit der Reinigung, die zellulare Lokalisation der Expression und/oder die immunologischen Eigen-
schaften des exprimierten Proteins beeinflussen.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0005] GemaR der Erfindung werden zwei Proteine aus Neisseria als ein einzelnes Hybridprotein exprimiert.
Es wird bevorzugt, dass kein Fusionspartner (z. B. GST oder Poly-His) verwendet wird, der nicht aus Neisseria
stammt.

[0006] Dadurch ergeben sich zwei Vorteile. Erstens kann ein Protein, das alleine unstabil sein kann oder
schwach exprimiert wird, durch die Anfligung eines geeigneten Hybridpartners, der diese Probleme Uiberwin-
det, unterstltzt werden. Zweitens wird die kommerzielle Herstellung vereinfacht — es missen nur eine Expres-
sion und eine Reinigung durchgefiihrt werden, um zwei getrennt nitzliche Proteine herzustellen.

[0007] Daher stellt die Erfindung ein Hybridprotein der Formel NH,-A-B-COOH bereit, wobei A das Protein
AG287 aus Neisseria umfasst und B das Protein 953 aus Neisseria umfasst, und wobei die Aminosaurese-
quenz des Hybridproteins wie in SEQ ID NO: 6 dargestellt ist oder eine Sequenz ist, die dazu eine Sequenzi-
dentitat von mehr als 70% aufweist.

[0008] Die Proteine stammen bevorzugt aus dem Stamm 2996 oder aus dem Stamm 394/98.

[0009] Die Proteinbestandteile (A und B) in einen Hybridprotein gemaf der Erfindung stammen bevorzugt aus
dem gleichen Stamm.

[0010] Die fusionierten Proteine in dem Hybrid kénnen direkt verbunden werden oder sie kénnen Uber ein Lin-
ker-Peptid aneinander geflugt werden, wie z. B. Uber einen Poly-Glycin-Linker (d. h. G,, wobein =3, 4, 5,6, 7,
8, 9, 10 oder mehr) oder Uber eine kurze Peptidsequenz, welche die Clonierung erleichtert. Es ist offensichtlich,
dass bevorzugt wird, ein AG-Protein nicht mit dem C-Terminus eines Poly-Glycin-Linkers zu verbinden.

[0011] Den fusionierten Proteinen kénnen die nativen Leader-Peptide fehlen oder sie kénnen die Lea-
der-Peptidsequenz des N-terminalen Fusionspartners enthalten.

Wirte
[0012] Es wird bevorzugt ein heterologer Wirt verwendet. Der heterologe Wirt kann prokaryontisch oder eu-
karyontisch sein. Bevorzugt handelt es sich um E. coli, aber andere geeignete Wirte umfassen Bacillus subitilis,

Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria lactamica, Neisseria cinerea, Mycobacteria (z. B. M. tuberculosis), Hefe usw.
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Sequenzen

[0013] Die Erfindung stellt auch ein Protein bereit, das eine Sequenzidentitat zu dem Protein der SEQ ID NO:
6 aufweist. Wie vorstehend beschrieben, ist der Grad der ,Sequenzidentitat" bevorzugt gréRRer als 70% (z. B.
80%, 90%, 95%, 99% oder mehr).

[0014] Der Grad der ,Sequenzidentitat" wird bevorzugt nach dem Smith-Waterman-Homologie-Suchalgorith-
mus bestimmt, wie er in dem MPSRCH-Programm (Oxford Molecular) ausgefiihrt wird, und zwar unter Verwen-
dung einer affinen Lickensuche mit den Parametern gap open penalty (Strafe fiir offene Liicke) = 12 und gap
extension penalty (Strafe fur Erweiterung der Liicke) = 1. Ein Wert von 50% ldentitat zwischen zwei Proteinen
wird typischerweise als Anzeichen fiir eine funktionelle Aquivalenz angesehen.

[0015] Die Proteine der Erfindung liegen in N. meningitidis Serogruppe B vor.

[0016] Die bevorzugten Proteine der Erfindung sind solche aus der Serogruppe B des N. meningitidis-Stam-
mes 2996 (Petterson et al., Infect. Immun. 1993, 61(11): 4724-4733) oder des Stammes 394/98 (ein Stamm
aus Neuseeland; Martin et al., JID, 1998, 177: 447-500). Sofern nicht anders ausgefiihrt, stammen die hierin

erwahnten Proteine aus dem N. meningitidis-Stamm 2996. Es wird jedoch bevorzugt, dass die Erfindung im
Allgemeinen nicht auf bestimmte Stdmme beschrankt ist.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0017] Die Fig. 1 bis Fig. 6 zeigen die hierin beschriebenen Hybridproteine.
VERFAHREN ZUR DURCHFUHRUNG DER ERFINDUNG
Beispiel 1 — Hybride von AG287
[0018] Es wurde herausgefunden, dass die Deletion der (Gly),-Sequenz des Proteins 287 eine dramatische
Auswirkung auf die Proteinexpression hat. Das Protein, dem die N-terminalen Aminosauren bis zu GGGGGG

fehlen, wird als ,AG287" bezeichnet. Im Stamm MC58 ist die Grundsequenz (das Leader-Peptid ist unterstri-
chen):

SPDVKS
GNGGAVTADN
ANQPDMANAR
NFGRVDLANG
DGKNDKEFVGL
TLIVDGEAVS
NGEVLHFHTE
TWTENGSGDV

ADTLSKPAAP
PKNEDEVAQN
DGMQGDDPSA
VLIDGPSQNI
VADSVQOMKGI
LTGRSGNIFA
NGRPYPTRGR
SGKEYGPAGE

VVSEKETEAK
DMPQONAAGTD
GGONAGNTAR
TLTHCKGDSC
NQYIIFYKPK
PEGNYRYLTY
FAARKVDEGSK
EVAGKYSYRP

EDAPQAGSQG
SSTPNHTPDP
QGANQAGNNQ
SGNNFLDEEV
PTSFARFRRS
GAEKLPGGSY
SVDGIIDSGD
TDAEKGGFGV

QGAPSAQGSQ DMAAVSEENT
NMLAGNMENQ ATDAGESSQP
AAGSSDPIPA SNPAPANGGS

QLKSEFEKLS DADKISNYKK -

BRRSRRSLPAE MPLIPVNQAD
RLRVQGEPAK GEMLAGAAVY
DLHMGTQKFK ARIDGNGEKG
FAGKKEQD*

[0019] AG287, mit oder ohne His-Markierungssequenz (,AG287-His” beziehungsweise ,AG287K"), wird im
Vergleich zu ,287-His" oder ,287-"maem" in sehr guten Spiegeln exprimiert.

[0020] Auf Grundlage von Daten Uber die Variabilitdt der Gene wurden Varianten von AG287-His aus einer
Reihe von MenB-Stammen, insbesondere den Stammen 2996, MC58, 1000 und BZ232, in E. coli exprimiert.
Die Ergebnisse waren ebenfalls gut — jedes Protein ergab hohe ELISA-Titer und auch bakterizide Serum-Titer
von > 8192. AG287K, das mit Hilfe des Vektors pET-24b exprimiert wurde, ergab ausgezeichnete Titer bei dem
ELISA und dem Serum-Bakterizidie-Testansatz.

[0021] Die Deletion der Poly-Gly-Sequenz kann auch auf Tbp2 (NMBO0460), 741 (NMB1870) und 983
(NMB1969) angewendet werden. Wenn diese ohne die Sequenzen, die ihre Leader-Peptide codieren, und
ohne Poly-Gly (d. h. als ,AG-Formen") in einem pET-Vector cloniert und in E. coli exprimiert wurden, wurde der
gleiche Effekt beobachtet — die Expression bei den Clonen, die die Deletion des Poly-Gly-Bereiches enthielten,
war gut, aber schwach oder nicht vorhanden, wenn die Glycin-Reste in dem exprimierten Protein vorhanden
waren.

[0022] AG287 wurde direkt stomaufwarts von 919, 953, 961 (die Sequenzen werden nachstehend gezeigt)
und dem ORF46.1 im Leseraster fusioniert:
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AG287-819

ATGGCTAGCCCCGATGTTAAATCGGCGGACACGCTGTCARAACCGGCCGCTCCTGTTGTTGCTGAAARAGAGACAGAG
GTAARAGAAGATGCGCCACAGGCAGGTTCTCAAGGACAGGGCGCGCCATCCACACAAGGCAGCCAAGATATGGCGGCA
GTTTCGGCAGAAAATACAGGCAATGGCGGTGCGGCAACAACGGACARACCCAARARATGAAGACGAGGGACCGCARAAT
GATATGCCGCAAAATTCCGCCGAATCCGCARATCAAACAGGGAACARCCAACCCGCCGARTTCTTCAGATTCCGCCCCC
GCGTCAARCCCTGCACCTGCGAATGGCGGTAGCART TTTGGARGGGTTGATTTGGCTAATGGCGTTTTGATTGATGGG
CCGTCGCAAAATATAACGTTGACCCACTGTARAGGCGATTCTTGTARTGGTGATAATTTATTGGATGAAGRAGCACCG
TCAAAATCAGAATTTGAAAATTTAAATGAGTCTGAACGAART TGAGARATATAAGAAAGATGGGAARAGCGATARATTT
ACTAATTTGGTTGCGACAGCAGTTCAAGCTAATGGAACTAACAAATATGTCATCATTTATAAAGACAAGTCCGCTTCA
TCTTCATCTGCGCGATTCAGGCGTTCTGCACGGTCGAGGAGGTCGCTTCCTGCCGAGATGCCGCTAATCCCCGTCAAT
CAGGCGGATACGCTGATTGTCGATGGGGAAGCGGTCAGCCTGACGGGGCATTCCGGCARTATCTTCGCGCCCGAAGGS
AATTACCGGTATCTGACTTACGGGGCGGAARAAATTGCCCGGCGGATCGTATGCCCTCCGTGTGCAAGGCGAACCGGCA
AAAGGCGAAATGCTTGCTGGCACGGCCGTGTACAACGGCGAARGTGCTGCATTTTCATACGGAARACGGCCGTCCGTAC
CCGACTAGAGGCAGGTTTGCCGCAAAAGTCGATTTCGGCAGCARATCTGTGGACGGCATTATCGACAGCGGCGATGAT
TTGCATATGGGTACGCAARAAATTCAAAGCCGCCATCGATGGAAACGGCTTTAAGGGGACTTGGACGGAARATGGCGGC
GGGGATGTTTCCGGAAGGTTTTACGGCCCGGCCGGCGAGGAAGTGGCGGGARAATACAGCTATCGCCCGARCAGATGCG
GAAAAGGGCGGATTCGGCGTGT I TGCCGGCARMARAGAGCAGGATGGATCCGGAGGAGGAGGATGCCARAGCAAGAGC
ATCCAAACCTTTCCGCAACCCGACACATCCGTCATCAACGECCOGGACCGGCCEGETCGGCATCCCCGACCCCGLCGRA
ACGACGGETCGGCGGCEGCGEEECCETCTATACCGTTGTACCGCACCTGTCCCTGCCCCACTGGGCGGLGCAGGATTTC
GCCAAAAGCCTGCAATCCTTCCGCCTCGECTGCGCCAATTTGAAAAACCGCCAAGGCTGGCAGGATGCTGTGCGCCCAA
GCCTTTCAARCCCCCGTCCATTCCTTTCAGGCAAAACAGTTTTTTGAACGCTATTTCACGCCCTGGCAGETTGCAGGC
AACGGAAGCCTTGCCGGTACGETTACCGGCTATTACGAGCCGECTGCTGAAGGGCGACGACAGGCGGACGGCACAAGLC
CGCTTCCCGATTTACGETATTCCCGACGATT TTATCTCCGTCCCCCTGCCTGCCGGTTTGCGCAGCGGAAAAGCCCTT
GTCCGCATCAGGCAGACGGGARAARACAGCGGCACAATCGACAATACCGGCGGCACACATACCGCCGACCTCTCCCGA
TTCCCCATCACCGCGCGCACAACGGCAATCAMAGCCAGCTTTGAAGGAAGCCCCTTCCTCCCCTACCACACGCGCAAL
CAAATCAACGGCGGCGCGCTTGACGGCARAGCCCCGATACTCGETTACGCCGAAGACCCCGTCGAACTTTTTIMTTATG
CACATCCAAGGCTCGGGCCETCTGARAACCCCGTCCCEGCAAATACATCCGCATCGGCTATGCCGACAAARAACGAACAT
CCCTACGTTTCCATCGGACGCTATATGGCGGACAAAGEGCTACCTCAAGCTCGEGCAGACCTCGATGCAGGGCATCARR
GCCTATATGCGGCARALTCCGCAACGCCTCGCCGAAGTT P TGGETCAAAACCCCAGCTATATCTTTTTCCGCGAGCTT
GCCGGAAGCAGCAATGACGETCCCGTCEGCGCACTGGGCACGCCETTGATGGGGEAATATGCCGGCGCAGTCGACCGE
CACTACATTACCTTGEGCGCGCCCTTATTTGTCGCCACCGCCCATCCGSTTACCCGCAAAGCCCTCAACCGCCTGATT
ATGGCGCAGGATACCGGCAGCGCGATTAAAGECGCGETGCGCETGGATTAT TTTTGESGGATACGECGACGAAGCCGGL

GAACTTGCCGGCAAACAGAARACCACGGETTACGTCTGGCAGCTCCTACCCAACGGETATGAAGCCCGAATACCGLCCCG
TAACTCGRG

1 MASPDVKSAD TLSKPAAPVV AEKETEVKED APQAGSQGQRG APSTQGSQRDM
51 AAVSAENTGN GGAATTDKPK NEDEGPQONDM PQNSAESANQ TGNNQPADSS
101 DSAPASNPAP ANGGSNFGRV DLANGVLIDG PSQNITLTHC KGDSCNGDNL
151 LDEEAPSKSE FENLNESERI EKYKRDGKSD EKPTNLVATAV QANGTNRYVI
201 IYKDKSASSS SARFRRSARS RRSLPAEMPL IPVNQADTLI VDGEAVSLTG
251 HSGNIFAPEG NYRYLTYGAE KLPGGSYALR VQGEPARGEM LAGTAVYNGE
301 ~ VLHFHTENGR PYPTRGRFAA KVDFGSKSVD GIIDSGDDLE MGTQKFKAATI
351 DGNGFKGTWT ENGGGDVSGR FYGPAGEEVA GKYSYRPTDA EXGGFGVFAG
401 RKEQDGSGGEG GCQSKSIQTT PQPDTSVING PDRPVGIPDP AGTTVGGGGA
451 VYTVVPHLSL PHWAAQDFAR SLQSFRLGCA NLKNRQGWRD VCAQAFQTPV
501 HSFQAKQFFE RYFTPWQVAG NGSLAGTVTG YYEPVLKGDD RRTAQARFPI
551 YGIPDDFISV PLPAGLRSGK ALVRIRQTGRK NSGTIDNTGG THTADLSRFP
601 ITARTTAIKG RFEGSRFLPY HTRNQINGGA LDGKAPILGY AEDPVELFFM
651 HIQGSGRLKT PSGRYIRIGY ADKNEHPYVS IGRYMADKGY LKLGQTSMQG
701 IKAYMRONPQ RLAEVLGQRNP SYIFFRELAG SSNDGPVGAL GTPLMGEYAG
751 AVDRHVYITLG APLFVATAHP VTRKALNRLI MAQDTGSAIK GAVRVDYFWG
801 YGDEAGELAG KQKTTGYVWQ LLPNGMKPEY RP*
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AG287—953
ATGGCTAGCCCCGATGETTAAATCGGCGGACACGCTGTCAAAACCGECCGLCTCCTGTIGTIGC TGAAAAAGAGACAGAG
GTAAAAGAAGATGCGCCACAGSCAGETTCTCAAGGACAGGGLGCGCCATCCACACAAGGCAGCCAAGATATGGCGGCA
GTTTCGGCAGAARATACAGGCAATGGCGETGCGGCAACAACGCACAAACCCARAAATGAAGACGAGGGACCGCAAAAT
GATATGCCGCAARATTCCGCCGAATCCGCARAATCARACAGGGAACAACCAACCCGCCGATTCTTCAGATTCCGCCCCT
GCGTCAAACCCTGCACCTGCGAATGECGETAGCAAT T T TGGAAGGE T TGAT T TGGCTAATGGCGTTTTGATTGATGGS
CCCTCGCAAAATATAACGTTGACCCACTGTAAAGECCATTCTTGTAATGETGATAATTTATTGCGATGAAGAAGCACCG
TCAAAATCAGRATTTGAARATTTAARTGAGTCTGAACGAATTGAGARATATAAGAAAGATGGGARAAGCGATABRATTT
ACTAATTIGGTTGCGACAGCAGTTCAAGCTAATGCARCTAACAAATATGTCATCATTTATAAAGACAAGTCCGCTTCA
TCTTCATCTGCGCGATTCAGGCETTCTGCACGGTCGAGGAGETCGCTTCC TGCCGAGATGCCGCTAATCCCCGTCAAT
CAGGCGGATACGCTGATTGTCGATGEGEAAGCGETCAGCCTGACGGGGCATTCCGGCAATATCTTCGCGCCCRAAGES
AATTACCGGTATCTGACTTACGGGGCGGAAARATTGCCCGGCCEATCGTATGCCCTCCATCTGCAAGGCGAACCGGCA
2ANGGCGARATGCTTGCTGGCACGGCCGTETACAACGGCGAAGTGCTGCATTTTCATACGRARAACGGCCGTCCGTAL
CCGACTAGAGGCAGGTTTGCCCCAAAAGTCGATTTCGGCAGCAAATCTCTGGACGGCATTATCGACAGCGECGATGAT
TTGCATATGGCTACGCAAAAATTCAAAGCCGCCATCGATGCARACGGCTTTAAGGGGACTTGGACGGAARATGGCGGT
GGGCGATCT TTCCGGAAGGTTTTACGGCCCGGCCGGCEAGGAAGTGECGGGARRATACAGC TATCGCCCGACAGATGCS
GAAAAGGGCGGATTCGGCCTGTTTGCCGGCAARA N AGAGCAGCATGCATCCGGAGGAGGAGGAGCCACCTACAAAGTG
GACGAATATCACGCCAACGCCCGTTTCGCCATCGACCATTTCAACACCAGCACCAACGTCGGCGETTTTTACGETCTG
ACCGGTTCCGTCGAGTTCGACCAAGCAAAACGCCGACGGTAAAATCGACATCACCATCCCCGTTGCCAACCTGCAAAGT
GGTTCGCAACACTTTACCGACCACCTGARATCAGCCGACATCTTCGATGCCGCCCAATATCCGGACATCCGCT PTG TT
TCCACCAAATTCAACTTCAACGGCARAADACTGCTTTCCGTTCACGGCAACCTGACCATGCACGGCAARACCGCCCCC
GTCAAACTCAAAGCCGAAAAATTCAACTCCTACCARAGCCCGATGGCGAARACCGARGTTTGCGGCGGCGACTTCAGT
ACCACCATCGACCGCACCAAATGEEGCGTGGACTACCTCGTTAACGTTGGTATGACCAAAAGCGTCCGCATCGACATC
CAAATCGAGGCAGCCAZACAATAACTCGAG '

