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RESUMO

COMPOSICOES IMUNOGENICAS PARA ESTREPTOCOCOS PIOGENES

A  invencdo inclui um antigénio GAS, GAS 40, que ¢&
particularmente adequado para utilizacdo, quer isoladamente
ou em combinacdo com antigénios GAS adicionais, tal como
GAS 117, GAS 130, GAS 277, 236 GAS, GAS 40, GAS 389, GAS
504, GAS 509, GAS 366, GAS 159, GAS 217, GAS 309, GAS 372,
GAS 039, GAS 042, GAS 058, GAS 290, GAS 511, GAS 533, GAS
527, GAS 294, GAS 253, GAS 529, GAS 045, GAS 095, GAS 193,
GAS 137, GAS 084, GAS 384, GAS 202, e GAS 057



DESCRICAO

COMPOSICOES IMUNOGENICAS PARA ESTREPTOCOCOS PIOGENES

CAMPO DA INVENCAO
Esta invencdo estd no campo da imunologia e vacinologia.
Em particular, refere-se a antigénios derivados de

Streptococcus pyogenes e a sua utilizacdo em imunizacéo.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Os estreptococos do Grupo A ("GAS", S. pyogenes) & um
agente patogénico humano frequente, gque se estima estar
presente em entre 5-15% dos individuos normais, sem sinais
de doenca. Quando as defesas do hospedeiro estédo
comprometidas, ou quando o organismo é capaz de exercer a
sua viruléncia, ou gquando ¢é introduzido em tecidos ou

hospedeiros wvulnerédveis, no entanto, ocorre uma infeccéo

aguda. Doencas relacionadas incluem febre puerperal,
escarlatina, erisipela, faringite, impetigo, fasceite
necrosante, miosite e sindrome do choque todxico
estreptocdcico.

GAS ¢é uma bactéria Gram positiva em forma de coco, né&o
formadora de esporos, gque normalmente ocorre em cadeias ou
em pares de células. Apesar da S. pyogenes poder ser
tratada com antibidéticos, é desejada uma vacina profilédtica
para prevenir o aparecimento da doenca. Os esforcos para
desenvolver uma vacina deste tipo estdo em curso had muitas
décadas. Embora varias abordagens vacinais de GAS tenham
sido sugeridas e algumas abordagens estejam atualmente em
testes clinicos, até ao momento, ndo existem wvacinas GAS

disponiveis para o publico.



A SEQ ID N°: 9188 da WO 02/034771 proporciona a sequéncia
de aminodcidos de GAS40. A WO 02/034771 discute o uso de

antigenos de GAS em composicdes imunogénicas.

A WO 2004/078907 (que foi publicada em 16 de Setembro de
2004 e enguadra-se nos termos do artigo 54 (3) EPC) também
fornece a sequéncia de aminodcidos de GAS40 e discute o uso

de antigenos de GAS em composicgdes imunogénicas.

E um objecto da invencido proporcionar outras composicdes
melhoradas e proporcionar imunidade contra a doenca de GAS
e/ou infeccdo. As composicdes incluem GAS40, um factor de
viruléncia GAS identificado ©pelos Requerentes, que &
particularmente adequado para uso em vacinas. Além disso,
as composicdes sdo baseadas numa combinacdo de dois ou mais

(por exemplo, trés ou mais) antigénios GAS.

SUMARIO DA INVENCAO

Os requerentes descobriram um grupo de trinta antigénios de
GAS que sdo particularmente adequados para fins de
vacinacdo, particularmente quando utilizados em combinacéio.
Além disso, o0s requerentes identificaram um antigénio GAS
(GAS 40), que ¢é particularmente imunogénico usado
isoladamente ou em combinacdo com antigénios adicionais de

GAS.