1 MASPDVKSAD TLSKPAAPVV AERKETEVEED APQAGSQGQRG APSTQGSQDM

51 AAVSAENTGN GGAATTDKPR NEDEGPQNDM PQNSAESANQ TGNNQPADSS
101 DSAPASNPAP ANGGSNFGRV DLANGVLIDG PSQONITLTHC KGDSCNGDNL
151 LDEEAPSKSE FENLNESERI EKYRKDGKSD KFTNLVATAV QANGTNKYVI
201 IYRDKSASSS SARFRRSARS RRSLPAEMFL IPFVNQADTLI VDGEAVSLTG
251 HSGNIFAPEG NYRYLTYGAE KLPGGSYALR VQGEPARGEM LAGTAVYNGE
301 VLHFHTENGR PYPTRGRFAA KVDFGSKSVD GIIDSGDDLE MGTQRFKAAT
351 DGNGFRGTWT ENGGGDVSGR FYGPAGEEVA GKYSYRPTDA ERKGGFGVFAG
401 FEEQDGSGGGE GATYKVDEYH ANARFAIDHF NTSTNVGSFY GLTGSVEFDQ
451 AKRDGKIDIT IPVANLQSGS QHFTDHLKSA DIFDAAQYPD IRFVSTKFNF
501 NGEKKLVSVDG NLTMHGKTAP VKLKAEKFNC YQSPMARKTEV CGGDFSTTID
551 RTKWGVDYLV NVGMTKSVRI DIQIERARKRQ*
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AG287-961
ATGGCTAGCCCCGAT\’TTAAATCGGCGGACACGCTGTCAAAACCGGCCGC'I'CCTGT’I‘GTTGC‘IGAA.AAAGAGACAGAG
GTAAAAGAAGATGCGCCACAGGCAGCTTCTCAAGGACAGGGCGCGCCATCCACACAAGGCAGCCAAGATATGGCGGCA
GTTTCGGCAGARAATACAGGCARTGGCGGTGCGECAACAACGGACAARCCCARAAATGAAGACGAGCGACCGCAAAAT
GATATGCCGCAAAATTCCGCCGAATCCGCAAATCAAACAGGGAACAACCAACCCGCCGATTCTTCAGATTCCGCCCCE
GCGTCAAACCCTGCACCTGCGAATGGCGGTAGCAATTTTGGAAGGGTTGATT TGGOTAATGGCGT T T TCATTGATGGE
CCGTCGCAARATATAACGTTGACCCACTGTAAAGGCGATTCTTGTAATGCTGATAATTTATTGGATGAAGAAGCACCS
TCAAAATCAGAATTTGAAAATTTAAATGAGTC TGAACGAATTGAGARATATAAGAARGATCGGAAAAGCGATAAATTT
ACTAATTTGGTTGCGACAGCAGTTCAAGCTARATGGAACTAACAARTATGTCATCATTTATAAAGACAAGTCCGCTTCA
TCTTCATCTGCGCGATTCAGGCETTCTGCACGGTCGAGGAGETCGCTPCCTGCCGAGATGCCGCTARTCCCCGTCAAT
CAGGCGGATACGCTGATTGTCGATGGGGAAGCGGETCAGCCTGACGGGECATTCCGGCAATATCTTCGCGCCCGAAGSS
AATTACCGETATCTGACTTACGGEGCGGAAAAATTCCCCGGCGGATCGTATGCCCTCCGTGTGCAAGGCGAACCGGCA
AAAGGCGAAATGC'I"I‘GCTGGCACGGCCGTGTACAACGGCGAAGTGCTGCATT’I'I‘CATACGGAAAACGGCCGTCCGTAC
CCGACTAGAGGCAGGTTTGCCGCARAAGTCGATTTCGGCAGCARATCTGTGGACGGCATTATCGACAGCGGCGATGAT
'I”I‘GCATATGGGTACGCAAAAATTCAAAGCCGCCATCGA‘I‘GGAAACGGC’I”PTAAGGGGACTTGGACGGAAAATGGCGGC
GGGGATETTTCCGCAAGETTTTACGGCCCGGCCGGCGAGGARGTGGCGEEARAATACAGCTATCGCCCGACAGATGCG
GAAAAGGGCGGATTCGGCETETTTGCCEGCARAAAAGAGCAGGATGGATCCGGAGGAGGAGGAGCCACAAACGACGAC
GATGTTAARRAAGCTGCCACTGTGGCCATTGCTGCTGCCTACAACAATGGCCAAGAAATCAACGGTTTCAAAGCTGGA
GAGACCATCTACGACATTGATGAAGACGGCACAATTACCAAAAAAGACGCAACTGCAGCCGATGTTGAAGCCGACGAL
TTTAARGGTCTGGETCTGAAAAAAGTCGTGACTAACCTGACCARAACCCTCAATGAAAACAAACAAAACGTCGATGCC
AAAGTAAAAGCTGCAGAATCTGAAATAGAAAAGTTARCAACCAAGTTAGCAGACACTGATGCCGCTITAGCAGATACT
GATGCCGCTCTGGATGCAACCACCAACGCCTTGAAT AAATTGGGAGAAAATATAACGACATT TGCTCAAGAGACTAAG
ACAARTATCGTAAAAATTGATGAAARATTAGAAGCCGTGGCTGATACCETCGACAAGCATGCCGAAGCAT TCAACGAT
ATCGCCGATTCATTGGATGAAACCARCACTAAGGCAGACGAAGCCGTCALAACCGCCAATGAAGCCAARCAGACGGCC
GAAGAAACCARACAAAACGTCGATGCCARAGTARAAGCTGCAGARACTGCAGCAGGCAAAGCCGAAGCTGCCGCTGREC
ACAGCTAATACTGCAGCCGACAAGGCCGAAGCTGTCGCTGCAARAG P TACCGACATCARAGCTGATATCGCTACGAAC
ARAGATAATATTGCTAAAAAAGCAAACAGTGCCGACGTGTACACCAGAGAAGAGTCTGACAGCAA LT TTCTCAGAATT
GATGGTCTGAACGCTACTACCGARARATTGGACACACGCTTGGCTTCTGCTGAAARRTCCATTGCCGATCACGATACT
CGCCTGAACGGTTTGGATAAAACAGTCTCAGACCTGCGCAAAGAAACCCGCCAAGGCCTTGCAGAACARGCCGCGCTC
TCCGETCTETTCCARCCTTACAACGTGCGTCGGT TCAATGTAACGGCTGCAGTCGGCGECTACAAATCCGAATCGGCA
GTCGCCATCGGTACCG\:CTTCCGCTTTACC\:AAAACTTTGCCGCCAAAGCAGGCGTGGCAGTC\;GCACT’I‘CGTCCGGT
'I‘CT'I‘CCGC.AGC"‘TACCATGTCGGCGTCAATTACGAG'I‘GG"‘AAC’TCGAG

1

APQAGSQGOG

- MASPDVKSAD TLSKPAAPVV AEKE‘I’EVKED APSTQGSQDM
51 AAVSAENTGN GGAATTDKPK NEDEGPQNDM PONSAESANQ TGNNQPADSS
101 DSAPASNPAP ANGGSNFGRV DLANGVLIDG PSONITLTHC KGDSCNGDNL
151 LDEEAPSKSE FENLNESERI EKYKKDGKSD KETNLVATAV QANGTNKYVI
201 IVKDRSASSS SARFRRSARS RRSLPAEMPL IPVNQADTLI VDGEAVSLTG
251 HSGNIFAPEG NYRYLTYGAE KLPGGSYALR VQGEPAKGEM LAGTAVYNGE
301 VLHFHTENGR PYPTRGRFAA KVDEFGSKSVD GIIDSGDDLH MGTQKFRAAT
351 DGNGFKGTWT ENGGGDVSGR FYGPAGEEVA GKYSYRPTDA EKGGFGVFAG
401 KEKEQDGSGGG. GATNDDDVER AATVAIAAAY NNGQEINGFK AGETIYDIDR
451 DGTITKKDAT AADVEADDFK GLGLEKKVVTN LTKTVNENKQ NVDAKVKAAR
501 SEIERLTTKL, ADTDAALADT DAALDATTNA LNKLGENITT FAEETKTNIV
551 EIDEKLEAVA DTVDKHAEAF NDIADSLDET NTKADEAVKT ANEAKQTAER
601 TKQNVDAKVE BAETAAGKAE AAAGTANTAA DKAEAVAARV TDIKADIATN
651 KDNIAKKANS ADVYTREESD SKFVRIDGLN ATTEKLDTRL 2SAEKSIADR
701 DTRLNGLDKT VSDLRKETRQ GLAEQAALSG LFQPYNVGRF NVTAAVGGYR
751 SESAVAIGTG FRFTENFAAK AGVAVGTSSG SSAAYHVGVN YEW*
ELISA Bakterizidie
AG287-953-His 3834 65536
AG287-961-His - 108627 65536

[0023] Die bakterizide Wirksamkeit (homologer Stamm) der Antikdrper, die gegen die Hybridproteine erzeugt
wurden, wurde mit der von Antikdrpern verglichen, die gegen einfache Gemische der Antigen-Bestandteile (un-
ter Verwendung von 287-GST) erzeugt worden waren, und zwar fir 919 und ORF46.1:
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Gemisch mit 287

Hybrid mit AG287

919

32000

128000

ORF46.1

128

16000

[0024] Daten Uber die bakterizide Aktivitat gegen heterologe MenB-Stamme und gegen die Serotypen A und
C wurden ebenfalls erhalten:

919 ORF46.1
Stamm Gemisch Hybrid Gemisch Hybrid
NGH38 1024 32000 - 16384
MC58 512 8192 - 512
BZ232 512 512 - -
MenA (F6124) 512 32000 - 8192
MenC (C11) > 2048 > 2048 - -
MenC (BZ133) > 4096 64000 - 8192

[0025] Die Hybridproteine mit AG287 am N-Terminus sind daher den einfachen Gemischen in immunologi-
scher Hinsicht tiberlegen, wobei AG287-ORF46.1 besonders wirksam ist, sogar gegen heterologe Stamme.
AG287-ORF46.1 K kann in pET-24b exprimiert werden.

[0026] Die gleichen Hybridproteine wurden unter Verwendung des Stammes 394/98 aus Neuseeland anstelle
des Stammes 2996 hergestellt:
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AG287NZ-819
ATGGCTAGCCCCGATGTCAAGTCGGCGGACACGCTGTCAAAACCTGCCGCCCCTGTTGTTTCTGAAAAAGAGACAGAG
GCAAAGGAAGATGCGCCACAGGCAGGTTCTCAAGGACAGGGCGCGCCATCCGCACAAGGCGETCAAGATATGECGGCG
GTTTCGGAAGAAAATACAGGCAATGGCGGTGCGGCAGCAACGGACAAACCCARAAATGAAGACGAGGGGGCGCAAAAT
GATATGCCGCAAAATGCCGCCGATACAGATAGTTTGACACCGRATCACACCCCGGCTTCGAATATGCCGGCCGGAAAT
ATGGAAAACCAAGCACCGGATGCCGEGGAATCGGAGCAGCCGGCAAACCAACCGGATATGGCARATACGGCGGACGGA
ATGCAGGETGACGATCCGTCGGCAGGCGGGGAAAATGCCGCCAATACGGCTGCCCAAGGTACAAATCAAGCCGAAANC
AATCAAACCGCCGGTTCTCAARATCCTGCCTCTTCAACCARTCCTAGCGCCACGAATAGCGGTGCTGATTTTGGAAGS
ACGAACGTGGGCAATTCTGTTGTGATTGACGGGCCGTCGCAAAATATAACGTTGACCCACTGTAAAGGCGATTCTTGT
AGTGGCAATAATTTCTTGGATGAAGAAGTACAGCTAAAATCAGAATTTGAAAAATTAAGTGATGCAGACAAAATAAGT
ARTTACAAGAAAGATGGGAAGAATGACGGGARGAATGATEAATT TG TCGETTTGGTTGCCGATAGTGTGCAGATGAAG
GGAATCAATCAATATATTATCTTTTATAAACCTARACCCACTTCATTTGCGCGATTTAGGCGTTCTGCACGGTCGAGG
CGGTCGCTTCCGGCCGAGATGCCGCTGAT TCCCGTCARTCAGGCGGATACGC TGATTETCGATGGGGAAGCGGTCAGL
CTGACGGGGCATTCCGGCAATATCTTCGCGCCCGAAGGGAATTACCGETATCTGACTTACGGGGCGGAAAAATTGCCC
GGCGGATCGTATGCCCTCCGTGTTCAAGGCGAACCTTCAAAAGGCGARATGCTCGCGEGCACGGCAGTGTACARCGGC
GAAGTGCTGCATTTTCATACGGAAAACGECCGTCCGTCCCCGTCCAGAGGCAGETTTGCCGCARAAGTCGATTTCGSEC
AGCAAATCTGTGGACGGCATTATCGACAGCGGCGATGE T T TGCATATGGGTACGCARAARTTCARAGCCGCCATCGAT
GGAAACGGCTTTAAGGGGACTTGAACGGAAAATGGCCGCGGGGATGTTTCCGGAAAGTTTTACGGCCCGGCCEGCGAG
GAAGTGGCGGGAAMATACAGCTATCGCCCAACAGATGCGGAAAAGGECGEATTCCGCETGTTTGCCGECAZAANAGAG
CAGGATGGATCCGGAGGAGGAGGATGCCCARAGCARAGAGCATCCAAACCTTTCCGCAACCCGACACATCCGTCATCAAC
GGCCCGRACCGGCCGETCGECATCCCCGACCCCGCCGGAACGACGETCGECGGCGECGEGEGCCGTCTATACCGTTGTA
CCGCACCTGTCCCTGCCCCACTGGGCGGCGCAGGATTTCGCCARAAGCCTGCAATCCTTCCGCCTCGGCTGCGCCAAT
TTGAAAAACCGCCAAGGCTGGCAGGATG TG TGCGCCCAAGCCTTTCARACCCCCGTCCATTCCTTTCAGGCARAACAG
TTTTITGAACGCTAT T TCACGCCGTGECAGGTTGCAGGCAACGGAAGCCTTGCCGGTACGGTTACCGECTATTACGAG
CCGGTGCTGAAGGGCGACGACAGGCGEACGGCACANGCCCGCTTCCCGATTTACGESTATTCCCGACGATTTTATCTCC
GTCCCCCTGCCTGCCGETTTGCGGAGCGGAAAAGCCCTTGTCCGCATCACGCAGACGGGAAAARACAGCGGCACAATC
GACAATACCGGCGGCACACATACCGCCGACCTCTCCCGATTCCCCATCACCGCGCGCACAACGGCAATCARAGGCAGS
TTTGAAGGAAGCCGCTTCCTCCCCTACCACACGCGCAACCAAATCAACGGCGECGCECTTGACGGCARAGCCCCGATA
CTCGGTTACGCCGAAGACCCCECTCGAACTTTTTTTTATGCACATCCAAGGCTCGGGCCGTCTGARAACCCCGTCCGGC
AAATACATCCGCATCGGCTATGCCGACAAAAACGAACATCCCTACGTTTCCATCGGACGCTATATGGCGGACAAAGGEC
TACCTCAAGCTCGEGCAGACCTCGATGCAGGGCATCAAAGCCTATATGCGGCAAAATCCGCAACGCCTCGCCGAAGTT
TTGGGTCAARACCCCAGCTATATCTTTTTCCGCGAGCTTGCCGGAAGCAGCAATGACGGETCCCETCGECGCACTGGEC
ACGCCGTTGATGGGGGAATATGCCGGCGCAGTCGACCGGCACTACATTACCTTGGGCGCGCCCTTATTTGTCGCCACT
GCCCATCCGGTTACCCGCAAAGCCCTCAACCGCCTGATTATGECGCAGGATACCGGCAGCGCGATTAAAGGLCGCGGETG
CGCGTGRATTATTTTTGGCCATACGGCCACCGAAGCCGECEGAACTTGCCGGCAAACAGARAACCACGEETTACGTCTGG
CAGCTCCTACCCAACGGTATGAAGCCCGAATACCGCCCGTARAAGCTT

1

MASPDVKSAD

TLSKPAAPVV SEEKETEAKED APQAGSQGQG APSAQGGQDM
51 AAVSEZENTGN GGAAATDKPK NEDEGAQNDM PONAADTDSL TPNHTPASNM
101 PAGNMENQAP DAGESEQPAN QPDMANTADG MQGDDPSAGG ENAGNTAAQG
151 TNQAENNQTA CSQNPASSTN PSATNSGGDF GRTNVGNSVV IDGPSQONITL
201 THCKGDSCSG NNFLDEEVQL KSEFEKLSDA DRISNYRKDG KNDGKNDKFV
251 GLVADSVQOMK GINQYIIFYR PRPTSFARFR RSARSRRSLP AEMPLIPVNQ
301 ADTLIVDGEA VSLTGHSGNI FAPEGNYRVYL TYGAEKLPGG SYALRVQGEP
351 SKGEMLAGTA VYNGEVLHFE TENGRPSPSR GRFAAKVDFG SKSVDGIIDS
401 GDGLHMGTQK FKAAIDGNGF KGTWTENGGG DVSGRFYGPA GEEVAGKYSY
451 RPTDAEKGGF GVFAGKKEQD GSGGGGCQSK SIQTFPQPDT SVINGPDRPV
501 GIPDPAGTTV GGGGAVYTVV PHELSLPHWAA QDFAKSLQSF RLGCANLKNR
551 QGWQDVCAQA FQTPVHSFQA KQFFERYFTP WQVAGNGSLA GTVIGYYEPV
601 LKGDDRRTAQ ARFPIYGIPD DFISVPLPAG LRSGRALVRI RQTGRNSGTI
651 DNTGGTHTAD LSRFPITART TAIKGRFEGS RFLPYHTRNQ INGGALDGKA
701 PILGYAEDPV ELFFMHIQGS GRLKTPSGKY IRIGYADKNE HPYVSIGRYM
751 ADKGYLKLGQ TSMQGIKAYM RQNPQRLAEV LGONPSYIFF RELAGSSNDG
801 PVGALGTPLM GEYAGAVDRH YITLGAPLFV ATAHPVTRKA LNRLIMAQDT
851 GSAIKGAVRV DYFWGYGDEA GELAGKQRTT GYVWQLLPNG MKPEYRP*
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AG2B7NZ-253

ATGGCTAGCCCCGATGTCAAGTCGGCGGACACGCTGTCAAAACCTGCCGCCCCTETTGTT TCTGAAARARGAGACAGAG
GCAAAGGAAGATGCGCCACAGGCAGGTTCTCAAGGACAGGGCGCGCCATCCGCACAAGGLCGGTCAAGATATGGCGGCG
CTTTCGGAAGAAAATACAGGCAATGGCGETGCGGCAGCAACGGACAAACCCAAAAATGAAGACGAGGGGGCGCAAAAT
GATATGCCGCAAAATGCCGCCGATACAGATAGTTTGACACCGAATCACACCCCGECTTCGAATATGCCGGCCGGAAAT
ATGGAARACCAAGCACCGGATGCCGGGGAATCGGAGCAGCCCEGCAAACCAACCGEATATGGCAAATACGECGGACGGA
ATGCAGGETGACGATCCCTCGGCAGGCGGEGAAAATCCCGGCAATACGGCTGCCCAAGGTACAAATCAAGCCGAAANC
AATCAARACCGCCGEETTCTCARAAATCCTGCCTCTTCAACCAATCCTAGCGCCACGAATAGCGGTGCTCATTTTGGAAGG
ACGAACGTGGGCAATTCTCTTCTGATTGACGGEGCCETCGCARRMATATAACGTTGACCCACTGTARAGGCGAT TCTTGT
AGTGGCAATAATTTCTTGGATGAAGAAGTACAGCTAAAATCAGAATTTGAARRATTAAGTGATGCAGACAARNTAAGT
AATTACAAGAAAGATGGGAAGAATGACGGGAAGAATGATAAATTTGTCCGETTTGETTGCCGATAGTGTGCAGATGAAG
GGAATCAATCAATATATTATCTTTTATAAACCTARACCCACTTCATTTGCGCGATTTAGGCETTCTGCACGETCGAGS
CGGTCGCTTCCGECCEACATCCCECTGATTCCCETCAATCAGGCGGATACGCTGATTGTCGATECCGGAAGCGETCAGC
CTGACGGEGCATTCCGGCARTATCTTCGCGCCCGAAGGGAATTACCGGTATCTGACTTACGGGECGGARAAATTGCCC
GGCGGATCGTATGCCCTCCGTCTTCAAGGCGAACCTTCAAAAGGCGARATGCTCGCGEGCACGGCAGTCTACAACGSC
GAAGTGCTGCATTTTCATACGGAAAACGGCCGTCCGTCCCCGTCCAGAGGCAGCTTTGCCGCARRAGTCEATTTCGSEC
AGCAAATCTGTGCACGGCATTATCGACAGCGECGATCCT T TCCATATGGGTACGCAARAATTCARAGCCGCCATCGAT
GGAAACGGCTTTAAGCGGGACTTGGACGGAALATGGCGECGGEEATGTTTCCGGAARGTTTTACGGCCCGGCCEGGCEAG
GAAGTGGCGCGEGAARATACAGCTATCGCCCAACAGATGCGGAALAGGGCGEGATTCGGCGTGTTTGCCEGGCARAAMAGAG
CAGGATGRATCCGEAGGAGGAGGAGCCACCTACAAAGTGGACGAATATCACGCCAACGCCCGTTTCGCCATCGACCAT
TTCAACACCAGCACCAACGTCGGCGGTTTTTACGGTCTGACCGETTCCCTCGAGTTCGACCANGCARRACGCGACGST
AARATCGACATCACCATCCCCGTTGCCAACCTGCAARGCGETTCGCAACACTTTACCGACCACCTGARATCAGCCGAC
ATCTTCGATGCCGCCCAATATCCGGACATCCGCTTTGTTTCCACCAAAT TCAACTTCAACGGCAAAAARCTGITTTCC
GTTGACGGCAACCTGACCATGCACGGCAAAACCGCCCCCETCAAACTCAAAGCCGARAAATTCAACTGCTACCARAGE
CCGATGGCGAARACCGAAGTTTGCGGLGGCGACTTCAGCACCACCATCGACCGCACCAARTGGGGCETGGACTACCTC
GTTAACGTTGGTATGACCAAARGCGCTCCGCATCGACATCCAAATCGAGGCAGCCAAACAATAAAAGCTT

1 MASPDVKSAD TLSKPAAPVV SEKETEAKED APQAGSQGQG APSAQGGQDM

51 AAVSEENTGN GGAAATDKPK NEDEGAQNDM PQONAADTDSL TPNHTPASNM
101 PAGNMENQAP DAGESEQPAN QPDMANTADG MQGDDPSAGG ENAGNTARQG
151 TNQAENNQTA GSQNPASSTN PSATNSGGDF GRTWNVGNSVV IDGPSQNITL
201 THCKGDSCSG NNFLDEEVQL KSEFERLSDA DKISNYKKDG FKWDGFNDKFV
251 GLVADSVOMK GINQYIIFYK PKPTSFARFR RSARSRRSLP AEMPLIPVNQ

"301 ADTLIVDGEA VSLTGHESGNI FAPEGNYRYL TYGAERLPGG SYALRVQGEP
351 SKGEMLAGTA VYNGEVLHEFHE TENGRPSPSR GRFAAKVDFG SKSVDGIIDS
401 GDGLHMGTQR FRAAIDGNGF KGTWTENGGG DVSGKFYGPA GEEVAGKYSY
451 RPTDAEKGGF GVFAGEXKEQD GSGGGGATYE VDEYEANARF AIDHFNTSTN
501 VGGFYGLTGS VEFDQAKRDG KIDITIPVAN LQSGSQHFTD HLKSADIFDA
551 AQYPDIPFVS TKFNFNGKKL VSVDGNLTMH GRTAPVKLKA EKFNCYQSPM
601 AKTEVCGGDF STTIDRTKWG VDYLVNVGMT KSVRIDIQIE AARQ*
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AG2B7NZ-961

ATGGCTAGCCCCGATGTCAAGTCGECGGACACGCTGTCAAAACCTGCCGCCCCTGTTETTTC TGAAAAAGAGACAGAG
GCAAAGGAAGATGCGCCACAGGCAGSTTCTCAAGGACAGGGCGCGCCATCCGCACAAGGCGGTCAAGATATGGCGECE
GTTTCGGAAGAAAATACAGGCAATGGCGETGCGGCAGCAACGGACAAACCCAAAAATCGAAGACGAGGGGGCGCAAAAT
GATATGCCGCAAAATGCCGCCGATACAGATAGTTTGACACCGAATCACACCCCGECTTCGARTATGCCGECCGGAAAT
ATGGAAAACCAAGCACCGGATGCCGGGGAATCGGAGCAGCCEGCAAACCAACCGGATATGGCAAATACGGCGGACGGA
ATGCAGGETGACGATCCGTCGGCAGGCGGGEAARATGCCGGCAATACGGCTGCCCAAGGTACARAATCARGCCGARMANC
AATCAAACCGCCGGTTCTCAARATCCTGCCTCTTCAACCARTCCTAGCGCCACGAATAGCGEGTGGTGATTTTGGAAGS
ACGAACCTGGEECAAT TCTCTICTGATTGACGGGCCGTCGCAARATATAACGTIGACCCACTGTAAAGGCGATTCTTGT
AGTGGCAATAATTITCTTGGATGAAGARGTACAGCTARARTCAGAATTTGAAAAATTAAGTGATGCAGACARAATAAGT
AATTACAAGAAAGATGGGAAGAATGACGGGAAGAATGATEAATTTGTCCGTTTGCTTGCCCGATAGTCTGCAGRTGAAG
GGAATCAATCAATATATTATCTT TTATAAACCTAAACCCACTTCATTTGCGCGATTTAGECEGTTCTGCACGGTCGAGG
CGGTCGECTTCCGECCEAGATGCCGLCTGATTCCCGTCAATCAGGCGGATACGCTGATTGTCGATGESGAAGCGETCAGT
CTGACGGEECATTICCGRCARTATCTTCGCGCCCGAAGGGARTTACCECTATCTGACTTACGEEGCGGARARATTGCCC
GGCGGATCGTATGCCCTCCETGTTCAAGECGAACCTTCAARAGGCGAAATGCTCGCGGECACGGCAGTGTACAACGGC
GAAGTGCTGCATTTTCATACGGAARACGGCCGTCCGTCCCCETCCAGAGGCAGGT TTGCCGCARAAAGTCGATTTCGGC
AGCAAATCTGTGGACGGCATTATCGACAGCGECGATGGTTTGCATATCGGTACGCAARAATTCARAGCCGCCATCGAT
GGAAACGECTTTAAGSGIACTTCGACGGAARATGGECOECGEEGATCTTTCCGSAAACT TTTACGGCCCGECCEGCEAG
GAAGTGGCGGGAAAATACAGCTATCGCCCAACAGATGCGGAAAAGGGCGGATTCGGLGTGTTTGCCGECAAAANMAGAG
CAGGATGGATCCGGAGGAGGAGGAGCCACARACGACGACGATGTTARAARAGCTGCCACTGTGGCCATTGCTGCTGCC
TACAACAATGGCCAAGAAATCAARCGGTTTCARAGCTGEAGAGACCATCTACGACATTGATGAAGACGGCACAATTACC.
AAAAAAGACGCAACTGCAGCCGATETTGAAGCCGACGACTTTAAAGCTCTGECTCTGAAAAAAGTCCTGACTAACCTG
ACCAAMACCGTCAATGAAAACARACARAACGTCGATGCCAAAGTARAAAGCTGCAGAATCTGAAATAGAAAAGTTAACA
ACCAAGTTAGCAGACACTGATGCCGCTTTAGCAGATACTGATGCCGCTCTGEATGCAACCACCAACGCCTTGAATARA
TTGGGAGARAATATAACGACATTTGCTGAAGAGACTAAGACAARTATCCTAAARATTCATGARAAATTAGAAGCCGTG
GCTGATACCGTCGACAAGCATGCCGAAGCATTCAACGATATCGCCGATTCATTGGATGAAACCAACACTAAGGCAGAC
GAAGCCGTCAAAACCGCCARATGAAGCCARACAGACGGCCGAAGAAACCAAACAAAACCTCGATGCCAAAGTAAAAGCT
GCAGABRACTGCAGCAGGCAAAGCCGAAGCTGCCGCTGGCACAGCTAATACTGCAGCCGACAAGGCCGAAGCTGTCGCT
GCAAAAGTTACCGACATCALAGC PGATATCGCTACGAACAAAGATARTATTGCTAARAAAGCARACAGTGCCGACGTG
TACACCAGAGAAGAGTCTGACAGCAARTTTGTCAGAATTGATGGTCTGAACGCTACTACCGAAARATTGGACACACGC
TTGGCTTCTGCTGAAAAATCCATTGCCGATCACGATACTCGCCTGAACGCTTTGGATAAAACAGTGTCAGACCTGCGC
~ ARAGAAACCCGCCAAGGCCTTGCAGAACAAGCCGCGCTCTCCGETCTGTTCCAACCTTACAACGTGGGTCGET TCAAT
GTAACGGCTGCAGTCGGCGGCTACARATCCGAATCGGCAGTCGCCATCGGTACCGGCTTCCGCTTTACCGAARACTTT

GCCGCCAAAGCAGECETGGCAGTCGGCACTTCGTCCGETTCTTCCGCAGCCTACCATGTCGGCETCAATTACGAG TGS
TAARAGCTT

1

MASPDVKSAD

TLSKPAAPVV SEKETEARED APQAGSQGQC APSAQGGQDM
51 AAVSEENTGN GGAARTDRPK NEDEGAQNDM PQNAADTDSL TPNHTPASNM
101 PAGNMENQAP DAGESEQPAN QPDMANTADG MQGDDPSAGG ENAGNTAAQG
151 TNQAENNQTA GSQNPASSTN PSATNSGGDF GRTNVGNSVV IDGPSQNITL
201 THCKGDSCSG NNFLDEEVQL KSEFEKLSDA DRISNYKKDG KNDGKNDKEV
251 GLV2ADSVQMK GINQYIIFYK PKPTSFARFR RSARSRRSLP AEMPLIPVNQ
301 ADTLIVDGEA VSLTGHSGNI FAPEGNYRYL TYGAEELPGG SYALRVQGEP
351 SKGEMLAGTA VYNGEVLHFH TENGRPSPSR GRFAAKVDFG SKSVDGIIDS
401 GDGLHMGTQK FKAAIDGNGF KGTWTENGGG DVSGKFYGPA GEEVAGKYSY
451 RPTDAERGGF GUVFAGKKEQD GSGGGGATND DDVEKKARTVA IAARAYNNGQE
501 INGFKAGETI YDIDEDGTIT KKDATAADVE ADDFKGLGLK KVVINLTETV
551 NENRQNVDARK VEAARESEIEK LTTFLADTDA ALADTDAALD ATTNALNKLG
601 ENITTFAEET KTNIVRKIDERK LEAVADTVDK HARAFNDIAD SLDETNTKAD
651 EAVETANEAR QTAEETRKQONV DAKVRKAAETA AGKAEAAAGT ANTAADRAEA
701 VARKVTDIKA DIATNKDNIA KKANSADVYT REESDSKFVR IDGLNATTEK
751 LDTRLASAER SIADHDTRLN GLDKTVSDLR KETRQGLAEQ AALSGLFQPY
801 NVGRFNVTAA VGGYKSESAV AIGTGFRFTE NFAAKAGVAV GTSSGSSAAY
851 HVGVNYEW™*

[0027] Die Expression von 287 in Volllange mit einer C-terminalen His-Markierungssequenz oder ohne sein
Leader-Peptid, aber mit einer C-terminalen His-Markierungssequenz fiihrt zu relativ niedrigen Expressions-
spiegeln. Eine bessere Expression wird bei der Verwendung einer N-terminalen GST-Fusion erreicht. Als Al-
ternative zur Verwendung von GST als N-terminalen Fusionspartner wurde 287 an den C-Terminus von Protein
919 (,919-287"), von Protein 953 (,953-287") und der Proteine des ORF46.1 (,ORF46.1-287") platziert. In bei-
den Fallen wurden die Leader-Peptide deletiert und die Hybride waren direkte Fusionen im Leseraster.

[0028] Um das 953-287-Hybrid zu erzeugen, wurden die Leader-Peptide der beiden Proteine weggelassen,
indem der Vorwarts-Primer stromabwarts des Leaders jeder Sequenz konstruiert wurde; die Sequenz des
Stopp-Codons wurde in dem reversen Primer fir 953 ausgelassen, aber in den reversen Primer fir 287 mit
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eingeschlossen. Bei dem 953-Gen umfassten der 5'- und der 3'-Primer, die fur die Amplifikation verwendet wur-
den, eine Ndel- beziehungsweise eine BamHI-Restriktions-Schnittstelle, wohingegen fiir die Amplifikation des
287-Gens der 5'- und der 3'-Primer eine BamHI- beziehungsweise eine Xhol-Restriktions-Schnittstelle enthiel-
ten. Auf diese Weise konnte eine schrittweise und orientierte Clonierung der beiden Gene in pET-21b+ unter
Verwendung von Ndel-BamHI (fir die Clonierung des ersten Gens) und anschlieffiend von BamHI-Xhol (fir die
Clonierung des zweiten Gens) erreicht werden.

[0029] Das 919-287-Hybrid wurde durch Clonierung der Sequenz, die den reifen Anteil von 287 codiert, in die
Xhol-Schnittstelle am 3'-Ende des 919-His-Clons in pET21b+ erhalten. Die fur die Amplifikation des 287-Gens
verwendeten Primer wurden so konstruiert, dass sie eine Sall-Restriktions-Schnittstelle am 5'- und eine
Xhol-Restriktions-Schnittstelle am 3'-Ende des PCR-Fragments enthielten. Da die kohasiven Enden, die durch
die Restriktionsenzyme Sall und Xhol erzeugt werden, kompatibel sind, konnte das mit Sall und Xhol verdaute
287-PCR-Produkt in den mit Xhol geschnittenen Clon pET21b-919 inseriert werden.

[0030] Das Hybrid ORF46.1-287 wurde auf ahnliche Weise erhalten.
[0031] Die bakterizide Wirksamkeit (homologer Stamm) der Antikdrper, die gegen die Hybridproteine erzeugt

wurden, wurde mit der von Antikdrpern verglichen, die gegen einfache Gemische der Antigen-Bestandteile er-
zeugt worden waren:

Gemisch mit 287 Hybrid mit 287
919 32000 16000
953 8192 8192
ORF46.1 128 8192

[0032] Daten uber die bakterizide Aktivitat gegen heterologe MenB-Stamme und gegen die Serotypen A und
C wurden fir 919-287 und 953-287 ebenfalls erhalten:

919 953 ORF46.1
Stamm Gemisch Hybrid Gemisch Hybrid Gemisch Hybrid
MC58 512 1024 512 1024 - 1024
NGH38 1024 2048 2048 4096 - 4096
BZ232 512 128 1024 16 - -
MenA 512 2048 2048 32 - 1024
(F6124)
MenC (C11) | >2048 n. d. > 2048 n. d. - n. d.
MenC > 4096 > 8192 > 4096 <16 - 2048
(BZ133)

[0033] Hybride von ORF46.1 und 919 wurden ebenfalls konstruiert. Die besten Ergebnisse (vierfach hdherer
Titer) wurden mit 919 am N-Terminus erhalten.

[0034] Die Hybride 919-519His, ORF97-225His und 225-ORF97His wurden ebenfalls untersucht. Sie erga-
ben mittlere ELISA-Titer und bakterizide Antikérper-Antwortreaktionen.

[0035] Da Hybride aus zwei Proteinen A und B entweder in Form von NH,-A-B-COOH oder in Form von
NH,-B-A-COOH vorliegen kénnen, wurden die ,reversen" Hybride mit 287 am N-Terminus ebenfalls herge-
stellt, aber unter Verwendung von AG287. Es wurde eine Reihe von Stdmmen verwendet, einschlieBlich des
homologen Stammes 2996. Als Adjuvanz wurde FCA verwendet:
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287 & 919 287 & 953 287 & ORF46.1
Stamm AG287-919 | 919-287 AG287-953 | 953-287 AG287-46.1 | 46.1-287
2996 128000 16000 65536 8192 16384 8192
BZ232 256 128 128 <4 <4 <4
1000 2048 <4 <4 <4 <4 <4
MC58 8192 1024 16384 1024 512 128
NGH38 32000 2048 > 2048 4096 16384 4096
394/98 4096 32 256 128 128 16
MenA 32000 2048 > 2048 32 8192 1024
(F6124)
MenC 64000 > 8192 > 8192 <16 8192 2048
(BZ133)

[0036] Wenn 287 am N-Terminus verwendet wird, werden im Allgemeinen bessere bakterizide Titer beobach-
tet.

[0037] Wenn AG287 mit dem Protein 961 fusioniert wird [NH,-AG287-961-COOH - die Sequenz wurde vor-
stehend gezeigt], ist das so erhaltene Fusionsprotein unldslich und muss vor der Reinigung denaturiert und
renaturiert werden. Im Anschluss an die Renaturierung verblieben etwa 50% des Proteins in unléslicher Form.
Das I8sliche und das unlésliche Protein wurden miteinander verglichen, und mit dem I8slichen Protein wurden
deutlich bessere Titer erhalten (FCA als Adjuvanz):

2996 BZ232 MC58 NGH38 F6124 BZ133
Léslich 65536 128 4096 > 2048 > 2048 4096
Unléslich 8192 <4 <4 16 n. b. n. b.

[0038] Andererseits konnten die Titer mit der unléslichen Form jedoch verbessert werden, wenn Alaun als Ad-
juvanz verwendet wurde:

\ Unléslich | 32768 128 4096 \ > 2048 > 2048 \ 2048 |

[0039] Bei den Hybridproteinen wurde ebenfalls 961c verwendet (vergleiche mit dem Vorstehenden). Da 961
und seine Domanen-Varianten eine effiziente Expression steuern, sind sie als N-terminaler Anteil eines Hyb-
ridproteins ideal geeignet.

[0040] Es ist verstandlich, dass die Erfindung nur durch Beispiele beschrieben wird und dass Modifikationen
vorgenommen werden kénnen, wahrend man im Rahmen der Erfindung bleibt. So wird zum Beispiel die Ver-
wendung von Proteinen aus anderen Stdmmen in Betracht gezogen [vergleiche z. B. mit WO 00/66741 hin-
sichtlich polymorpher Sequenzen fir 287 und 953].

EXPERIMENTELLE EINZELHEITEN
Clonierungsstrategie und Konstruktion von Oligonucleotiden

[0041] Die Gene, welche die Antigene von Interesse codierten, wurden durch PCR unter Verwendung von Oli-
gonucleotiden amplifiziert, die auf der genomischen Sequenz von N. meningitidis B MC58 basierend konstru-
iert wurden. Sofern nicht anders spezifiziert, wurde immer die genomische DNA des Stammes 2996 als Matrize
bei den PCR-Reaktionen verwendet, und die amplifizierten Fragmente wurden in dem Expressionsvektor
pET21b+ (Novagen) cloniert, um das Protein als Produkt mit C-terminaler His-Markierungssequenz zu expri-
mieren, oder in pET-24b+ (Novagen) cloniert, um das Protein in ,unmarkierter" Form zu exprimieren (z. B.
AG287K).

[0042] Wenn ein Protein ohne einen Fusionspartner und mit seinem eigenen Leader-Peptid (sofern vorhan-

den) exprimiert wurde, wurde eine Amplifikation des offenen Leserasters (vom ATG- bis zum STOPP-Codon)
durchgefiihrt.
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[0043] Wenn ein Protein in ,unmarkierter" Form exprimiert wurde, wurde das Leader-Peptid ausgelassen, in-
dem der Amplifikations-Primer am 5'-Ende stromabwarts der vorhergesagten Leader-Sequenz konstruiert wur-
de.

[0044] Die Schmelztemperatur der Primer, die bei der PCR verwendet wurden, hangt von der Anzahl und der
Art der hybridisierenden Nucleotide in dem vollstandigen Primer ab, und wurde unter Verwendung der folgen-
den Formel bestimmt:

T.1=4(G +C)+ 2(A +T) (ohne zusatzliche Schwanz-Nucleotide)
T.,=64,9+0,41(% GC) - 600/N (vollstandiger Primer)

[0045] Die Schmelztemperaturen der ausgewahlten Oligonucleotide lagen in der Regel zwischen 65-70°C flr
ein vollstandiges Oligo und zwischen 50-60°C flr die hybridisierende Region alleine.

[0046] Die Oligonucleotide wurden unter Verwendung des DNA/RNA-Synthesegerats 394 von Perkin Elmer
synthetisiert, mit 2,0 ml NH,OH von der S&ule eluiert und durch 5 Stunden Inkubation bei 56°C von Schutz-
gruppen befreit. Die Oligos wurden durch Zugabe von 0,3 M Na-Acetat und 2 Volumina Ethanol prazipitiert. Die
Proben wurden zentrifugiert und die Sedimente wurden in Wasser resuspendiert.

Sequenzen Restriktions-
(Fwd = Vorwarts-Primer, Rev = reverser Primer) Schnittstelle
fu-(AG287)-918- Fwd |CGCGGATCCGGTGGTGGTGGT- BamHI
His CAAAGCAAGAGCATCCAAACC
Rev |CCCAAGCTT-TTCGGGCGGTATICGGGCTTC HindlIll
fu-(AG287)-953- | Fwd [CGCGGATCCGGTGGTGGTGGT- BamHI
His GCCACCTACAAAGTGGAC
Rev |GCCCAAGCTT-TTGTTTGGCTGCCTCGAT HindIIl
fu-(6G287)-961- | Fwd | CGCGGATCCGGTGGTGGTGGT-ACAAGCGACGACG - BamHI1
His Rev | GCCCAAGCTT-CCACTCGTAATTGACGCC HindIlI
fu-(AG287) Fwd |CGCGGATCCGGTGGTGGTGAT- BamHI
Orfd6.1-His TCAGATTTGGCAAACGATTC
Rev [CCCAAGCTT-CGTATCATATTTCACGTGC HindIll
fu-(AG287-919)- | Fwd |CCCAAGCTTGGTGGTGGTGGTGGT- HindIII
Orf46.1-His TCAGATTTGGCAAACGATTC
Rev |CCCGCTCGAG-CGTATCATATTTCACGTGC - Xhol
fu-(AG287- Fwd | CCCAAGCTTGGTGGTGGTGGTGGT- Hindlll
Orf{46.1)-919-His CAAAGCAAGAGCATCCAAACC .
Rev |CCCGCTCGAG-CGGGCGGTATTCGGGCTT Xhol
fu AG287(394.98)- | Fwd | CGCGGATCCGCTAGC-CCCGATGTTAAATCGGC Nhel
Rev | CGGGGATCC-ATCCTGCTCTTTTTITGCCGG BamHI1

NB - Bei allen PCR-Reaktionen wurde der Stamm 2996 verwendet, sofern nicht anders spezifiziert (z. B.
Stamm MC58)

[0047] In allen Konstrukten, die mit einem ATG begannen, dem keine singuldre Nhel-Schnittstelle folgte, ist
das ATG-Codon Teil der Ndel-Schnittstelle, die fiir die Clonierung verwendet wurde. Konstrukte, die unter Ver-
wendung von Nhel als Clonierungsstelle am 5'-Ende hergestellt wurden (z. B. alle diejenigen, die 287 am
N-Terminus enthalten), besitzen zwei zusatzliche Codons (GCT AGC), die mit der codierenden Sequenz des
Antigens fusioniert waren.

Herstellung der chromosomalen DNA-Matrizen

[0048] Die N. meningitidis-Stamme 2996, MC58, 394.98, 1000 und BZ232 (und andere) wurden bis zur ex-
ponentiellen Wachstumsphase in 100 ml GC-Medium angezogen, durch Zentrifugation geerntet und in 5 ml
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Puffer (20% (Gew./Vol.) Saccharose, 50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH-Wert 8) resuspendiert. Nach 10 Mi-
nuten Inkubation auf Eis wurden die Bakterien durch Zugabe von 10 ml Lyse-Lésung (50 mM NacCl, 1% Na-Sar-
kosyl, 50 pg/ml Proteinase K) lysiert und die Suspension wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurden
zwei Extraktionen mit Phenol (auf pH-Wert 8 aquilibriert) und eine Extraktion mit CHCI,/Isoamylalkohol (24:1)
durchgefihrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 0,3 M Natriumacetat und 2 Volumina Ethanol prazipitiert und
durch Zentrifugation gesammelt. Das Sediment wurde einmal mit 70% (Vol./Vol.) Ethanol gewaschen und in
4,0 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH-Wert 8,0) riickgel6st. Die DNA-Konzentration wurde durch
Ablesung der OD,¢, bestimmt.