A invencdo proporciona uma composicdo imunogénica que
compreende uma combinacdo de antigénios de GAS, consistindo
a referida combinacdo de 2 a 10 antigénios GAS, na qual a
referida combinacdo inclui GAS40, sendo o dito "GAS40" uma
proteina gque compreende uma sequéncia de aminoacidos (a)

que tem 95% ou mais de identidade a SEQ ID N°: 1 e/ou (b)
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que ¢é um fragmento de pelo menos 200 aminoécidos
consecutivos da SEQ ID N°: 1 e em que a referida combinacédo
inclui GAS57, sendo o dito "GASLH7" uma proteina que
compreende uma sequéncia de aminodcidos (a) que tem 95% ou
mais de identidade com a SEQ ID N°: 116 e/ou (b) que é um
fragmento de pelo menos 200 aminodcidos consecutivos da SEQ
ID N°: 1l16. A presente invencdo proporciona também a
composicdo para utilizacdo em terapia. A invencdo também
fornece um método de fabrico dessa composicéo. A invencéo
também proporciona um kit compreendendo um primeiro

componente que compreende esta composicédo.

Por conseguinte, a invencdo proporciona uma composicédo
imunogénica compreendendo GAS 40 (incluindo os seus
fragmentos ou um polipeptideo com uma identidade de
sequéncia com esta). Um fragmento preferido do GAS 40
compreende uma ou mais regides de espiral enrolada. A
invencdo proporciona uma composicéo imunogénica que
compreende uma combinacdo de antigénios de GAS, consistindo
a referida combinacdo de 2 a 10 antigénios GAS, na gqual a
referida combinacdo inclui GAS 40 ou um seu fragmento ou um
polipeptideo que possui identidade de sequéncia com esta, e
GAS 57 ou um seu fragmento ou um polipeptideo com uma
identidade de sequéncia com esta. De preferéncia, a
combinacdo ¢é constituida por trés, quatro, cinco, seis,
sete ou antigénios GAS. Ainda mais preferivelmente, a
combinacdo ¢é constituida por +trés, quatro, ou cinco

antigénios GAS.

Também se descreve aqui uma composicdo imunogénica que
compreende uma combinacdo de antigénios GAS, a referida
combinacdo consistindo de 2 a 31 antigénios GAS de um

primeiro grupo de antigénio, o referido primeiro grupo de



antigénio consistindo em: GAS 117, GAS 130, 277 GAS, GAS
236, GAS 40, GAS 389, 504 GAS, GAS 509, GAS 366, GAS 159,
217 GAS, GAS 309, 372 GAS, GAS 039, GAS 042, GAS 058, GAS
290, GAS 511, GAS 533, GAS 527, GAS 294, GAS 253, GAS 529,
GAS 045, GAS 095, GAS 193, GAS 137, GAS 084, GAS 384, GAS
202, e GAS 057. Estes antigénios sdo aqui referidos como o
"primeiro grupo de antigénio. De preferéncia, a combinacédo
de antigénios GAS consiste de trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez ou antigénios GAS selecionados a
partir do primeiro grupo de antigénio. De preferéncia, a
combinacdo de antigénios GAS consiste de trés, guatro, ou
cinco antigénios de GAS selecionados a partir do primeiro

grupo de antigénio.

GAS 39, GAS 40, GAS 57, GAS 117, 202 GAS, GAS 294, GAS 527,
GAS 533, e GAS 511 s&o antigénios GAS particularmente
preferidos. De preferéncia, a combinacdo de antigénios GAS
inclui um ou ambos GAS 40 e GAS 117 Preferivelmente, a

combinacdo inclui GAS 40.

Os exemplos representativos de algumas dessas combinacdes

de antigénios sdo discutidos abaixo.

A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir em trés
antigénios GAS selecionados a partir do primeiro grupo de
antigénio. Por conseguinte, a combinacdo de antigénios GAS
pode consistir de GAS 40, GAS 117 e um terceiro antigénio
GAS selecionado a partir do primeiro grupo de antigénio.
As combinacdes preferidas incluem GAS 40, GAS 117 e um
terceiro antigénio GAS selecionado a partir do grupo gue
consiste de GAS 39, GAS 57, GAS 202, GAS 294, GAS 527, GAS
533, e GAS b511.



A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir de GAS 40 e
dois antigénios GAS adicionais selecionados a partir do
primeiro grupo de antigénio. As combinacdes preferidas
incluem GAS 40 e dois antigénios GAS selecionados a partir
do grupo que consiste de GAS 39, GAS 57, GAS 117, GAS 202,
GAS 294, GAS 527, GAS 533, e GAS 511. A combinacdo de
antigénios GAS pode consistir de GAS 117 e dois antigénios
GAS adicionais selecionados a partir do primeiro grupo de

antigénio.