PCR-Amplifikation

[0049] Das Standard-PCR-Protokoll war wie folgt: 200 ng genomischer DNA aus den Stammen 2996, MC58,
1000 oder BZ232 oder 10 ng eines Plasmid-DNA-Praparats eines rekombinanten Clons wurden als Matrize in
Gegenwart von 40 uM jedes Oligonucleotid-Primers, 400-800 uM dNTP-Ldsung, 1 x PCR-Puffer (der 1,5 mM
MgCl, enthielt), 2,5 Einheiten Taql-DNA-Polymerase verwendet (unter Verwendung von Perkin-Elmer Ampli-
TaQ oder Boehringer Mannheim Expand™ Long Template).

[0050] Nach einer ersten 3-minutigen Inkubation des gesamten Gemisches bei 95°C wurde jede Probe einer
zweistufigen Amplifikation unterworfen: die ersten 5 Zyklen wurden unter Verwendung der Hybridisierungstem-
peratur durchgefuhrt, bei der der Restriktionsenzym-Schwanz des Primers ausgeschlossen war (T ). Darauf-
hin folgten 30 Zyklen bei der Hybridisierungstemperatur, die fir die Volllangen-Oligos berechnet worden war
(T.,)- Die Zeiten flr die Verlangerung, die bei 68°C oder bei 72°C durchgefuhrt wurde, variierten entsprechend
der Lange des ORFs, das amplifiziert werden sollte. Im Falle von ORF1 wurde mit einer Verlangerungszeit von
3 Minuten begonnen und diese jeden Zyklus um 15 Sekunden verlangert. Die Zyklen wurden mit einem Ver-
langerungsschritt von 10 Minuten bei 72°C abgeschlossen.

[0051] Die amplifizierte DNA wurde direkt auf ein 1%-iges Agarosegel geladen. Das DNA-Fragment, welches
der Bande mit der korrekten GréRRe entsprach, wurde aus dem Gel unter Verwendung des Gel-Extraktions-Kits
von Qiagen nach den Angaben des Herstellers gereinigt.

Verdau der PCR-Fragmente und der Clonierungs-Vektoren

[0052] Die gereinigte DNA, die dem amplifizierten Fragment entsprach, wurde mit den geeigneten Restrikti-
onsenzymen fur die Clonierung in pET21b+, pET22b+ oder pET24b+ verdaut. Die verdauten Fragmente wur-
den unter Verwendung des QIAquick-PCR-Reinigungs-Kits (entsprechend den Angaben des Herstellers) ge-
reinigt und entweder mit H,O oder mit 10 mM Tris, pH-Wert 8,5 eluiert. Die Plasmid-Vektoren wurden mit den
geeigneten Restriktionsenzymen verdaut, auf ein 1,0%-iges Agarosegel geladen und die dem verdauten Vek-
tor entsprechende Bande wurde unter Verwendung des QIAquick-Gel-Extraktions-Kits von Qiagen gereinigt.

Clonierung

[0053] Die jeweils einem Gen entsprechenden Fragmente, die zuvor verdaut und gereinigt worden waren,
wurden in pET21b+, pET22b+ oder pET24b+ ligiert. Es wurde ein molares Verhaltnis von 3:1 zwischen Frag-
ment und Vektor verwendet sowie die T4-DNA-Ligase und der Ligierungs-Puffer, der durch den Hersteller mit-
geliefert wurde.

[0054] Das rekombinante Plasmid wurde in die kompetenten E. coli-Stdmme DH5 oder HB101 transformiert,
dies erfolgte durch 40 Minuten Inkubation der Ligase-Reaktionslésung und der Bakterien auf Eis und anschlie-
Rend fir 3 Minuten bei 37°C. Dann wurden 800 pl LB-N&ahrmedium zugegeben und 20 Minuten bei 37°C inku-
biert. Die Zellen wurden bei maximaler Geschwindigkeit in einer Eppendorf-Microfuge zentrifugiert, in etwa 200
ul des Uberstandes resuspendiert und auf LB-Agar mit Ampicillin (100 ug/ml) ausplattiert.

[0055] Die Durchmusterung auf rekombinante Clone wurde durch die Anzucht zufallig ausgewahlter Kolonien
Uber Nacht bei 37°C in 4,0 ml LB-Nahrmedium + 100 pg/ml Ampicillin durchgefiihrt. Die Zeilen wurden sedi-
mentiert und die Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des QlAprep-Spin-Miniprep-Kits von Qiagen nach den
Angaben des Herstellers extrahiert. Etwa 1 pg jeder individuellen Minipraparation wurde mit den geeigneten
Restriktionsenzymen verdaut und das verdaute Material wurde auf ein 1-1,5%-iges Agarosegel (in Abhangig-
keit von der erwarteten GroRRe der Insertion) parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (1 kB-DNA-Leiter,
GIBCO) aufgetragen. Die positiven Clone wurden anhand der GroRe der Insertion ausgewahlt.
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Expression

[0056] Nachdem jedes Gen in einen Expressionsvektor cloniert worden war, wurden die rekombinanten Plas-
mide in E. coli-Stdmme transformiert, die flir die Expression des rekombinanten Proteins geeignet waren. Es
wurde 1 ug jedes Konstrukts verwendet, um, wie vorstehend beschrieben, E. coli-BL21-DE3 zu transformieren.
Einzelne rekombinante Kolonien wurden in 2 ml LB + Amp (100 pg/ml) angeimpft, bei 37°C tGber Nacht inku-
biert und dann 1:30 in 20 ml LB + Amp (100 pg/ml) in 100 ml-Flaschen verdiinnt, um eine ODg,, zwischen 0,1
und 0,2 zu erhalten. Die Flaschen wurden bei 30°C oder bei 37°C in einem Kreisel-Wasserbad-Schuttler inku-
biert, bis die OD,, die exponentielle Wachstumsphase anzeigte, die fir die Induktion der Expression geeignet
war (OD: 0,4-0,8). Die Expression des Proteins wurde durch Zugabe von 1,0 mM IPTG induziert. Nach 3 Stun-
den Inkubation bei 30°C oder bei 37°C wurde die OD,,, gemessen und die Expression untersucht. Es wurde
1,0 ml aus jeder Probe in einer Microfuge zentrifugiert und das Sediment wurde in PBS resuspendiert und
durch SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie-Blau analysiert.

Reinigung der His-markierten Proteine

[0057] Es wurden verschiedene Formen von 287 aus den Stammen 2996 und MC58 cloniert. Diese wurden
mit einer His-Markierungs-Fusion am C-Terminus konstruiert und umfassten die reife Form (As 18-427), Kon-
strukte mit Deletionen (A1, A2, A3 und A4) und Clone, die entweder die B- oder die C-Domane umfassten. Fir
jeden Clon, der als His-Fusion gereinigt wurde, wurde eine Einzelkolonie ausgestrichen und tber Nacht bei
37°C auf einer LB/Amp-(100 pg/ml)Agarplatte angezogen. Eine von dieser Platte isolierte Kolonie wurde in 20
ml LB/Amp-(100 pg/ml)Flussigmedium angeimpft und tber Nacht bei 37°C unter Schutteln angezogen. Diese
Ubernacht-Kultur wurde 1:30 in 1,0 | LB/Amp-(100 pg/ml)Fliissigmedium verdiinnt und bei der optimalen Tem-
peratur (30 oder 37°C) angezogen, bis die OD.,, Werte zwischen 0,6-0,8 erreicht hatte. Die Expression des
rekombinierten Proteins wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1,0 mM) induziert und die Kultur
wurde weitere 3 Stunden inkubiert. Die Bakterien wurden durch 15 Min. Zentrifugation bei 8.000 x g und 4°C
geerntet. Das Bakteriensediment wurde in 7,5 ml entweder (i) kaltem Puffer A (300 mM NaCl, 50 mM Phos-
phat-Puffer, 10 mM Imidazol, pH-Wert 8,0) fiir I6sliche Proteine oder (ii) Puffer B (10 mM Tris-HCI, 100 mM
Phosphat-Puffer, pH-Wert 8,8 und wahlweise 8 M Harnstoff) fir unldsliche Proteine resuspendiert. Proteine,
die in l6slicher Form gereinigt wurden, umfassen 287-His, A1, A2, A3 und A4287-His, A4287MC58-His,
287c-His und 287cMC58-His. Das Protein 287bMC58-His war unléslich und wurde entsprechend anders ge-
reinigt. Die Zellen wurden durch viermalige Behandlung Uber 30 sec. bei 40 W mit Ultraschall auf Eis unter Ver-
wendung des Branson-Ultraschallgerats 450 aufgebrochen und 30 min bei 4°C mit 13.000 x g zentrifugiert. Bei
unléslichen Proteinen wurden die Sedimente in 2,0 ml Puffer C (6 M Guanidin-Hydrochlorid, 100 mM Phos-
phat-Puffer, 10 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5) resuspendiert und 10 Durchgange mit einem Dounce-Homogenisa-
tor behandelt. Das Homogenat wurde 30 min bei 13.000 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde aufbewahrt.
Die Uberstande sowohl der léslichen als auch der unléslichen Préparate wurden mit 150 pl Ni**-Harz (das zu-
vor entweder mit Puffer A oder mit Puffer B je nach Bedarf aquilibriert worden war) gemischt und 30 min bei
Zimmertemperatur unter sanftem Schitteln inkubiert. Bei dem Harz handelte es sich um Chelating Sepharose
Fast Flow (Pharmacia), das entsprechend dem Protokoll des Herstellers behandelt worden war. Das
Batch-Praparat wurde 5 min bei 700 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Harz
wurde 10 min zweimal (chargenweise) mit 10 ml Puffer A oder B gewaschen, dann in 1,0 ml Puffer A oder B
resuspendiert und auf eine Einweg-Saule aufgetragen. Das Harz wurde mit entweder (i) Puffer A bei 4°C oder
(i) Puffer B bei Zimmertemperatur weiterhin gewaschen, bis die OD,,, des Durchlaufs Werte von 0,02-0,01
erreicht hatte. AnschlieRend wurde das Harz entweder mit (i) kaltem Puffer C (300 mM NaCl, 50 mM Phos-
phat-Puffer, 20 mM Imidazol, pH-Wert 8,0) oder (ii) Puffer D (10 mM Tris-HCI, 100 mM Phosphat-Puffer,
pH-Wert 6,3 und wahlweise 8 M Harnstoff) weiter gewaschen, bis die OD,,, des Durchlaufs Werte von
0,02-0,01 erreicht hatte. Das His-Fusionsprotein wurde durch Zugabe von 700 pl entweder (i) kaltem Eluti-
ons-Puffer A (300 mM NaCl, 50 mM Phosphat-Puffer, 250 mM Imidazol, pH-Wert 8,0) oder (ii) Elutions-Puffer
B (10 mM Tris-HCI, 100 mM Phosphat-Puffer, pH-Wert 4,5 und wahlweise 8 M Harnstoff) eluiert, und es wurden
Fraktionen gesammelt, bis die OD,,, anzeigte, dass das rekombinante Protein vollstandig erhalten worden war.
Ein Aliquot von 20 pl aus jeder eluierten Fraktion wurde mittels SDS-PAGE analysiert. Die Protein-Konzentra-
tionen wurden unter Verwendung des Bradford-Testansatzes abgeschatzt.

Renaturierung der denaturierten His-Fusionsproteine
[0058] Da fir die Solubilisierung von 287bMC8 eine Denaturierung erforderlich war, wurde vor der Immuni-
sierung ein Renaturierungsschritt durchgefuhrt. Den vorstehend erhaltenen denaturierten Fraktionen wurde

Glycerin zugefluigt, um eine Endkonzentration von 10% (Vol./Vol.) einzustellen. Die Proteine wurden unter Ver-
wendung von Dialyse-Puffer | (10% (Vol./Vol.) Glycerin, 0,5 M Arginin, 50 mM Phosphat-Puffer, 5 mM reduzier-
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tes Glutathion, 0,5 mM oxidiertes Glutathion, 2,0 M Harnstoff, pH-Wert 8,8) auf 200 pg/ml verdiinnt und gegen
den gleichen Puffer 12—14 Stunden bei 4°C dialysiert. Dann wurde 12—-14 Stunden bei 4°C eine weitere Dialyse
mit Puffer Il (10% (Vol./Vol.) Glycerin, 0,5 M Arginin, 50 mM Phosphat-Puffer, 50 mM reduziertes Glutathion,
0,5 mM oxidiertes Glutathion, pH-Wert 8,8) durchgefiihrt. Die Konzentration des Proteins wurde unter Verwen-
dung der folgenden Formel abgeschatzt:

Protein (mg/ml) = (1,55 x OD,g,) — (0,76 x OD,4)
Immunisierung

[0059] Balb/C-Mause wurden mit den Antigenen an den Tagen 0, 21 und 35 immunisiert und die Seren wur-
den am Tag 49 analysiert.

Analyse der Seren — ELISA

[0060] Der keine Kapseln bildende Stamm MenB M7 und die Kapseln-bildenden Stdmme wurden auf Scho-
kolade-Agarplatten plattiert und Uber Nacht bei 37°C unter 5% CO, inkubiert. Die Bakterienkolonien wurden
von den Agarplatten unter Verwendung von sterilen Dracon-Tupfern gesammelt und in Mueller-Hinton-Nahr-
medium (Difco), das 0,25% Glucose enthielt, angeimpft. Das Wachstum der Bakterien wurde alle 30 Minuten
durch Ablesen der ODy,, Uberwacht. Die Bakterien wurden wachsen gelassen, bis die OD Werte zwischen
0,4-0,5 erreichte. Dann wurde die Kultur 10 Minuten bei 4.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und die Bakterien wurden zweimal mit PBS gewaschen, dann in PBS, das 0,025% Formaldehyd ent-
hielt, resuspendiert und 1 Stunde bei 37°C und anschlieend Gber Nacht bei 4°C unter Ruhren inkubiert. Je-
weils 100 ul der Bakterienzellen wurden den Vertiefungen einer Greiner-Platte mit 96 Vertiefungen zugegeben
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Vertiefungen dreimal mit PBT-Waschpuffer (0,1%
Tween-20 in PBS) gewaschen. Es wurden 200 pl eines Sattigungspuffers (2,7% Polyvinylpyrrolidon 10 in Was-
ser) jeder Vertiefung zugegeben und die Platten wurden 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Ver-
tiefungen dreimal mit PBT gewaschen. AnschlieRend wurden 200 pl eines verdinnten Serums (Verdun-
nungs-Puffer: 1% BSA, 0,1% Tween-20, 0,1% NaN, in PBS) jeder Vertiefung zugegeben und die Platten wur-
den 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Vertiefungen wurden dreimal mit PBT gewaschen. Dann wurden 100 pl
eines mit HRP konjugierten anti-Maus-Serums aus Kaninchen (Dako), das 1:2000 mit Verdlinnungspuffer ver-
dinnt worden war, jeder Vertiefung zugegeben und die Platten wurden 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Ver-
tiefungen wurden dreimal mit PBT-Puffer gewaschen. Es wurden 100 pl Substratpuffer fir die HRP (25 ml Ci-
tratpuffer, pH-Wert 5, 10 mg O-Phenyldiamin und 10 pl H,0,) jeder Vertiefung zugegeben und die Platten wur-
den 20 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Dann wurden jeder Vertiefung 100 pl 12,5%-ige H,SO, zuge-
geben und die OD,,, wurde aufgezeichnet. Die ELISA-Titer wurden willklrlich als die Verdlinnung eines Se-
rums berechnet, die einen OD ,4,-Wert von 0,4 Gber dem Spiegel des Préimmun-Serums ergab. Ein ELISA wur-
de als positiv bewertet, wenn die Verdiinnung des Serums mit einem OD,4,-Wert von 0,4 hdher als 1:400 lag.

Analyse der Seren — FACS-Scan-Bakterien-Bindungs-Testansatz

[0061] Der keine Kapseln bildende Stamm MenB M7 wurde auf Schokolade-Agarplatten ausplattiert und tiber
Nacht bei 37°C unter 5% CO, inkubiert. Die Bakterienkolonien wurden von den Agarplatten unter Verwendung
von sterilen Dracon-Tupfern gesammelt und in 4 Réhrchen angeimpft, die jeweils 8 ml Mueller-Hinton-Nahr-
medium (Difco) enthielten, das 0,25% Glucose enthielt. Das Bakterienwachstum wurde alle 30 Minuten durch
Ablesen der ODg,, lberwacht. Die Bakterien wurden wachsen gelassen, bis die OD Werte zwischen 0,35-0,5
erreichte. Die Kultur wurde 10 Minuten bei 4.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment wurde in Blockierungspuffer (1% BSA in PBS, 0,4% NaN,) resuspendiert und 5 Minuten bei 4.000
UpM zentrifugiert. Die Zellen wurden in Blockierungspuffer in einer OD,, von 0,05 resuspendiert. Es wurden
100 pl Bakterienzellen jeder Vertiefung einer Costar-Platte mit 96 Vertiefungen zugegeben. Dann wurden 100
pl verdiinntes (1:100, 1:200, 1:400) Serum (in Blockierungspuffer) jeder Vertiefung zugegeben und die Platten
wurden 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 4.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen wurden durch Zugabe von 200 ul Blockierungspuffer pro Vertiefung in jeder
Vertiefung gewaschen. Es wurden 100 pl R-Phycoerythrin, das mit dem F(ab),-Fragment eines Ziegen-an-
ti-Maus-Antikdérpers konjugiert und 1:100 verdinnt worden war, jeder Vertiefung zugegeben und die Platten
wurden 1 Stunde bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden durch 5 Minuten Zentrifugation bei 4.000 UpM sedimen-
tiert und durch Zugabe von 200 pl Blockierungspuffer pro Vertiefung gewaschen. Der Uberstand wurde abge-
saugt und die Zellen wurden in 200 pl PBS, 0,25% Formaldehyd pro Vertiefung resuspendiert. Die Proben wur-
den in FACS-Scan-Rohrchen Gberfiihrt und abgelesen. Die eingestellten Bedingungen fiir die FACS-Scan (La-
ser-Starke 15 mW) waren: FL2 an; FSC-H-Schwellenwert: 92; FCS-PMT-Spannung: E 01; SSC-PMT: 474;
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Verstarkungsfaktor 6,1; FL-2-PMT: 586; Kompensations-Werte: 0.

Analyse der Seren — Testansatz auf Bakterizidie

[0062] Der N. meningitidis-Stamm 2996 wurde Uber Nacht bei 37°C auf Schokolade-Agarplatten unter 5%
CO, angezogen (ausgehend von einer eingefrorenen Stammkultur). Die Kolonien wurden gesammelt und ver-
wendet, um 7 ml Mueller-Hinton-Nahrmedium (Difco), das 0,25% Glucose enthielt, in einer ODs,, von
0,05-0,08 anzuimpfen. Die Kultur wurde etwa 1,5 Stunden bei 37°C unter Schitteln inkubiert, bis die ODg,,
Werte zwischen 0,23-0,24 erreichte. Die Bakterien wurden mit 50 mM Phosphat-Puffer, pH-Wert 7,2, der 10
mM MgCl,, 10 mM CaCl, und 0,5% (Gew./Vol.) BSA enthielt (Testansatz-Puffer), zu einer Arbeitskonzentration
von 10° KbE/ml verdiinnt. Das Gesamtvolumen des abschlieBenden Reaktionsgemisches betrug 50 pl, wobei
25 pl eine serielle zweifache Verdinnung des Testserums, 12,5 yl Bakterien mit der Arbeitskonzentration und
12,5 pl Komplement aus Kaninchen-Jungtieren (Endkonzentration 25%) waren.

[0063] Die Kontrollen umfassten Bakterien, die mit Komplement-Serum inkubiert wurden, sowie Immunseren,
die mit Bakterien und mit Komplement, das durch 30 Sek. Erhitzen auf 56°C inaktiviert worden war, inkubiert
wurden. Sofort nach der Zugabe des Komplements aus Kaninchen-Jungtieren wurden 10 ul der Kontrollen auf
Mueller-Hinton-Agarplatten unter Verwendung des Neigungs (,tilt")-Verfahrens ausplattiert (Zeitpunkt 0). Die
Platte mit 96 Vertiefungen wurde 1 Stunde bei 37°C unter Rotieren inkubiert. Es wurden 7 pl jeder Probe auf
Mueller-Hinton-Agarplatten in einem Tupfen ausplattiert, wohingegen 10 pl der Kontrollen auf Mueller-Hin-
ton-Agarplatten unter Verwendung des Neigungs-Verfahrens ausplattiert wurden (Zeitpunkt 1). Die Agarplatten
wurden 18 Stunden bei 37°C inkubiert und die Kolonien, die den Zeitpunkten 0 und 1 entsprachen, wurden
ausgezahlt.

Analyse der Seren — Western Blot-Analyse

[0064] Gereinigte Proteine (500 ng/Bahn), Vesikel der auReren Membran (5 pg) und Gesamt-Zellextrakt (25
Mg), die aus dem MenB-Stamm 2996 stammten, wurden auf ein 12%-iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
auf eine Nitracellulose-Membran Ubertragen. Der Transfer wurde tber 2 Stunden mit 150 mA bei 4°C unter
Verwendung von Transfer-Puffer (0,3% Tris-Base, 1,44% Glycin, 20% (Vol./\Vol.) Methanol) durchgefiihrt. Die
Membran wurde Uber Nacht bei 4°C durch Inkubation in Absattigungs-Puffer (10% entrahmte Milch, 0,1% Tri-
ton X100 in PBS) abgesattigt. Dann wurde die Membran zweimal mit Waschpuffer (3% entrahmte Milch, 0,1%
Triton X100 in PBS) gewaschen und 2 Stunden bei 37°C mit Maus-Serum inkubiert, das 1:200 mit Waschpuffer
verdinnt worden war. Die Membran wurde zweimal gewaschen und 90 Minuten mit einer 1:2000-Verdiinnung
von ante-Maus-Ig inkubiert, das mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert worden war. Die Membran wurde zwei-
mal mit 0,1% Triton X100 in PBS gewaschen und mit dem Opti-4CN-Substrat-Kit (Bio-Rad) entwickelt. Die Re-
aktion wurde durch Zugabe von Wasser beendet.

[0065] Die OMVs (,outer membrane vesicle", aulere Membranvesikel) wurden wie folgt hergestellt: der N.
meningitidis-Stamm 2996 wurde Uber Nacht bei 37°C unter 5% CO, auf 5 GC-Platten angezogen, mit einer
Ose geerntet und in 10 ml 20 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 2 mM EDTA resuspendiert. Es wurde eine Hitzeinak-
tivierung bei 56°C Uber 45 Minuten durchgefiihrt und die Bakterien wurden durch 5 Minuten Behandlung mit
Ultraschall (50% Arbeitszyklus, 50% Leistung, 3 mm-Mikrospitze, Branson-Ultraschall-Gerat) auf Eis aufgebro-
chen. Die nicht aufgebrochenen Zellen wurden durch 10 Minuten Zentrifugation bei 5.000 x g entfernt, der
Uberstand, der die Gesamt-Zellhiill-Fraktion enthielt, wurde gewonnen und bei 50.000 x g und einer Tempe-
ratur von 4°C Uber Nacht erneut zentrifugiert. Das Sediment, welches die Membranen enthielt, wurde in 2%
Sarkosyl, 20 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 2 mM EDTA resuspendiert und 20 Minuten bei Zimmertemperatur in-
kubiert, um die inneren Membranen zu solubilisieren. Die Suspension wurde 10 Minuten bei 10.000 % g zen-
trifugiert, um Aggregate zu entfernen, und der Uberstand wurde 3 Stunden bei 50.000 x g erneut zentrifugiert.
Das Sediment, das die duReren Membranen enthielt, wurde in PBS gewaschen und in dem gleichen Puffer
resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde mittels des D.C.-Protein-Tests von BioRad (modifiziertes Low-
ry-Verfahren) unter Verwendung von BSA als Standard gemessen.

[0066] Die Gesamt-Zell-Extrakte wurden wie folgt hergestellt: der N. meningitidis-Stamm 2996 wurde Uber

Nacht auf einer GC-Platte angezogen, mit einer Ose geerntet und in 1 ml 20 mM Tris-HCI resuspendiert. Es
wurde 30 Minuten eine Hitzeinaktivierung bei 56°C durchgefihrt.
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> CHIRON SpA
<120> Hybride Expression von Neisseria-Proteinen
<130> P026783WO

<140> PCT/IB01/00420
<141> 28.02.2001

<150> GB 0004€55.3
<151> 28.02.2000

<150> GB 0027675.8
<151> 13.11.2000

<160> 121
<170> SegWin99, Version 1.02

<210> 1

<211> 608

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 1
Leu Gly Ile Ser Arg Lys Ile Ser Leu Ile Leu Ser Ile Leu Ala Val
1 5 10 : 15

t His Ala His Ala Ser Asp Leu Ala Asn Asp Ser Phe

Cys Leu Pro Me
20 25 : 30

Ile Arg Gln Val Leu 2Asp Arg Gln His Phe Glu Pro Asp Gly Lys Tyr
35 S 40 45

His Leu Phe Gly Ser Arg Gly Glu Leu Ala Glu.Arg Ser Gly His Ile
50 S5 60

ly Leu Gly Lys Ile Gln Ser His GlnILeu Gly Asn Leu Met Ile Gln
Gln Ala 2la Ile Lys Gly Asn Ile Gly Tyr Ile Val Arg Phe Ser Asp

His Gly His Glu Val His Ser Pro Phe Asp Asn His Ala Ser His Ser
100 105 110

Asp Ser Asp Glu Ala Gly Ser Pro Val Asp Gly Phe Ser Leu Tyr Arg
115 120 125

Ile HKis Trp Asp Gly Tyr Glu His His Pro Ala Asp Gly Tyr Asp Gly
130 135 140

Pro Gln Gly Gly Gly Tyr Pro Ala Pfo Lys Gly Ala Arg Asp Ile Tyr
145 150 155 160
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Ser

Asn
225
Ile
Ile
ala
Ala
Gly
305
Gly
. His

Lys

Pro

Thr

Lys

Tyr

Asn

Ser

Tyr

210

Gly

Val

Ala

Arg

Ala

290

Ile

Ile

Pro

Ser

Ser

370

Gly

Asn

Asp

Lys

Pro
450

ASD

Met

195

Gly
Val
Ile
275
Ala
Glu
Gly
Ile
Ala
355
Pro
Lys
val
Gly
Leu

435

Val

Ile

Ser

180

Leu

Pro

Ala

Ala

Met

260

Asn

Ile

Ala

Ala

Lys

340

val

Tyr

Glu

Lys

Lys

420

Asp

Ser

Lys
165

Thr

Thr

Glu

Asp

Gly

245

His

val
325

Arg

Asn

Leu

405

Gly

Ile

Asp
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Gly
Gly
Gln
Leu
Ile
230
AsDp

Gly

Leu

Ser
Asp
Ser
Ile
390

Ala

Phe

val Ala Gln Asn Ile Arg

Gln
Gly
AsSp
215
val
Ala
Leu

Ala

285

r Asn

Gly

Gln

Asn

Arg

375

Thr

Lys
455

Arg

val
200

Arg

Lys

val

Gly

ASD

280

aAla

Ile

Lys

Met

Phe

360

Asn

Ser

Gln

Asn

Leu

440

Pro

Leu
185

Gly

Ser

Asn ]

Gln

Leu

265

Met

val

Phe

Tyr

Gly

345

Ala

Ile

Ser

Arg

Phe

425

Serxr

Arg

170

Ala

Ala
Gin
Met
Gly
330
Ala
Asp
Arg
Thr
His
410
Glu

Gly

Trp

Asp

Gly

Asn

Ile

235

Ile

Ser

Gln

Asn

Ala

315

Ile

Ala

Ser

val

395

Pro

Lys

Gly

Glu
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Arg

Phe

Ala
220

Gly

Leu
Pro
300
Ala'
Gly
Ala
aAla
Asn

380

Pro

His

Gly

Val
460

Lys

205

Ala

Ala

Glu

Glu

Lys

285

Asn

Ile

Pro

Thr

val

Ile

Asp

Asn

His

190

Arg

Glu

Ala

Gly

Asn

270

Asp

Ala

Pro

Ile

Pro
350

r Ala

Glu

Sér

Gly

Lys
430

Leu

175

Asn

Ala

aAla

Gly

Ser

255

Lys

Ala

Ile

Thr

335

Lys

Lys

Gln

Asn

val

Tyr

Lys

Lys

Thr

Ala

Thr

Phe

Glu

240

Asn

Met

Ala

Gln

Lys

320

Ala

Gly

Tyr

Ala

Leu



Asn Lys Leu Thr
465

Arg Asn Gly Asn

Arg Glu Ile Asn
' 500

Gly Met Gly Lys
515

Leu Val Lys Ser
. 830

Tyr Val Glu Ile
545

val PheiAla Ala

Lys VvVal Asp Phe
580

val Leu Asn Glu
5985

<210> 2

<211> 464

<212> PRT

<213> Kuinstliche

<220>
<223> deltaG287

| <400> 2
Ser Pro Asp Val
l

val val Ser Glu
20

Gly Ser Gln Gly
35

Ala Ala val Ser
50

Asp Asn Pro Lys

Asn Ala Ala Gly

Asn Met Leu Ala
100

Thr

Lys

485

Lys

Phe

Val

Asn

Glu

565

Pro

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Arg
470

2sn

Leu

Th;

Lys

Gly

550

Tyr

val

Gly

Sequenz

Lys

Lys

Gln

Glu

Asn

Thr

85

Gly

Ser

Glu

Gly

Glu

Glu

70

Asp

Asn

Glu Gln Vval Glu Lys Asn Val Gln

Ser

Lys

Asp

Glu

535

Lys

Leu

Asn

Ala

Thr

2la

Ser

Met

AsSn
Ser

Ser
520
Asn
Ala
Gly

Asn

val
600

Asp
Glu
Pro
40

Thr
Glu

Ser

Glu

Phe Ser
490

Ala Asp
505

Met Asn
Gly Phe
Tyr Ile
Arg Ile

570

Thr Ser
585

Lys.Arg

Thr Leu
Ala Lys
Ser Ala
Gly Asn
Val Ala
Thr Pro

80

Asn Gln
105

20/44

475

Gln

Glu

Asp

Thr

val

555

His

Glu

Gln

Gly

His
Ile
Lys
Asn
540
Arg
Glu

Lys

Arg

Lys
Asp

Gly

His

Thr

Ala

Asn

Ala

525

Pro

Gly

Leu

Asn

Tyr
605

Asp

Thr

Asp

Gln

Phe
510

Asn

Lys

Pro

550

Arg

Ala

Pro

30

Gln

val

Met

Ala
110

Glu
Leu
495

Ala
Ser
val
Asn
Phe
575
Thr

Ser

Ala
15

Gln

Asp

Thr

Pro

Asp

Gly

Ile
480

Glu

Asp

Arg

Glu

Arg

560

Lys

2sp

Lys

Pro

Ala

Met

Ala

Gln

80

Pro

Glu



Ser

Met

Ala
145

Ser

Asn

Ser

Asn

Leu

225

ASD

Asn

Phe

Leu

val
305

Tyr

Ala

Ala

Ser

Ser

Gln
130

Ala

Asn
210
Ser

Lys

Gln

Ile
290
Ser
Arg
Leu

Ala

Pro
370

Lys

385

Gly

Thr

Gly

“Asn

185

Phe

Asp

Phe

Tyr

Arg
275

Leu

Tyr

Arg

Val
355

Tyr

Ser

Gln

Pro

ASp

Gly

Ile

rg

180

Leu

Ala

val:

Ile
260

Val

Thr

Leu

Val

340

Pro

val

Lys

Ala

Ala

Pro

165

val

Thr

Asp

Asp

Gly

245

Ile

Ala

Asn

Gly

Thr

325

Gln

Asn

Thr

Asp

Phe
405
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Asn Gln Pro

Asn
150

Ala
Asp
Leu
Glu
Lys
230
Leu
Phe
Arg
Gln
His
310
Tyr
Gly
Gly
Arg
Gly

390

Lys

Ser

135

Gln

Ser

Leu

Thr

Glu

215

Ile

val

Tyr

Ser

Ala

295

Ser

Gly

Glu

Glu

Gly

375

Ile

Ala

120

Ala
Ala

Asn

.Ala

His
200

val

Ser

Ala

Lys

Arg

280

Asp

Gly

Ala

Pro

val

360

Arg

Asp Met Ala Asn 2la

Gly

Gly

Pro

Asn

185

Cys

Gln

Asn

Pro

265

Arg

Thr

Asn

Glu

Ala
345

Leu

Phe

Asp

Ile

Gly
Asn

Ala
170
Gly
Lyé
Leu
Tyr
Ser
250

Lys

Leu
Ile
Lys
330
Lys
His
aAla
Ser

Asp
410

21/44

Gln
Asn
155
val
Gly
Lys
Lys

235

vVal

Leu

Phe
315

Leu
Gly

Phe

Ala

125

Asn Aala
140

Gln ala

Ala Asn

Leu Ile

Asp Ser
205

Ser Glu
220

Lys 2sp

Gln Met

Thr Ser

Pro ala

285

val Asp
300

‘Ala Pro

Pro Gly

Glu Met

His Thr
365

Lys Val
380

Asp Asp

Asn Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp
180

Cys
Phe
Gly
Lys
Phe
270
Glu
Gly
Glu
Gly
Leu
350
Glu
Asp

Leu

Phe

Asp
Asn
Gly
Gly
175
Gly
Ser
Glu
Lys
Gly
255
Met
Glu
Gly
Ser
335

Ala

Asn

Phe

His

Lys
415

Gly

Thr

Ser
160

Ser

Pro

Gly

Lys

Asn

240

Ile

Arg

Pro

Ala

Asn
320

Tvyr

Gly

Gly

Gly

Met

400

Gly



Thr Trp Thr

Pro Ala- Gly

420

435

Ala Glu Lys Gly Gly Phe Gly

450

<210> 3
<211l> 2505
<212> DNA

Glu Asn Gly Ser

Glu Glu val Ala
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440

455

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> deltaG287-919

<400> 3

atggctagcc
gctgaaaaag
gcgccatcca
ggcggtgcgg
ccgcaaaatt
gattccgccce
gatttggcta
aaaggcgatec
tttgaaaatt
aaatttacta
atttataaag
aggaggtcge
gtcgatgggg
aattaccggt
gtgcaaggcg
gtgctgcatt
aaagtcgatt
atgggtacgce
gaaaatggcg
ggaaaataca
aaaaaagage
ccgcaacccg
gccggaacga
ccccactgogg
aatttgaaaa
cattccttee
aacggaagec
aggcggacgg
cccectgectg
aacagcggca
atcaccgege
cacacgcgca
gccgaagacce
ccgtccggea
atcggacgcet
atcaaagcct
agctatatct

ccgatgttaa
agacagaggt.
cacaaggcayg
caacaacgga
ccgccgaatcc
ccgegtcaaa
atggecgtttt -
cttgtaatgg
taaatgagtc
atttggttge
acaagtccge
ttecctgeega
aagcggtcag
atctgactta
zaccggcaaa
ttcatacgga
tcggcagcaa
aaaaattcaa
geggggatgt
gctatcgeccc
aggatggatc
acacatccge
cggtcggcgg
cggcgcagga
accgccaagd
aggcsaaaca
ttgccggtac
cacaagccecg
ccggtttgeg
caatcgacaa
gcacaacggc
accaaatcaa
ccgtcgaact
aatacatccg
atatggcgga
atatgcggea
ttttcecgega

atcggcggac
aaaagaagat
ccaagatatg
caaacccaaa
cgcaaatcaa
ccctgcacct
gattgatggg
tgataattta
tgaacgaatt
gacagcagtt

ttcatcttca

gatgccgeta
cctgacgggg
cggggceegaa
aggcgaaatg
aaacggcececgt
atctgtggac
agccgccate
ttccggaagg
gacagatgcg
cggaggagga
catcaacggce
cggcggggcc
tttcgcecaaa
ctggcaggat
gttttttgaa
ggttaccggce
cttcecgatt
gagcggaaaa
taccggcggce
aatcaaaggc
cggcggcgceg
ttettttatg
catcggctat
caaaggctac
aaatccgcaa
gcttgccgga

Gly Asp
425

Gly Lys

Val Phe

acgctgtcaa

'gcgccacagg

gcggcagttt
aatgaagacg
acagggaaca
gcgaatggceg
ccgtcgcaaa
ttggatgaag
gagaaatata
caagctaatg
tctgcgcgat
atcceccgtea
cattccggcea
aaattgeccececg
cttgctgogea
ccgtacccga
ggcattateg
gatggaaacg
ttttacggee
gaaaagggcg
ggatgccaaa
ccggaccgge
gtctataccg
agcctgcecaat
gtgtgcgcecec
cgctatttca
tattacgagc
tacggtatte
gcecttgtee
acacataccg
aggtttgaag
cttgacggca
cacatccaag
gccgacaaaa
ctcaagctcg
cgcctecgeceg
agcagcaatg
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Val Ser Gly Lys Phe Tyr Gly

430

445

460

gaccggecege
caggttctca
cggcagaaaa
agggaccgca
accaacccecge
gtagcaattt
atataacgtec
aagcaccgtce
agaaagatgg
gaactaacaa

tcaggcgtte

atcaggcgga
atatcrrtecge
gcggatcgta
cggecgtgta
ctagaggcag
acagcggega
gctttaaggg
cggccggcega
gattcggegt
gcaagagcat
cggtcggeat
ttgtaccgeca
ccttecegect
aagectttea
cgcecgtggea
cggtgctgaa
ccgacgattt
gcatcaggca
ccgacctcete
gaageccgcete
aagcececcgat
gctcgggecg
acgaacatcc
ggcagaccte
aagttttggg
acggtccegt

Tyr Ser Tyr Arg Pro Tnr Asp

Ala Gly Lys'Lys Glu ‘Gln Asp

tcectgtegtt
aggacagggc
tacaggcaat
aaatgatatg
cgattcttca
tggaagggtt
gacccactgt
aaaatcagaa
gaaaagcgat
atatgtcatc
tgcacggtcecg
tacgctgatct
gcccgaaggg
tgccctcegt
caacggcgaa
gtttgcecgea
tgatttgcat
gacttggacg
ggaagtggcg
gtttgcecgge
ccaaaccrte
cccecgacceee
cctgtececectg
cggctgegee
aaccccegtce
ggttgcaggce
gggcgacgac
tatcteccgte
gacgggaaaa
ccgattccce
cctcecectac
actcggttac
tctgaaaacc
ctacgtttcc
gatgcagggc
tcaaaacccc
cggcgecactg

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

2040 .