A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir em quatro
antigénios GAS selecionados a partir do primeiro grupo de
antigénio. A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir
de GAS 40, GAS 117 e dois antigénios GAS adicionais
selecionados a partir do primeiro grupo de antigénio. As
combinacgdes preferidas incluem GAS 40, GAS 117, e dois
antigénios GAS selecionados a partir do grupo que consiste
de GAS 39, 57 GAS, GAS 202, GAS 294, GAS 527, GAS 533, e
GAS b511.

A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir de GAS 40 e
trés antigénios GAS adicionais selecionados entre o
primeiro grupo de antigénio. As combinacdes preferidas
incluem GAS 40 e trés antigénios GAS adicionais
selecionados a partir do grupo que consiste de GAS 39, GAS
57, GAS 117, 202 GAS, GAS 294, GAS 527, GAS 533, e GAS b511.
A combinacdo de antigénios GAS pode ser constituida por GAS
117 e trés antigénios adicionais selecionados a partir do

primeiro grupo de antigénio.

A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir de cinco

antigénios GAS selecionados a partir do primeiro grupo de



antigénio. A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir
de GAS 40, GAS 117 e trés antigénios GAS adicionais
selecionados a partir do primeiro grupo de antigénio. As
combinacdes preferidas incluem GAS 40, GAS 117 e trés
antigénios GAS adicionais selecionados a partir do grupo
que consiste de GAS 39, GAS 57, GAS 202, GAS 294, GAS 527,
GAS 533, e 511 GAS.

A combinacdo dos antigénios de GAS pode consistir de GAS 40
e quatro antigénios GAS adicionais selecionados a partir do
primeiro grupo de antigénio. As combinacdes preferidas
incluem GAS 40 e gquatro antigénios GAS adicionais
selecionados a partir do grupo que consiste de GAS 39, GAS
57, GAS 117, GAS 202, GAS 294, 527 GAS, GAS 533, e GAS bHl1l1.
A combinacdo de antigénios GAS pode ser constituida por GAS
117 e quatro antigénios GAS adicionais selecionados entre ©

primeiro grupo de antigénio.

A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir de oito
antigénios GAS selecionados a partir do primeiro grupo de
antigénio. A combinacdo dos antigénios de GAS pode
consistir de GAS 40, GAS 117 e seis antigénios GAS
adicionais selecionados a partir do primeiro grupo de
antigénio. A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir
de GAS 40 e sete antigénios GAS adicionais selecionados a
partir do primeiro grupo de antigénio. A combinacdo dos
antigénios GAS pode consistir de GAS 117 e sete antigénios
GAS adicionais selecionados a partir do primeiro grupo de

antigénio.

A combinacdo dos antigénios GAS pode ser constituida por

dez antigénios GAS selecionados a partir do primeiro grupo



de antigénio. A combinacdo dos antigénios GAS pode
consistir de GAS 40, GAS 117 e oito antigénios GAS
adicionais selecionados a partir do primeiro grupo de
antigénio. A combinacdo dos antigénios GAS pode consistir
de GAS 40 e nove antigénios GAS adicionais selecionados a
partir do primeiro grupo de antigénio. A combinacdo de
antigénio GAS pode consistir de GAS 117 e nove antigénios
GAS adicionais selecionados entre o primeiro grupo de

antigénio.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A FIGURA 1 identifica uma sequéncia do peptideo lider, duas
sequéncias em espiral enrolada, uma sequéncia de fecho de
leucina e uma segquéncia transmembranar dentro de uma

sequéncia de amino&cidos GAS 40.

A FIGURA 2 representa um diagrama esquemdtico de GAS 40
identificando uma sequéncia peptidica lider, duas
sequéncias em espiral enrolada, uma sequéncia de fecho de
leucina e uma sequéncia transmembranar, bem como as regides
de espiral enrolada de GAS 40 qgue tém baixo nivel de
homologia com outras proteinas de estreptococos de funcéo

conhecida ou prevista.