2100
2160
2220



ggcacgccgt
gcgcecttat
atggcgcagg
tacggcgacg
ctcctaccceca

<210> 4
<21ll> 832
<212> PRT

tgatggggga
ttgtcgccac
ataccggcag
aagccggega
acggtatgaa
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<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> deltaG287-919

<400> 4

Met Ala Ser Pro Asp

1

Ala Pro

Ala

35

Met
50

Asp

Thr Thr

65

Pro Gln

2la Asp

Gly Gly

Asp Gly

130
Cys Asn
145

®he Glu

Gly Lys
Asn

Gly

Ser
210

Ser

val
Gly
Ala
Asp
Asn
Ser Se
Ser
115
Pro
Gly
Asn
Ser
Thr

195

Ser

val
20

Ser

Ala

Asp

Leu

Asp

180

Asn

Ala

5

Ala

Gln

val

Ala

85

Asp

Phe

Gln

Asn

Asn

165

Lys

Arg

Val

Glu

Gly

Ser

Lys

70

Glu

Ser

Gly

Asn

Leu

150

Glu

Phe

Phe

Lys

Lys

Gln

Arg

Ile

135

Ser

Thr

val

Arg
215

atatgccgge
cgcccateeg
cgcgattaaa
acttgeccgge
gceccgaatac

Ser

Glu

Gly
40

-Glu

Glu

Ala

Pro

val

120

Thr

Asp

Glu

Asn

Ile

200

Arg

gcagtcgacc
gttacccgea
ggcgeggtgc
aaacagaaaa

cgecccgtaac

Ala

Thr

25

Ala

Asn

Asp

Asn

Ala

105

Leu

Glu

Arg

Leu

185

Ile

Ser

Asp
10

Glu

Glu

Gln

S0

Ser

Leu

Thr

Tyr

Ala

23/44

Thr

val

Ser

Gly

Gly

75

Thr

Asn

Ala

His

e Glu

Ala

Lys

Arg

ggcactacat
aagccectcaa
gcgtggatta
ccacgggtta

tcgag

Leu

Lys

Thr

Asn
60

Asn

Cys

140

Lys

Thr

Asp

Ser
220

Ser
Glu
Gln
45

Gly
Gln
Asn
Ala
Gly
125
Lys
Ser
TYr
Ala
Lys

205

Arg

taccttgggce
ccgcectgatt
tttttgggga
cgtctggcag

Lys
Asp
30

Gly
Gly
Asn
Asn
Pro
110
val
Gly
Lys
Lys
val

1390

Ser

Pro
15

Ala-

Ser
Ala
Asp
Gln
g5

Ala

Leu

Ala

Gln
Ala
Met
80

Pro
Asn
Ile

Ser

Glu
160

Asp -

Ala

Ser

2280
2340
2400
2460
2505,



Pro
225

val
Ala
Pro
Glu
His
305
Lys
Asp
Asn
Gly

-

385

Gly

Ala
465

Asn

Ala
Asp
Pro
Gly
Met
290

Thr

val

Arg
370

Arg

Lys

Gln

Pro

Ala
450

Gln

Thr

Glu

Gly

Glu

Gly

275

Leu

Glu

ASp

Leu

Phe

355

Phe

Pro

Glu

Thr

val
435

val

Pro
515

Met
Glu

Gly
260
Ser
Ala
Asn
Phe
His
340
Lys
Tyr
Thr
Gln
Phe

420

Gly

Asn

val
500

Trp

Pro

Ala
245

Asn

TYyr

Gly

Gly

Gly

325

Met

Asp
405

Pro

Ile
Thr
Ala
Arg
485
His

Gln
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Leu Ile Pro Vval

230

val

Tyr

Ala

Thr

Arg

310

Ser

Gly

v Thr

_Pro

Ala
390
Gly

Glin

Pro

val

Lys

470

Gln

Ser

val

Ser
Arg
Leu
Ala
285
Lys
Thr
Trp
ra

375

Glu

val
455
Ser
Gly

Phe

Ala

Leu

YT
Ar
280

val
Tyr
Ser
Gl‘n

Thr
360

Gly
AsSp

Pro
440

Trp
Gln

Gly
520

Thr

Leu
265

val

Pro
val
Lys

345

Glu

Gly
Thr
425

Ala
His
Gln
Gln
ala
505

Asn

Asn

Gly
250
Thr

Gln

Asn

RSP
330
Phe
Asn

Glu

Gly

Gly ¢

410

Ser

Gly

Ser
Asp
480

Lys

Gly

Gln
235

His

Tyr

Gly

Gly

Arg

315

Gly

Lys

Gly

vVal

Thr

Ser
Phe
475

val

Gln

Ser
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Ala

Ser

Gly

Glu

Glu

300

Gly

Gly

Ala’

380

e Gly

Cys

Ile

Thr

Leu

460

Arg

Cys

Phe

Leu

Asp Thr Leu

Gly
Ala
Pro
285
val

Arg

Ile

“Ala

Gly
365
Gly

Val

Asn

Val
445

Ala

Phe

Ala
525

Asn

Glu

270

Ala

Leu

Phe’

Asp

Ile

350

2sp

Lys

Phe

Ser

Gly

430

Gly

His

Gly

Gln

Glu
510

Gly

Ile
255

Lys

Lys

Ala

Ser
333

Asp

val

ih'se

Ala

Lys
415

Trp

Cys

Ala
485

Arg

Thr

Ile .
240

Phe
Leu
Gly
Phe
Ala
320
Gly
Gly
Ser
Ser
Gly
400
Ser
Asp
Gly

Ala

Ala
480

Tyr

Val
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Thr Gly Tvyr Tyr Glu Pro val Leu Lys Gly Asp Asp Arg Arg Thr Ala
530 535 540

Gln Ala Arg Phe Pro Ile Tyr Gly Ile Pro Asp Asp Phe Ile Ser Val
545 550 555 560

Pro Leu Pro Ala Gly Leu Arg Ser Gly Lys Ala Leu Val Arg Ile Arg
565 570 575

Gln Thr Gly Lys Asn Ser Gly Thr 1le 2sp Asn Thr Gly Gly Thr His
580 585 590

Thr Ala Asp Leu Ser Arg Phe Pro Ile Thr Ala Arg Thr Thr Ala Ile
585 600 605

Lys Gly Arg Phe Glu‘Gly Ser Arg Phe Leu Pro Tyr His Thr Arg Asn
610 615 620

1Y

Gln Ile Asn Gly Gly ala Leu Asp Gly Lys Ala Pro Ile Leu Gly Tyr
625 630 635 . 640

Ala Glu Asp Pro Val Glu Leu Phe Phe Met His Ile Gln Gly Ser Gly
645 €50 655

Arg Leu Lys Thr Pro Ser Gly Lys Tyr Ile Arg Ile Gly Tyr 2Ala Asp
660 665 ] 670

Lys Asn Glu His Pro Tyr Val Ser Ile Gly Arg Tyr Met Ala Asp Lys
675 680 685

Gly Tyr Leu Lys Leu Gly Gln Thr Ser Met Gln GlyIIle Lys Ala Tyr
690 695 700

Met Arg Gln Asn Pro Gln Arg Leu Ala Glu Val Leu Gly Gln Asn Pro
705 710 715 720

Ser Tyr Ile Phe Phe Arg Glu Leu Ala Gly Ser Ser Asn Asp Gly Pro
725 ‘ 730 735

Val Gly Ala Leu Gly Thr Pro Leu Met Gly Glu Tyr 2ala Gly Ala Val
740 745 750

Asp Arg His Tyr Ile Thr Leu Gly Ala Pro Leu Phe Vval Ala Thr Ala
755 760 765

His Pro Val Thr Arg Lys Ala Leu Asn Arg Leu Ile Met Ala Gln Asp
770 775 780

Thr Gly Ser Ala Ile Lys Gly 2la Val Arg Val Asp Tyr Phe Trp Gly
785 790 795 800

Tyr Gly Asp Glu Ala Gly Glu Leu Ala Gly Lys Gln Lys Thr Thr Gly
B0S 810 . 815

Tyr Val Trp Gln Leu Leu Pro Asn Gly Met Lys Pro Glu Tyr Arg Pro
820 825 830

25/44



<210> 5
<211> 1746
<212> DNA

DE 601 32 978 T2

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> deltaG287-953

<400> 5
atggctagcc
gctgaaaaag
gcgccatcca
ggcggtgocag
ccgcaaaatt
gattcegecee
gatctggcta
aaaggcgatt
tttgaaaatt
gaatttacta
atttataaag
aggaggtcgc
gtcgatgggg
aattaccggt
gtgcaaggcg
gtgctgecatt
aaagtcgatt
atgggtacge
gaaaatggcg
ggaaaataca
aaaaaagagc
gccaacgece
ggtctgacceg
atccecgttg
gacatcttcg
sacggcaaaa
gtcaaactca
tgcggeggeg
aacgttggta
ctcgag

<210> 6
<211l> 579
<212> PRT

ccgatgttaa
agacagagget
cacaaggcag
caacaacgga
ccgecegaatce
ccgegtcaaa
atggcgtrct
cttgtaatgg
taaatgagrc
atttggtetge
acaagtccgce
ttcctgecga
aagcggtcag
atctgactta
aaccggcaaa
ttcatacgga
tcggcagcaa
aaaaattcaa
gcggggatgt
gctatcgeec
aggatggatc
gtttcgeccat
gtteccgtcga
ccaacctgceca
atgccgeeca
aactggttete
aagccgaaaa
acttcagcac
tgaccaaaag

atcggcggac
aaaagaagat
ccaagatatg
caaacccaaa
cgcaaatcaa
ccectgecacct
gattgatggg
tgataattta
tgaacgaatt
gacagcagtet
ttcatcttca
gatgccgcta
cctgacggagg
cggggcggaa
aggcgaaatg
aaacggccgt
atctgtggac
agccgeccacce
ttccggaagg
gacagatgcg
cggaggagga
cgaccattte
gttcgaccaa
aagcgottcg
atatccggac
cgttgacgge
attcaactgce
caccatcgac
cgtecegeatce

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> deltaG287-953

<400> 6

1

]

Met Ala Ser Pro Asp Val Lys Ser Ala

acgctgtcaa
gcgccacagg
gcggcagttt
aatgaagacg
acagggaaca
gcgaatggeg
ccgtcgcaaa
ttggatgaag
gagaaatata
caagctaatg
tctgcgegat
atcccegtea
cattcecggea
aaattgecceg
cttgctggea
ccgtaceccga
ggcattatcg
gatggaaacg
ttttacggece
gaaaagggcg
ggagccacct
aacaccagca
gcaaaacgcg
caacacttta
atccgectttg
aacctgacca
taccaaagcce
cgcaccaaat
gacatccaaa

10

Ala Pro val val Ala Glu Lys Glu Thr Glu val
25

20

Gln Ala Gly Ser Gln Gly Gln Gly Ala Pro Ser

26/44
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aaccggeccgce
caggttctca
cggcagaaaa
agggaccgcea
accaacccge
gtagcaattt
atataacgtt
aszgcaccgtce
agaaagatgg
gaactaacaa
tcaggecgtitce
atcaggcgga
atatcttcge
gcggatcgta
cggecgtgta
ctagaggcag
acagcggcga
gctrttaaggg

cggccggega

gattcggegt
acaaagtgga
ccaacgtegg
acggtaasat
ccgaccacct
tttccaccaa
tgcacggcaa
cgatggcgaa
ggggcgtgga
tcgaggcagc

2sp Thr Leu Ser Lys Pro

Lys Glu Asp Ala b

30

Thr Gln Gly Ser

tcectgttgte
aggacagggce
tacaggcaat
aaatgatatg
cgattcttca
tggaagggtt
gacccactgt
aaaatcagaa
gaaaagcgat
atatgtcatc
tgcacggtcg
tacgctgatt
gcccgaaggg
tgececcteccgt
caacggcgaa

gtttgcegea
tgatttgcat .

gacttggacg
ggaagtggcg
gtttgcecgge
cgaatatcac
cggttttrtac
cgacatcacc
gaaatcagcece
attcaactetc
aaccgceccce
aaccgaagtt
ctacctcgtt
caeacaataa

Ala
15

Gln

60

120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1746



ASp

Thr

65

Pro

Ala

Gly

AsSp

Gln
AsSp
Gly

Gly

. 130

Cys
145
Phe

Gly

Asn

Pro

225

val

Ala

Pro

Glu

His

305

Lys

Asn
Glu
Lys
Gly
Ser
210
Ala
AsSp
Pro
Gly
Met
290

Thr

val

35

Ala

Asp

Asn

Ser

Ser

115

Pro

Gly

Asn

Ser

Thr

195

Ser

Glu

Gly

Glu

Gly

275

Leu

Glu

Ala

Lys

Ser

Ser

100

Asn

Ser

Asp

Leu

Asp

180

Asn

Ala

Glu :

Gly

260

Ser

Ala

Asn

Phe

His

val

Pro

Ala

85

Asp

Phe

Gln

Asn

Asn
165

Lys

Gly

Gly
325

Met

DE 601 32 978 T2

Ser

Lys
70

Glu
Ser
Gly
Asn
Leu

150

Glu

Leu
230

val
Tyr
l;la
Thr
Arg
310

Sexr

Gly

Ala
55

Asn
Ser
Ala
Arg
Ile
135

Leu

Thr
val
Arg
215

Ile

Arg

Leu

Lys

Thr

40

Glu

Glu

Ala

val
120

Thr

Asp

Glu

Asn

Ile
200

Arg S

Leu

Tyr
Arg

280

Val

Tyr

Ser

Gln

Asn

Asp

Asn

Ala

105

Asp

Leu

Glu

Arg

Leu

185

Ile

T™vE

Pro

Val

Lys

Thr

Glu

Gln

90

Ser

Leu

Glu

Ile

170

val

Tyr

2la

Asn

Asn

Thr

Asp
330

27/44

Gly

Gly

75

Thr

Asn

Ala

His

Ala

135

Glu

Ala

Lys
Arg
Gln
235

His

Tyr

"Gly

Gly
Arg
315

Gly

Lys

2009.02.26

Asn
60

Asn
Cys
140
Pro
Lys
Thr
Asp
Ser
220
Ala

Ser

Glu
300
Gly

Ile

Ala

45

Gly
Gln
Asn
Ala
Gly
125
Lys
Ser
Tyr
Ala
Lys
205
Arg
Asp
Gly
Ala
Pro
285
val
ATrg

Ile

Ala

Gly
Asn
Asn
Pro
110
vVal
Gly
Lys
Lys
val
190
Ser
Axrg
Thr
Asn
Glu
270
Ala

Leu

Phe

Ala

AsSp
Gln
95

Ala

Leu

Asp

Ser
Lys
175

Gln

Ala

Leu

25

w

Lys

Lys

His

Ala

Ser

335

Asp

Ala
Met
80

Pro
Asn
Ile
Ser
Glu
160
Asp
Ala

Ser

Leu

Phe
Leu
Gly
Phe
Ala
320

Gly

Gly



DE 601 32978 T2 2009.02.26
340 345 350

Asn Gly Pne Lys Gly Thr'Trp Thr Glu Asn Gly Gly Gly Asp val Ser
355 360 365 :

Gly Arg Phe Tyr Gly Pro Ala Gly Glu Glu Vval Ala Gly Lys Tyr Ser
370 375 380

Tvr Arg Pro Thr Asp Ala Glu Lys Gly Gly Phe Gly Val Phe Ala Gly
385 . 390 395 400

Lys Lys Glu Gln Asp Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ala Thr Tyr Lys Val
405 410 415

Asp Glu Tyr His Ala Asn Ala Arg Phe Ala Ile Asp His Phe Asn Thr
420 425 © 430

Ser Thr Asn Val Gly Gly Phe Tyr Gly Leu Thr Gly Ser val Glu Phe
435 440 445 .

2sp Gln Ala Lys Arg Asp .Gly Lys Ile 2sp Ile Thr Ile Pro Val Ala
450 455 460

Aszn Leu Gln Ser Gly Ser Gln His Phe Thr Asp His Leu Lys Ser Ala
465 : 470 475 - 480

Asp Ile Phe asp Ala Ala Gln Tyr Pro Asp Ile Arg Phe Val Ser Thr
485 : 4390 495

Lys Phe Asn Phe Asn Gly Lys Lys Leu Val Ser Val Asp Gly Asn Leu
500 505 510

Thr Met Eis Gly Lys Thr Ala Pro Val LysILeu Lys Ala Glu Lys Phe
515 ° 520 525

Asn Cys Tyr Gln Ser Pro Met Ala Lys Thr Glu Val Cys Gly Gly 2sp
530 . 535 : 540

Phe Ser Thr Thr Ile 2sp Arg Thr Lys Trp Gly Val asp Tyr Leu val
545 550 5553 560

Asn val Gly Met Thr Lys Ser Val Arg Ile asp Ile Gln Ile Glu Ala
563 570 575

aAla Lys Gln

<210> 7

<21l> 2388

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> deltaG287-961

<400> 7
atggctagece ccgatghbtaa atcggcggac acgctgtcaa aaccggecgce tcctgttgtt 60

28/44



gctgaaaaag
gcgccatceca
ggcggtgcegg
ccgcaaaatt
gattccgecc
gatttggcta
aaaggcgatt
tttgaaaatt
gaattcacta
atttataaag
aggaggtcge
gtcgatgggg
aattaccggt
gtgcaaggcg
gtgctgeatt
aaagtcgatt
atgggtacgce
gaaaatggcg
ggaaaataca
‘zaaaaagagc
gctgccactg
gctgoagaga
gcagccgatg
ctgaccaaaa
tctgaaatag
gatgcecgctc
tttgctgaag
gataccgtcg
aacactaagg
accaaacaaa
gctgeccgctg
accgacatca
gccgacgtgt
gctactaccg
gatactcgcc
ggccttgeag
aatgtaacgg
ttccgeteta
tcttecegeag

<210> 8

<211> 793
<212> PRT
<213>

<220>

agacagaggt
cacaaggcag
caacaacgga
ccgecgaatce
ccgcgtcaaa
atggcgtette
cttgtaatag
taaatgagtc
atctggttge
acaagtccgce
ttecctgeecga
aagcggtcag
atctgactta
aaccggcaaa
ttcatacgga
tcggcagcaa
aaasattcaa
gcggggatgt
gctatcgecc
aggatggatc
tggccattge
ccatctacga
ttgaagccga
ccgtcaatga
aaaagttaac
tggatgcaac
agactaagac
acaagcatgce
cagacgaagc
acgtcgatgce
gcacagctaa
aagctgatat
acaccagaga
asaaattgga
tgaacggttt
aacaagccgce
ccgcagtcgg
ccgaaaactt
cctaccatgt

<223> deltaG287-961

<400> 8

DE 601 32978 T2 2009.02.26

aaaagaagat
ccaagatatg
caaacccaaa
cgcaaatcaa
ccctgcacct
gattgatggg
tgataattta
tgcaacgaatt
gacagcagtt
ttcatcttca
gatgccgcta
cctgacgggg
cggggceggaa
aggcgaaatg
agacggcecegt
atctgtggac
agccgecatce
ttcecggaagg
gacagatgcg
cggaggagga
tgctgectac
cattgatgaa
cgactttaaa
aaacaagacaa
aaccaagtta
caccaacgcc
aaatatcgta
cgaagcattc
cgtcaaaacc
caaagtaasa
tactgcagec
cgctacgaac
agagtctgac
cacacgcttg
ggataaaaca
gctctecegge
cggctacaaa
tgccgecaaa
cggcgtcaat

Kinstliche Sequenz

Met Ala Ser Pro Asp Val Lys Ser

1

5

Ala Pro val val Ala Glu Lys Glu

20

Gin Ala Gly Ser Gln Gly Gln Gly

35

40

gcgccacagg
gcggcagtte
aatgaagacg
acagggaaca

gcgaatggeg

ccgtcgcasaa
ttggatgaag
gagaaatata
caagctaatg
tctgcgegat
atcccecgtca
cacceceggea
aaattgccceg
cttgctggea
ccgtacccga
ggcattatcg
gatggaaacg
ttttacggec
gaaaagggcg
ggagccacaa
aacaatggcc
gacggcacaa
ggtctgggtc
aacgtcgatg
gcagacactg
ttgaataaat
aaaattgatg
aacgatatcg
gccaatgaag
gctgcagaaa
gacaaggccg
aaagataata
agcaaatttg
gcttctgectyg
gtgtcagacc
ctgttccaac
tccgaatcag
gcaggegtag
tacgagtagt

Ala Asp Thr

10

Thr Glu val
25

Ala Pro Ser

29/44

caggttctca
cggcagaaaa
agggaccgca
accaacccge
gtagcaatt
atataacgtt
aagcaccgte
agaaagatgg
gaactaacaa
tcaggecgtte
atcaggecgga
atatcttecge
gcggatcgta
cggcecgtgta
ctagaggcag
acagcggcga
gctttaaggg
cggccggega
gattcggcgt
acgacgacga
aagaaatcaa
ttaccaaaaa
tgaaaaaagt
ccaaagtaaa
atgeccgettt
tgggagaaaa
aaaaattaga
ccgattcatt
ccaaacagac
ctgcagcagg
aagctgtcge
ttgctaaaaa
tcagaattga
azaaateccat
tgcgcaaaga
cttacaacgt
cagtcgecatc
cagtcggcac
aactcgag

aggacagggc
tacaggcaat

aaatgatatg

‘cgattcttca

tggaagggtt
gacccactgt
aaaatcagaa
gaaaagcgat
atatgtcatc
tgcacggtcg
tacgctgatt
gcccgaaggyg
tgcectecgt
caacggcgaa
gtttgccgca
tgatttgcat
gacttggacg
ggaagtggceg
gtttgeecgge
tgttaaaaaa
cggtttcaaa
agacgcaact
cgtgactaac
agctgcagaa
agcagatact
tataacgaca
agecegtgget
ggatgaaacc
ggccgaagaa
caaagccgaa
tgcaaaagtt
agcaaacagt
tggtctgaac
tgccgatcac
aacccgcecaa
gggtcggtte

cggtaccgge.

ttcgteceoggt

Leu Ser Lys Pro Ala

15

Lys Glu ‘Asp Ala Pro

30

Thr Gln Gly Ser Gln

45

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2388



Thr
65

Pro

Asp
Cys
145
Phe
Gly
Asn
Ser
Pro
225
val
Ala
‘Pro
Glu
His
305

Lys

Asp

Met
50

T™hr
Gln
Asp
Gly
Gly
130
Asn

Glu

Lys

cly

Ser
210
Asp
Pro
Gly
Met
290

Thr

val

Ala
ASp

Asn

Ser
115

Pro
Gly
Asn
Ser
Thr
1985
Ser
Glu
Gly
Glu
Gly
275
Leu
Glu

Asp

Leu

Ala
Lys
Ser
Ser
100
Asn
Ser
Asp
Leu
Asp
180
Asn
Ala
Met
Glu
Gly
260
Ser

Ala

Asn

Bis
340

Val

Pro

Ala
85

AsSp

Phe

Gln

Asn

Asn

165

Lys

Lys

ala
245

Asn

Tyr

Gly

Gly

Gly

325

Met

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Ser Ala Glu Asn Thr Gly

Lys
70

Glu
Ser
Gly
Asn
Leu

150

Phe

Leu

230

val
Tyr
Ala
Thr

Arg
310

55

Asn

Ser

ala

Arg

Ile

135

Leu

Ser

Thr

val

Glu
Ala
Pro
val

120

Thr

Asn

Ile -

. 200

Ser

Arg

Leu

Arg

Pro

Leu

Tvyr

Arg

- . 280

ala
285

‘Pro

Lys

Thr

Val

AsSp
Asn
Ala
105
ASD
Leu
Glu
Arg
Leu
185
Ser
val
Thr
Leu
265
val
Tyr
Pro

val

Lys
345

Glu

Gln

50

Ser

Leu

Thr

Glu

Ile

170

val

Tyr

Ala

Asn

Gly ¢

250

Thr
Gln
Asn
'_I‘hr
Asp

330

Phe

30/44

Gly

75

Thr

Asn

Ala

His

Ala

155

Glu

Ala

Gly
Gly
Arg
315

Gly

Lys

Asn Gly Gly

60

Pro

Asn

Cys

140

Pro

Lys

Thr

Asp

Ser

220

Ala

Ser

Gly

Glu

Glu

300

Gly

Ile

Ala

Gln

Asn

Ala

Gly
125
Lys
Ser
TYTr
Ala
Lys
205
Arg
ASp
Gly
Ala
Pro

285

val

Arg E

Ile

Asn
Asn
Pro
110
val
Gly
Lys
Lys
val
150
Ser
Arg
Thr
Asn
Glu
270

Ala

Leu

Asp

I'le
350

Ala

Asp

Gln

85

Ala

Leu

Asp

Ser

Lys

175

Gln

Ala

Leu
Ile
255

Lys

Lys

His 7D

aAla

Ser
335

Asp

Ala

Met

80

Pro

Asn

_IJ.e

Sér

Glu
160

Asp

Ala

Ser

Leu

Ile

240

Phe

Leu

Gly

Ala
320

Gly .

Gly



DE 601 32978 T2 2009.02.26

Asn Gly Phe Lys Gly Thr Trp Thr Glu Asn Gly Gly Gly Asp val Ser
355 360 365

Gly Arg Phe Tyr Gly Pro Ala Gly Glu Glu Val Ala Gly Lys Tyr Se
370 375 380

H

Tyr Arg Pro-Thr Asp Ala Glu Lys Gly Gly Phe Gly Val Phe Ala Gly
385 3590 ' 385 400

Lys Lys Glu Gln Asp Gly Ser Gly Gly Gly Gly 2la THr Asn Asp Asp
405 410 415

Asp Val Lys Lys Ala Ala Thr Val Ala Ile Ala Ala Ala Tyr Asn Asn
420 425 430

Gly Gln Glu Ile Asn Gly Phe Lys Ala Gly Glu Thr Ile Tyr 2sp Il
435 440 445

[{)]

Asp Glu Asp Gly Thr Ile Thr Lys Lys Asp Ala Thr Ala Ala Asp Val
450 _ 455 460

Glu Ala Asp Asp Phe Lys Gly Leu Gly Leu Lys Lys Val Val Thr Asn
465 470 475 480

Leu Thr Lys Thr Val Asn Glu Asn Lys Gln 2sn Val Asp Ala Lys Val
485 450 485

Lys Ala Ala Glu Ser Glu Ile Glu.Lys Leu Thr Thr Lys Leu Ala Asp
500 505 510

Thr Asp Ala Ala Leu Ala Asp Thr 2sp Ala aAla Leu 2sp Ala Thr Thr
51% 520 525

Asn Ala Leu Asn Lys Leu Gly Glu Asn Ile Thr Thr Phe Ala Glu Glu
530 535 540

Thr Lys Thr Asn Ile Val Lys Ile 2Asp Glu Lys Leu Glu Ala Val Ala
545 550 555 560

Asp Thr Val Asp Lys His Ala Glu Ala Phe Asn Asp Ile Ala Asp Ser
565 570 575

Leu Asp Glu Thr Asn Thr Lys 2la Asp Glu Ala Val Lys Thr Ala Asn
580 585 590

Glu Ala Lys Gln Thr Ala Glu Glu Thr Lys Gln Asn Val Asp Ala Lys
595 600 605

Val Lys Ala Ala Glu Thr Ala Ala Gly Lys Ala Glu Ala Ala Ala Gly
610 615 620

Thr Ala Asn Thr ala Ala Asp Lys Ala Glu Ala Val Ala Ala Lys Val
623 630 635 640

Thr Asp Ile Lys Ala Asp Ile Ala Thr Asn Lys Asp Asn Ile Ala Lys
645 650 : €55

31/44



Lys Ala

Phe Val

Leu
630

Arg

Asn
705

Gly
Gly

Leu

val Gly

Ser 2ala

Asn

Arg

675

Ala

Leu

Ala

Ar

val

Ser Ala

Ile Asp
Ala

Ser

Asp Lys

Gly

Glu

Thr

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Leu Asn

680

Lys Ser

695

vVal Ser

710

Glu Gln

725

Phe
740

Asn

Ala Ile

755

Ala Lys

770
Tyr His
785

<210> 9
<211> 2700
<212> DNA

Ala

val

Gly val

Gly val

Ala

Val

Gly

Ala

Asn

Ala Leu

Thr Ala

Thr Gly

760

val
775

Gly

Tyr Glu

7590

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> deltaG287NZ-919

<400> 9

atggctagcece
tctgaaaaag
gcgccateccg
ggcggtgegg
ccgcaaaatg
ccggccggaa
caaccggata
gaaaatgccg
ggttctcaaa
ggaaggacga
acccactgta
aaatcagaat
aagaatgacg
ggaatcaatc
cgttctgcac
gcggatacgce
ttcgecgeeceg
tcgtatgcec
gtgtacaacg
ggcaggtttg

ccgatgtcaa
agacagaggc
cacaaggcgg
cagcaacgga
ccgeccgatac
atatggaaaa
tggcaaatac
gcaatacggc
atcctgecte
acgtgggcaa
aaggcgactce
ttgaaaaatt
ggaagaatga
aatatattat
ggtcgaggeg
tgattgtcga
aagggaatta
tccgtgttca
gcgaagtgct
ccgcaaaagt

gtcggcggac
aaaggaagat
tcaagatatg
caaacccaaa
agatagtttg
ccaagcaccg
ggcggacgga
tgceccaaggt
ttcaaccaat
ttcogttgtg
ttgtagtggc
aagtgatgca

taaatttgtc

cttttataaa
gtcgcttcecg
tggggaagcg
ccggatceeg
aggcgaacct
gcattttcat
cgatttcgge

Asp Val Tyr Thr Arg Glu

665

Ala Thr

Ile Ala

Asp Leu Arg
715
Ser Gly

730

Ala
745

val

Phe Arg Phe

Thr Ser Ser

Trp

acgctgtcaa
gcgccacagg
gcggeggtte
aatgaagacg
acaccgaatc
gatgccgggd
atgcagggtg
acaaatcaag
cctagegeca
attgacgggc
aataatttct
gacaaaataa
ggtttggteg
cctaaaccca
gccgagatge
gtcagcctga
acttacgggg
tcaaaaggcg
acggaaaacg
agcaaatctg

32/44

Thr

Leu

Gly

Glu Ser 2Asp

Ser Lys

670

Glu Lys
685

His
700

Asp
Lys Glu

Phe Gln

Gly

Leu

Thr

Thr

Lys

Asp Thr

Arg

Leu

Gln
720

Arg

Asn

Tyr
735

Ser Glu

750

Thr Glu

765

Gly
780

aacctgccge
caggttctca
cggaagaaaa
agggggcgcea
acacceccgge
aatcogagea
acgatcecgte
ccgaaaacaa
cgaatagcegg
cgtcgcaaaa
tggatgaaga
gtaattacaa
ccgatagtgt
cttcatttge

cgctgattce

cggggecatcc
cggaaaaatt
aaatgctcge
gccgtecgec
tggacggcat

Asn

Ser

Phe 2ala

aAla 2la

ccetgrtgtt
aggacagggc
tacaggcaat
aaatgatatg
ttcgaatatg
gccggcaaac
ggcaggcggg
tcaaaccgcee
tggtgatttt
tataacgttg
agtacagcta
gaaagatggg
gcagatgaag
gcgatttagg
cgtcaatcag
cggcaatatc
gcccggcgaa
gggcacggcea
cccgtcecaga
tatcgacage

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
560
1020
1080
1140
1200



ggcgatggtt
aaggggactt

PR

ggcgaggaag
ggcgtgtttg
agcatccaaa
ggcatccccg
ccgcacctgt
cgcctegget
tttcaaaccc
tggcaggttg
ctgaagggcg
gattttatct
aggcagacgg
ctcteceecgat
cgcttectee
ccgatactcg
ggcecgtctga
catccctacg
acctcgatge
ttgoggtcaaa
cccgteggeg
tacattacct
ctcaaccgece
gattatctett
ggttacgtct

tgcatatggeg
ggacggaaaa
tggcgggaaa
ccggcasaaaa
cctttcegea
acccecgeegg
ccctgecececa
gcgeccaattt
ccgtceccatte
caggcaacgg
acgacaggceg
ccgtcecccect
gaaaaaacag
tccccatcac
cctaccacac
gttacgccga
azacececegece
tttccatcgg
agggcatcaa
accccagcta
cactgggcac
tgggcgcgce
tgatctatggc
ggggatacog
ggcagctcct

DE 601 32978 T2 2009.02.26

tacgcaaaaa
tggcggeagyg
atacagctat
agagcaggat
acccgacaca
aacgacggtc
ctgggcggeg
gaaaaaccgce
ctttcaggca
aagccttgcece
gacggcacaa
gcectgececagt
cggcacaatce
cgcgegecaca
gcgcaaccaa
agacceccgte
cggcaaatac
acgctatatg
agcctatatg
tatcctttte
gcegttgatg
cttattegte
gcaggatacce
cgacgaagcce
acccaacggt

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

<220>
<223>

<400>

Met Ala

1

Ala

Gln

AsSp

Ala
65

Ala

Gly

Met
50

Thr
Gln

Ser

Glu

10
897
PRT

Kinstliche Sequenz

deltaG287NZz-919

10

Ser Pro Asp Val Lys Ser

val
20

val Ser Glu Lys Glu

Gln Gly Gln

Glu
55

. Ser

Asp Lys Pro Lys Asn Glu

70

Asn Ala Asp Thr Asp

Met
100

Asn Ala Gly Asn

Ser Glu Pro Ala Asn

Ala

Asn

Ser

Met
105

Gln‘

ttcaaageccg
gatgtttceg
cgcccaacag
ggatccggag
tccgtcatca
ggcggcggceg
caggatttcg
caaggctggce
aaacagettte
ggtacggtta
gcecgettee
ttgcggageg
gacaataccg
acggcaatca
atcaacggceg
gaacttttee
atccgcateg
gcggacaaag
cggcaaaatc
cgcgagetetg
ggggaatatg
gccaccgeec
ggcagecgega
ggcgaacttg
atgaagccceyg

Asp Thr

10

Glu ala
Pro
Thr Gly
Gly
75

Thr

Asn

Asp

33/44

ccatcgatgg
gaaagtttca
atgcggaaaa
gaggaggatg
acggcececcgga
gggccecgtcta
ccaaaagcect
aggatgtgtg
ttgaacgcta
ccggcectatta
cgatttacgg
gaaaagccct
gcggcacaca
aaggcaggtt
gcgcgecttga
ttatgcacat
gctatgeega
gctacctcaa
cgcaacgect
ccggaagcag
ccggcgcagt
atccggttac
ttaaaggcgc
ccggcaaaca
aataccgece

Leu Ser Lys

Lys Glu

30

Ala n Gly

> G

Asn
60

Gly Gly

Ala Gln Asn

Pro Asn His

Gln Ala Pro

110

Met Ala

Asp

Asn

aaacggcteet
cggcceggcec
gggcggatte
ccaaagcaag
ccggeeggte
taccgttgta
gcaatcctte
cgcccaagcee
tttcacgcecg
cgagccggeg
tattcccgac
tgtccgecatce
taccgccgac
tgaaggaagc
cggcaaagcc
ccaaggcteg
caaaaacgaa
gctcgggcag
cgccgaagtet
caatgacggt
cgaccggcac
ccgcaaagece
ggtgcgegtyg
gaaaaccacg
gtaasagctt

Pro Ala

15

Ala Pro

Gly Gln

Ala Ala

Asp

Thr Ala

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



2sp

Asn
145

Gly

Gly

Gly

Ser

Glu

225

val

Pro

Leu

Gly

Phe

Gly
130

Thr

Ser

Gly

210

Lys

Asn

Gln

Thr

Pro

2590

val

Ala

Pro

Glu

His

370

Ala
385

Gly

Gly

Lys

Asp

Asn

115

Met
Ala
Gln
asp
Ser
185
Asn
Leu
ASp
Met
Ser

275

Ala

Gly
Met
355
val
Gly

Gly

Asn
Phe
180

Gln
Asn
Ser
Gly
Lys
260

Phe

Glu

Gly
340
Leu
Glu
Asp

Leu

Phe

Gly

Gln

Pro

165

Gly

Asn

Asp

Lys

245

Gly

Ala

Met

Glu

Gly

325

Ser

Ala

Asn

Phe

Arg

Ile

Leu

Ala

230

Asn

Ile

Ala

310

Asn

Tyxr

Gly

Gly

Gly

3580

Met

Gly T

DE 601 32 978 T2

Asp
135

Thr

Thr
Thr
Asp
215
Asp
Asp
Asn

Leu
285

val S

Tyr

Ala

Thr

373

Ser

Gly

120

Pro

Asn

Ser

Asn

Leu

200

Glu

Lys

Lys

Gln

Arg
280

Lys

Thr

Trp

Thr

val
185

Thr

Tyr
265
Arg

Pro

Leu

\rg
343

Val

Ser

Gln

Thr

- ala

Ala
Asn
170
Gly
His
Val
Ser
val
250
Ile
Ser
val
Thr
Leu
330
val
Tyr
Pro
val
Lys

410

Glu

34/44

Gly

Glu
155

Pro

Asn

Cys

Gln

Asn

235

Gly

Ile

Ala

Asn

Gly
315
Thr
Gln
AsSn
Ser
AsSp

395

Phe

Asn

2009.02.26

Gly
140

Asn

Lys
Leu
220
Tyr
Le2u
Phe

Arg

Gln

Gly
Gly
Arg
380
Gly

Lys

Gly

125

Glu

Asn

Ala

val

Gly

205

Lys

Lys

val

Ser
285

Ala

Ser

Gly

Glu Pr

Glu
365
Gly
Ile

Ala

Gly

Asn

Gln

Thr

val

150

AsSD

Ser

Ala
Lys
270

Arg

Asp

Gly_

Ala

ut
o o

val

Arg

Ile

Ala

CGly

aAla
Thr

Asn
175

Ile
Ser
Glu
AsSD
Asp
255
Pro
Arg
Thx
Asn
Glu
335
Leu
Phe

Asp

Ile
415

ASp

Gly
Ala
160

Ser

Cys

0
len
(1]

Gly
240
Ser
Lys
Ser
Leu
Ile
320
Lys
Lys
His
Ala
Ser
400

Asp

val



Ser

Ser

Gly
465

Ser

Asp

Gly

Ala

val
ala
val
625
Arg
His
Ile

Asn

Tyr
705

Gly

Gly

Tyr
450
Lys

Ile

Gly
Ala
530

Asn

Lys
Gln
690

Ala

Arg

Lys
435

Arg

420

Phe

Pro

Glu

Thr

val

- 500

ala

515

Gln

Leu

Thr

Thr

Gly

585

Ala

Leu

Thr

Ala

Gly

675

Ile

Glu

Leu

val

Asp

Lys

Pro

Thr

Gln

Phe

485

Gly

Asn

val

565

bro
580
Tyr
Arg
Pro
Gly
AsSp
660

Arg

Asn

Asp

Lys

Phe

Ala

Lys

645

Phe

Gly

Pro

Thr

Gly
Asp
Asp
470

Pro

Ile

Thr
aAla
Arg
550
His
Gln
Glu
Pro
Gly
630
Asn
Ser
Glu

Gly

val
710

Pro

DE 601 32 978 T2

Pro

Ala
455

Gly .

Gln

Pro

val

Lys
535

Gln

Arg E

Gly

Ala
695

Glu

Ala
440

Glu

Pro

Asp

425

Gly

Lys

Gly

Asp

Pro

. 505

val

600

Arg

Gly

Ser
680

Leu

Leu

Gly

Pro

Trp

Gln

Gly

585

Gly

Ser

Thr

Pro

665

Arg

Asp

Phe

Lys

Glu

Gly

Gly

Thr

450

Ala

His

Gln
Ala
570
Asn

Lys

Ile

Gly

Fhe

Tyr

35/44

Glu

Gly

Gly

475

Ser

Gly

Leu

Ser

ASp

555

Lys

Gly

Gly

Asp

Thr

Leu

Lys

Metbt
715

2009.02.26

val

Phe
460

Gly

val

Thr

Ser

Phe
540

val

AsSp
Asp
620

Ala

Asn

Pro

A_la
700

His

Ala
445

Gly
Cys
Ile
Thr
Leu
525
Arg
Cys
Phe
Leu
AsSp
605
Asp
Leu
Thr
Arg
TyT
685

Pro

Ile

ile

430

Gly

val

Gln

Asn

Val
510

Pro

Leu

Ala
580
Arg
Phe
val
Gly
Thr
670
His

Ile

Gln

Gly

Lys
Phe
Ser
Gly
4985
Gly
His
Gly
Gln
Glu
575
Gly
Arg

Ile

Arg

Thr
Thr
L=u
Gly

Tyr

Ala

Lys
480

Pro

Gly

Trp

Cys

Ala

560

Arg

Thr

Thr

n
1]
H

Ile

640

Thr

Ala

Arg

Gly

Ser

720

Ala



Asp Lys

Lys Gly

Asn

Tyr

725

Glu
740

His

Leu

755

Met
770

Pro Ser

785

Pro Val

Val Asp

Ala His

Arg

Tyxr

Gly

ATrg

Pro

Gln Asn

Ile Phe

Lys L

Pro

Phe

DE 601 32978 T2 2009.02.26

val

Gln
760

Gly

Gln
775

Arg

Arg Glu

790

aAla Leu

805

His
820

Tvr

Val Thr

835

T™nr
850

ASp

Gly
865

Gly Tyr

Pro

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

11
1541
DNA

<220>
<223>

<400> 11
atggctagee
tctgaaaaag
gcgccatecg
ggcggtgcegg
ccgcaaaatg
ccggceccggaa
czaccggata
gaaaatgccg
cgttctcaaa
ggaaggacga
acccactgta
aaatcagaat
aagaatgacg

Gly

Gly

Val Trp

Kinstliche

Ser aAla

Asp Glu

Gly

Ile

Arg

Ile

Ala

Thr

Thr Leu

aAla
840

Lys

Lys
855

Gly

Gly Glu

870

Gln
885

deltaG287NZ-253

ccgatgtcaa
agacagaggce
cacaaggcgyg
cagcaacgga
ccgccgatac
atatggaaaa
tggcaaatac
gcaatacggc
atcctgccte
acgtgggcaa
aaggcgatte
ttgaaaaatt
ggaagaatga

Leu

Segquenz

gtcggcggac
aaaggaagat
tcaagatatg
caaacccaaa
agatagcttg
ccaagcaccg
ggcggacgga
tgcccaaggt
trtcaaccaat
tgcogttgtg
ttgtagtggce
aagtgatgca
taaatttgtc

Ala

Leu

730
Ser Ile
745

Thr Ser

Leu Ala Glu

Leu Ala Gly

795
Leu Met
810

Gly

Gly Ala

B25

Pro

Leu Asn Arg

val Arg

Ala Gly

875
Asn Gly
830

Met

acgctgtcaa
gcgccacagg
gcggeggtte
aatgaagacyg
acaccgaatc
gatgccgggg
atgcagggtg
acaaatcaag
cctagcgeca
attgacgggc
aataatttct
gacaaaataa

ggtttggttg

36/44

Arg

Met

735

Ala Asp

750

Gly

765

Leu

Ser:

Tyr

Phe

Ile

Gly

Asn

Ala

val

Lys Aala

Gln Asn

Asp Gly

80O

Gly
815

Ala

Ala Thr

B30

Ile
845

Leu

val
860

AsSp

Lys Gln

Lys Pro

aacctgecge
caggttctca
cggaagaaaa
agggggcgea
acaccccgge
aatcggageca
acgatccgtce
ccgaaaacaa
cgaatagcgg
cgtcgcaaaa
tggatgaaga
gtaattacaa
ccgatagtgt

Met

Lys

Glu

Ala Gln

Trp

Thr
880

Thr

YT
855

Arg

ccctgttgte
aggacagggec
tacaggcaat
aaatgatatg
ttcgaatatg
gccggceaaac
ggcaggcggg
tcazaaccgec
tggtgatttt
tataacgttg
agtacagcta
gaaagatggg
gcagatgaag

60

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



ggaatcaatc
cgttctgcac
gcggatacge
ttcgecgeecg

tcgtatgece

gtgtacaacg
ggcaggtttg
ggcgatggtt
aaggggactet
ggcgaggaag
ggegtgtetg
gtggacgaat
gtcggeggtt
aaaatcgaca
cacctgaaat
accaaattca
ggcaaaaccg
gcgaaaaccg
gtggactacc
gcagccaaac

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

12
644
PRT

<220>
<223>

<400>
Met Ala

12

Ala Pro

Gln Ala

Met

50

Ala
£5

Thr
Pro Gln
Ala

Ser

Gly Glu

Ser

val

Asp

Asn

Asn

Ser

aatatattat
ggtcgaggcg
tgattgtcga
aagggaatta
tccgtgttca

‘gcgaagtgcet

ccgcaaaagt
tgcatatggg
ggacggaaaa
tggcgggaaa
ccggcaaaaa
atcacgccaa
tttacggtct
tcaccatcce
cagccgacat
acttcaacgg
cceceegteaa
aagtttgcag
tcgttaacgt
aataaaagct

deltaG287NZ-953

Asp
Ser
Gln
val
Pro
Ala
85

Pro

Gln

115

_ Asp Gly

130

Met

Gln Gly

val

Glu

Gly

Ser

Lys

70

Asp

Ala

Pro

Asp

DE 601 32978 T2 2009.02.26

cttttataaa
gtcgctteeg
tggggaagceg
ccggtatctg
aggcgaacct
gcattttcat
cgatttcgge
tacgcaaaaa
tggcggeggyg
atacagctat
agagcaggat
cgccegtete
gaccggttcece
cgttgccaac
cttcgatgcee
cazaaaactg
actcaaagcc
cggecgactte
tggtatgacc