A FIGURA 3 inclui a anédlise de alinhamento BLAST das
regides em espiral enrolada de GAS 40 identificadas com

outras bactérias de estreptococos.

A FIGURA 4 mostra a estrutura secundaria prevista para uma

sequéncia de aminodcidos de GAS 40.

A FIGURA 5 ilustra esquematicamente a localizacdo de GAS 40
dentro do genoma GAS. Também inclui a comparacio

esquematica que representa um mutante de GAS com o GAS 40



excluido. Mais detalhes sobre estes esquemas demonstram a
probabilidade de GAS 40 ser adgquirido por transferéncia

horizontal através de um fator transposon.

A FIGURA 6 apresenta a comparacdo de anadlise FACS
retratando a exposicédo da superficie do GAS 40 numa estirpe
de tipo selvagem (e sem exposicdo da superficie do mutante

de delecdo de GAS 40).

A FIGURA 7 apresenta dados da opsonofagocitose para GAS 40

(em varias construcgdes de expressdo).

A FIGURA 8 apresenta dados de imunizacdo e desafio para

varios antigenos GAS da divulgacédo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Como discutido acima, sdo aqui reveladas composicdes que
compreendem uma combinacdo de antigenos GAS, no qual as
combinacdes podem ser selecionadas a partir de grupos de
antigénios, que o0s requerentes identificaram como sendo
particularmente adequados para fins de vacinacéo,
particularmente quando utilizados em combinacédo. A

invencdo proporciona composicdes que compreendem GAS 40.

GAS 40 e os outros antigénios GAS do primeiro grupo de
antigénio estédo descritas em mais detalhe abaixo.
Sequéncias gendmicas de pelo menos trés estirpes de GAS
estdo disponiveis ao publico. A sequéncia genddmica de uma
estirpe M1 GAS é relatada em Ferretti et al, PNAS (2001)
98 (8):4658-4663. A sequéncia genémica de uma estirpe M3
GAS é relatada em Beres et al, PNAS (2002) 99 (15):10078-
10083. A sequéncia gendmica de uma estirpe MI18 GAS é
relatada em Smooet et al, PNAS (2002) 99 (7):40668-4673.

De preferéncia, os antigénios GAS da invencdo compreendem
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uma sequéncia de polinucledétido ou de aminodcido de
estirpes GAS M1, M3 ou MI18. Mais preferencialmente, os
antigénios GAS da invencdo compreendem uma sequéncia de

polinucledtido ou aminodcido de uma estirpe MI1.

Como haverd variacdo entre os antigénios identificados
entre as estirpes dos tipos GAS GAS M e GAS isolados, as
referéncias as sequéncias do aminodcido GAS ou
polinucleotidicas aqui descritas incluem, de preferéncia,
sequéncias de aminodcidos ou de polinucledétidos que tém
identidade de sequéncia com esta. Sequéncias de
aminodcidos ou de polinucledtidos preferidos tém 50% de
identidade de sequéncia ou mais (por exemplo, 60%, 65%,

70%, 75%, 80%, 8b0%, 90%, 091z, 92%, 93%, 943, 95 %, 96%,

97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais). Da mesma forma, as
referéncias a sequéncias de aminoacidos GAS ou
polinucleotidicas aqui reveladas incluem,

preferencialmente, fragmentos dessas sequéncias, (isto &,
fragmentos que retém ou codificam para as propriedades
imunoldégicas do antigénio GAS). Fragmentos de aminoacidos
preferidos incluem, pelo menos, n aminoadcidos consecutivos,
em que n é 7 ou mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18,

20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250
ou mais). Fragmentos de ©polinucledtidos preferidos
incluem, pelo menos, n polinucledétidos consecutivos, em gue
n é& 12 ou mais (por exemplo, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Os fragmentos de aminoacidos
ou polinucleotidicas da invencdo podem nédo ser idénticos as
sequéncias de aminoédcidos ou de polinucledtidos de outras
(ndo-GAS) bactérias (por exemplo, os fragmentos ndo séo

idénticos as sequéncias de outras bactérias Streptococcus).
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(1) GAS 40

GAS 40 corresponde ao numero de acesso M1l GenBank GI:
13621545 e GI: 15674449, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909733, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745402, e também ¢ conhecido como 'Spy0269' (M1),
'SpyM3 0197' (M3), 'SpyMl8 0256 " (M18) e 'prgA'. GAS 40
também tem sido identificado como uma proteina de
superficie de exclusdo putativa. Sequéncias de aminoéacidos
e de polinucledtidos de 40 GAS partir de uma estirpe M1 sé&o
apresentados abaixo e na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 1 e 2.