-

-

Kinstliche Sequenz

Lys Ser

Lys Glu

Gln Gly

40

Glu
55

Glu

Asn Glu

Thr Asp

Gly Asn

Ala Asn

120
Asp Pro
135

Asn

Y
0
U
G)
]
o
~ @
v

Ser

cctaaaccca
gccgagatge
gtcagecctga
acttacgggg
tcaaaaggcg
acggaaaacg
agcaaatctg
ttcaaagecg
gatgtttceg
cgeccaacag
ggatccggag
gccatcgacce
gtcgagtteg
ctgcaaagcg
gcccaatatce
gtttcegttg
gaaagattca
agcaccacceca
aaaagcgtec

Asp Thr

Glu ala

Ser

Pro

Thr Gly

w2

Thr

Glu

Asn

Pro

Ala Gly

37/44

cttcatttgce
cgctgattcece
cggggcatte
cggaaaaatt
aaatgctcgce
gccgtecegte
tggacggcat
ccatcgatgg
gaaagtttta
atgcggaaaa
gaggaggagc
atttcaacac
accaagcaaa
gttcgcaaca
cggacatceg
acggcaacct
actgctacca
tcgaccgeac
gcatcgacat

Leu Ser

Lys
30
Ala
Asn
60
Ala

Asn

Ala

Lys

Asp

Gly

Gly

Asn

His

Pro

gcgatttagg
cgtcaatcag
cggcaatactc
gcccggegga
gggcacggeca
cccgtccaga
tatcgacagc
aaacggettt
cggcccggcec
gggcggatte
cacctacaaa
cagcaccaac
acgcgacggt
ctttaccgac
ctttgrtttce
gaccatgcac
aagcccgatg
caaatggggce

TeT

ccaaatcgag

Pro Ala

15

Ala

Gly Gln

Ala ala

AsSp

Thr
35

Asp Ala

110

Met Ala

125

Gly
140

Asn

Asn

Thr- Ala

Ala Gly

840

500

8560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1941



Asn
145

Gly

Gly

Gly

Ser

Glu

225

Lys

Val

Pro

Leu

Ile
305

Leu

Gly

g
=2
®

Ala
385
Gly

Gly

Ser

Thr

Ser

Gly

o]
H
Q

Gly
210
Lys
Asn
Gln
Thr
Pro
290
val
Ala
Pro
Glu
His
370
Lys
Asp

Asn

Gly

Ala

Gln

Asp

Ser

195

Asn

Leu

Ser
275

ala

Pro

Gly

Gly

Gly

Lys
435

Ala
Asn
Phe
180
Asn
.Ser
Gly
Lys
260

Phe

Glu

Leu

Gln
Pro
165
Gly
Asn
Phe
Asp
Lys
245

Gly

aAla

r Glu

Gly

325

Ser

Ala

Asn

Phe

His
405

e Lys

Tyr

Gly
150

Ala

Arg

Ile

Ala
230

Asn

Ile

Arg

Pro

Ala

310

Asn

Ty

Gly

Gly

Gly

330

Gly

Gly E

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Thr asn Gln Ala Glu

Ser

Thr

Thr

AsSp

215

AsSp

ASD

Asn

Phe

Leu
295

val

ala
Thr
Ar

375
Ser

Gly

Thr

Ser

Asn

Leu
200
Glu
Lys
Lys
_Gln
Arg
280
Ile
Ser
Arg
Leu
Ala
360
Pro
Lys
Thr

Trp

Ala
440

Thr

Val
185

Thr

Glu

Phe

™Yr
265

Arg

Leu
TyT
Arg
3 4 5
Va.l
Ser
Ser
Gln
Thr

425

Gly

Asn
170

Gly
His
val
Ser

val
250
Ile
Ser
val
Thr
Leu

330

val

Lys
410
Glu

Glu

38/44

155

Prec

Asn

Cys

Gln

Asn
235

Gly

Ile

Ala

Asn

Gly

315

Thr

Gln

Asn

Asn

Glu

Asn Asn Gln

Ser
Ser
Lys

Leu
220

Ty

Arg
Gln
300
His
Tyr
Gly
Gly
Arg
380
Gly
Lys
Gly

val

Ala

val

Gly

205

Lys

Lys

val

Ala

Ser

Gly

Glu

Glu

365

Gly

Ile

Ala

Gly

Ala
445

Thr

val

180

Asp

Ser

Lys

Ala

Lys
270

Asp
Gly
Ala
Pro
350
val
Arg
Ile
Ala
Gly

430

Gly

Thr

Asn

175

Ile

Ser

Glu

Asp

ASp

255

Pro

Arg

Thr

Asn

Glu

335

Leu

Phe

Ile
415

ZSp

Lys

Ala
160

Ser
Asp
Cys
Phe
Gly
240
Ser
Lys
sexr
Leu
Ile
320
Lys
Lys
His
Ala
Ser
400
ASp

val

Tyr



Ser Tyr

450

'Gly
465

Lys

val

Thr

Ser

Phe Asp

Arg

Lys

Asp Glu

Thr

Gln

Thr

Glu Gln

Asp

DE 601 32978 T2 2009.02.26

455

Gly Ser

470

Tyr His
: 485 .

Asn Val

500

Ala Lys

515

Ala Asn

530

Ala
545

Asp
Thr Lys

Leu Thr

Phe Asn

Leu

Ile

Phe

Met

Cys

Gln Ser

Phe Asp

Alé
Gly
Arg
Gly

Ala

Asn Ala

Gly

Asp Gly

520
Ser Gln
535

Ala Gln

550

Phe
565

Asn

His
580

Gly

Tyr Gln

585

Phe
610

Asp

val
625

Asn

Ala Ala

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

13
2583
DNA

<220>
<223>

<400> 13
atggctagecc
tctgaaaaag
gcgeccatccg
ggcggtgegg
ccgcaaaatg
ccggccogaa
- caaccggata
gaaaatgceg
ggttctcaaa

Ser

Val

Lys

Thr Thr

Gly Met

Asn

Lys

Ser

Ile

Thr

Gly Lys

Thr 2ala

Met
600

Pro

Asp
615

Lys Ser

630

Gln

deltaG287NZ-961

ccgatgtcaa
agacagaggc
cacaaggcgg
cagcaacgga
ccgecgatac
atatggasaaa
tggcaaatac
gcaatacggc
atcctgcctce

Kinstliche Sequenz

gtcggcggac
aaaggaagat
tcaagatatg
caaacccaaa
agatagtttg
ccaagcaccg
ggcggacgga
tgcccaaggt
ttcaaccaat

Arg

Ala

val

Gly Gly Gly

475

Phe Ala

490
Gly

Tyr Leu

505

Lys Ile

His Phe Thr

Tyr Pro Asp

555

Leu
570

Lys

Pro Val

585

Lys

Lys Thr

Thr Lys Trp

Ile
635

Arg

acgctgtcaa
gcgccacagg
gcggeggtere
aatgaagacg
acaccgaatc
gatgccgggg
atgcagggtg
acasatcaag
cctagegeca

39/44

Asp

Asp Ala Glu Lys Gly Gly Phe Gly val

460

Gly Ala

Ile Asp

Thr Gly

Thr

His

Ser

Phe Ala

Tyr Lys

© 480
Phe
4395

Asn

val Glu

510

Ile Thr

525
Asp His
540

Ile Arg

val

Ser

Leu Lys

Ile

Leu

Phe

ASp

Ala

Pro Val

Lys

val

Gly

575

Glu Lys

580

Glu Val

605
Gly val
620

Asp Ile

aacctgeccge
caggttctca
cggaagaaaa
agggggcgea
acaccccggce
aatcggagca
acgatccgtce
ccgaaaacaa
cgaatagcgg

Cys

Asp

Gln

Gly Gly

Tyr Leu

Ile Glu

640

ccctgtigtt
aggacagggc
tacaggcaat
aaatgatatg
ttcgaatatg
gccggcaaac
ggcaggcggg
tcaaaccgcece
tggtgatttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540



ggaaggacga
acccactgta
aaatcagaat
aagaatgacg
ggaatcaatc
cgttctgcac
gcggatacge
ttcgegeceg
tcgtatgccec
gtgtacaacg
ggcaggtttg
ggcgatggtt
aaggggactt
ggcgaggaag
ggcgtgtttyg
gacgatgtta
atcaacggtt
aaaaaagacg
aaagtcgtga
gtaaaagctg
gctttagcag
gaaaatataa
ttagaagccg
tcattggatg
cagacggeccg
gcaggcaaag

gtcgctgcaa:

aaaaaagcaa
attgatggtce
tccattgeecyg
aaagaaaccc
aacgtgggtc
gccatcggta
ggcacttcgt
cte

<210> 14
<211> 858
<212> PRT

acgtgggcaa
aaggcgattc
ttgaaaaatt
ggaagaatga
aatatattat
ggtcgaggceg
tgattgtcga
aagggaatta
tcegtgttca
gcgaagtget
ccgcaaaagt
tgcatatggg
ggacggaaaa
tggcgggaaa
ccggcaaaaa
aaaaagctge
tcaaagcetgg
caactgcagc
ctaacctgac
cagaatctga
atactgatgc
cgacatttgc
tggctgatac
gaaccaacac
aagaaaccaa
ccgaagetge
aagttaccga
acagtgeccga
tgaacgctac
atcacgatac
gccaaggect
ggttcaatgt
ccggetteeg
ccggtoette

DE 601 32 978 T2

ttctgttgtg
ttgtagtgge
aagtgatgca
taaatttgtce
cttttataaa
gtcgctteeg
tggggaageg
ccggtatctg
aggcgaacct
gcattteccat
cgatttecgge
tacgcaaaaa
tggcggeggg
atacagcetat
agagcaggat
cactgtggcc
agagaccatec
cgatgttgaa
caaaaccgtce
aatagaaaag
cgctectggat
tgaagagact
cgrtcgacaag
taaggcagac
acaaaacgtc
cgctggcaca
catcaaagct
cgtgtacace
taccgaaaaa
tcgecectgaac
tgcagaacaa
gacggctgca
ctttaccgaa
cgcagectac

<213> Kinstliche Sequen:z

<220>

<223> deltaG287NZ-961

<400> 14

Met Ala Ser Pro Asp Val Lys Ser

1

Ala Pro val

Gln Ala Gly

35

5

Val Ser Glu Lys Glu

20

Ser Gln Gly Gln Gly

40

Asp Met Ala Ala Val Ser Glu Glu

50

55

attgacgggc
aataatttct
gacaaaataa
ggtttggttg
cctaaaccca
gccgagatgce
gtcagecctga
acttacgggg
tcaaaaggcg
acggaaaacg
agcaaatctg
ttcaaagccg
gatgtttceg
cgecccaacag
ggatccggag
attgctgetg
tacgacattg
gccgacgact
gatgaaaaca
ttaacaacca
gcaaccacca
aagacaaata
catgeccgaag
gaagccgtca
gatgccaaag
gctaatactg
gatatcgcta
agagaagagt
ttggacacac
ggtttggata
gccgecgetet
gtcggecgget
aactttgeceg
catgtcggcg

Ala Asp Thr
10

Thr Glu Ala
25 :
Ala Pro Ser

Asn Thr Gly
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cgtcgceaaa
tggatgaaga
gtaattacaa
ccgatagtgt
cttcatttge
cgctgattee
cggggcatte
cggaaaaatt
aaatgctcge
gecegteegte .
tggacggecat
ccatcgatgg
gaaagtttta
atgcggaaaa
gaggaggagc
cctacaacaa
atgaagacgg
ttaaaggtct
aacaaaacgt
agttagcaga
acgccttgaa
tcgtaaaaat
cattcaacga
aaaccgccaa
taaaagctge
cagccgacaa
Ccgaacaaaga
ctgacagcaa
gcttggette
aaacagtgtce
ccggeetgtt
acaaatccga
ccaaagcagyg
tcaattacga

Leu Ser Lys

Lys Glu Asp

30

Ala Gln Gly

45

2sn Gly Gly

€0

tataacgttg
agtacagcta
gaaagatggg
gcagatgaag
gcgatttagg
cgtcaatcag
cggcaatatc
gcccggegga
gggcacggea
cccgtccaga
tatcgacagcec
agacggcttt
cggeecgagace
gggcggattc
cacaaacgac
tggccaagaa
cacaattacec
gggtctgaaa
cgatgccaaa
cactgatgcce
taaattggga
tgatgaaaaa
tatcgececgat
tgaagccaaa
agaaactgca
ggccgaagcet
taatattgcet
atctgtcaga
tgctgaaaaa
agacctgege
ccaaccttac
atcggcagte
cgtggcagte
gtggtaaaag

Pro Ala
15
Ala Pro

Gly Gln

Ala Ala

600

660

720

780

840

500

860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220

2280

2340
2400
2460
2520
2580
2583



Ala

Gly
AsSp

Asn

Thr

> Gln

Glu

Gly
130

Thr

145

Gly
Gly
Gly
Ser
Glu
225
Lys
val

Pro

Ile
305
Phe

Leu

Gly

Ser

Gly

Pro

Lys

Asn

Gln

Pro
230
val
Ala

Pro

Glu

Asp Lys
Asn Ala

Asn Met
© 100

Ser Glu
115

Met Gln
Ala Ala
Gln Asn
Asp Phe

180
Ser Gln
Asn Asn
Leu Ser
Asp Gly
Met Lys

260

Ser Phe
273

ala Glu
Asp Gly
Pro Glu
Gly Gly

340

Met Leu
355

Pro

Ala
85

Gln

Gly

Gln

Pro

165

Gly

Asn

Lys
245
Gly
Ala
Met
Glu
Gly
325

Ser

Ala

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Lys Asn Glu asp Glu Gly

70’

Asp

Ala

Pro

Asp

Gly

150

Ala

Arg

Ile

Leu

Ala

230

Asn

Ile

Ala
310
Asn

Tyr

Gly

Thr

Gly

Ala

AsSDp

Asn

Asn

- 120

Asp
135
Thr
Ser

Thr

Thr

-
- 0
w g

Asb

Asn

Phe
Leu
295

val
TvT
Ala

Thr

Pro

Asn

Asn

Leu

200

Glu

Lys

Lys

Gln

Arg

280

Ile

Ser

Arg

Leu

Ala
360

Ser

Met

105

Gln

Ser

Gln

Thr

val

185

Thr

Leu

Tyr

Arg
345

val

Leu
90

Glu

Pro

Ala

Ala
Asn
170

Gly

Vval
Thr
Leu
330

val

Tyr

75

Thr

Asn

Asp

Gly

Glu

155

Pro

Asn

Cys

Gln

Asn

235

Gly

Ile

Ala

_Asn

Gly
315

Thr

Asn

41/44

Ala Gln Asn

Pro

Gln

Met

Gly

140

Asn

Ser

Ser

Lys

Leu

220

Tyr

Leu

Phe

Arg

Gln

300

His

TvyT

Gly

Gly

Asn

Ala

Ala
125

Glu

Asn

Ala

val

Gly

205

Lys

Lys

val

Tyr

Ser
285

‘Ala

Ser

Gly

Glu Pr

Glu
365

His
Pro
110
Asn
Asn
Gln
Thr
val
190
Asp
Ser
Lys
Ala
Lys
270
Arg
Asp
Gly
Ala

e]

val

Asp

Thr
95

Asp

Thr

Ala

Thr

Asn

175

Ile

Ser

Glu

Asp

Asp

255

Arg

Thr

Asn

Glu

335

Ser

Leu

Met

80

Pro

Ala

Ala

Gly

Ala
160

Ser

AsSD

Leu

Ile

320

Lys

Lys

His



Phe

Ala I

385

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

465

Asp

Asn

Ile

Glu
Ala
625

Ser

Asn

His

370

Asp

Asn

Gly

Tyr

450

Lys

Asp

Gly

Asp

Glu
530

Lys

Thr

Asn

Thr

610

AsSp

Thr

val

Gly

Gly

Lys

435

Arg

Lys

val

Gln

Glu

515

Ala

Thr

aAla

ASp

Asp

Ala

Glu

Asp

Leu

Phe

420

Phe

Pro

Glu

Lys

Glu

500

Asp

ASD

Lys

Ala

Ala

580

Thr

val

Glu

Lys
660

Asn
Phe
His
405
Lys
Tyr

Thr

Gln

Lys

485

Ile

Gly

Asp

Thr

v Q)
(o a N ol

Ala
Asn
Asn
Asp
Thr
645

Gln

Gly
Gly
3980
Met
Gly
Gly
ASp
Asp
470
Ala
Asn

Thr

Phe

Leu
Ly;
Ile
Lys
630

Asn

Thr

DE 601 32978 T2 2009.02.26

Arg
375

Ser

Gly

Thr

Ala
455

Gly

Ala

Gly

Ile

Lys

535

Asn

Glu

Ala

Leu

Val

615

His

Thr

Ala

Pro
Lys
Thr
Trop

Ala
440

Glu

Phe
Thr
520
Gly
Glu
Ile
Bsp
Gly
600
Lys
Ala

Lys

Glu

Ser

Ser

Gln

Thr

425

Gly

Lys
505

Lys

Asn

Glu

Thr

585

Glu

Ile

Glu

Ala

Glu
665

Pro
val
Lys
410
Glu
Glu
Gly
Gly
Ala
490
Ala
Lys
Gly
Lys
Lys
570
Asn
Asp
Ala
ASp

650

Thr

Ser

AsD

385

Phe
Asn
Glu
Gly
Gly
475
Ile
Gly
Aép

Leu

Ala
Ile
Glu
Phe
635

Glu

42/44

Arg

380

Gly

Lys

Gly

val

Phe
460

Gly

Ala

Glu

Ala

Lys

540

Asn

Thr

Ala

Thr

Lys

620

Asn

Ala

Gln

Gly Arg Phe

Ile
Ala
Gly
Ala
445
Gly
Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Thr E

605

Leu

AsSp

val

Asn

Ile
Ala
Gly
430
Gly
Val
Thr
Ala
Ile

510

Ala

val

Lys

Asp

550

Glu

Ile

Lys

val
670

Asp
Ile
415

Asp

Asn

Tyr

495

Tyr

Ala

val

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

655

Asp

Ala

Ser

400

Asp

val

TyTr

Ala

‘Asp

480

Asn
Asp
Asp
Thr
Lys
560

Ala

val

ASp
640

ala
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Lys val Lys Ala Ala Glu Thr Ala Ala Gly Lys Ala Glu Ala Ala Ala
675 680 685

Gly Thr Ala Asn Thr Ala Ala Asp Lys Ala Glu Ala Val Ala Ala Lys
630 635 700

Val Thr Asp Ile Lys 2la Asp Ile Ala Thr Asn Lys Asp Asn ‘Ile Ala
705 710 715 720

Lys Lys Ala Asn Ser Ala Asp Val Tyr Thr Arg Glu Glu Ser Asp Ser
725 ' 730 735

Lys Phe val Arg Ile Asp Gly Leu Asn. Ala Thr Thr Glu Lys Leu Asp
740 745 . 750

‘Thr' Arg Leu Ala Ser Ala Glu Lys Ser Ile Ala Asp His Asp Thr Arg
755 760 765

Leu Asn Gly Leu Asp Lys Thr Val Ser Asp Leu Arg Lys Glu Thr Arg
770 775 . 780

Gln Gly Leu Ala Glu Gln Ala Ala Leu Ser Gly Leu Phe Gln Pré YT
785 750 795 800 .

Asn Val Gly Arg Phe Asn Val Thr Ala Ala Val Gly Gly Tyr Lys Ser
805 ) 810 815

Glu Ser Ala Val Ala Ile Gly Thr Gly Phe Arg Phe Thi‘ Glu Asn Phe
820 825 . 830

Ala Ala Lys Ala Gly Val Ala Val Gly Thr Ser Ser Gly Ser Ser Ala
835 840 845

Ala Tyr His Val Gly Val Asn Tyr Glu Trp
850 BS5

Patentanspriiche
1. Hybrid-Protein der Formel NH,-A-B-COOH, wobei A das Protein AG287 aus Neisseria umfasst und B
das Protein 953 aus Neisseria umfasst, und wobei die Aminosauresequenz des Hybrid-Proteins wie in SEQ ID
NO: 6 dargestellt ist oder eine Sequenz ist, die dazu eine Sequenzidentitat von mehr 70% aufweist.

2. Protein nach Anspruch 1, wobei AG287 aus dem N.meningitidis-Stamm 2996 oder dem N.meningiti-
dis-Stamm 394/98 ist.

3. Protein nach Anspruch 1, wobei 953 aus dem N.meningitidis-Stamm 2996 oder dem N.meningiti-
dis-Stamm 394/98 ist.

4. Protein nach Anspruch 1, wobei A und B aus dem gleichen Stamm von N.meningitidis sind.

5. Protein nach Anspruch 1, umfassend die in SEQ ID NO: 6 genannte Aminosauresequenz.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIGUR 1—AG287—919
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FIGUR 3 — AG287—961
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