SEQ I NO+d

MOLEOTE PNOVRORIA LTS TIALLSASVEVSHOVKADDRA SGE TKA SN THIDS LR PET TQRAKAT I DAVER T LEOUKAE
LR LAT AL IR AR I R L RO DN RO R LT S A I TN T LA S SEET L LA O A EHORE LT AT R TE LEMAQR DOHSKETALS
EQKASISARITRANTLVESVK IS EONTARINAMI SN PDAT TRARTANER PTRALS SR LEXARAULENQRARVERGLTREEY
AAGKARLAEREAELSRIKSSARSTODSIVEHNIMEAPQOY PLERLRKLEA SGY I GEAS VNN Y YREHADOT TARASRONGE
NOY QDI FADRNREVOEDNLT PEVONE LAS P AR M IN S VERO LG L PEV TV T AGSOE FARLLS TS Y KK T HGNTRESFVYGRE
GV S GHYGVEPH DR T I I DS AG ARG L I RN DY MY B IGA R DVE T VNG IR BRI Y DS I EML P T DH L HG T YGHE TNE LRV
AN NPV LG RS T SNV S S N B P UM PRSI AN BB SN TR KAVOS TR AORVE T VS DT T AN THOKY SSLENR L SAT
HOEAD IMARQAKY SOLOGR LAS T LR DS LN LOVRILNDTRGS LETELLAAKARDAGLEATRDOSTAR LRSLKBATHOTE
ALAEOAARRVTALVARKAHLOYLROFK LN BNPLOVIRERI DRTKODLAK T ES SLLNAGEALAALOAROSS LEATIATTEH
SLTLIR T LANEXE YRELDED ATV EDEGVAPPLTGVE PL Y SKIDPTPLVOEMVKETHQULEA SAR LAAENT S LVARR LY

O T MU SNE PR T S B T TP SR T Y G S G ST S L T SOV E S TR LB GV LR A VG L T FREBRESK

SEQIDNQ: 2

A TORaC T AR AR A G ARG G AR A A T T A A AR A A T TEC T T T RACE TC AR C AR TTSCT T IA T ECAG TS CCAS
TGO LG T AT T CALCEAG TR A A C AR TGN T AL AG e TR GOAC A AR GAA BCULO L AR T AL TCACCATCATAGTT
P A A GO AR A A A TTCA G AGG AR A GO A AC T A T T O AT GRS T TG AR A AR S T TOAGTCAACAARARGCAGEA
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I GACAGAGC TG TAC AC O T SAC AARR ACTAC TGO TO ASR TURBUCACT PAR ARG AGCACCARCAT ARTOAACAARR
AGCTITARCOTUTGCUACAAGRRATTTACAC ACTETIGCAASTAGTGAGGAGACGUTATTAGUCCAAGGAGCTTARL
ATORRAGAGAGTTARCAGOTANTEARACAGAGCTICATAATGCTU ARG AGATCARCATTCARARCAGRI TGCAT TG TCA
GAACAALA GO AGCA T T T ASC A GAARC TAC T BAGETCALGA T T TAN T GEAACARGTUAMAALETC TRAANARARTAT
ARG AR TGO AT A T TAGC AR TGO I GA TGO TATCAC TAAAGCAGC TCARACEHU TAR T GATAA TACAARAUAT
RGO TOASAAT TEOAGRAGOO T ARAGC TEAL T PAGARAATCRAAARAGC TAARGT TASRAAGCART TCLI TGRAGASTTIC
GLAGCTCRSAMAGC TECTCRAGCAGRAN ARG ARG AGRAC T TAGTCRTCTTARATCU TEAGCTCCHTCTAC TUARGATAG
AT SISO TAATANTACCATO AR AGCADCCCAR GO TATCCICTIGARGARC TPARAMANT IR AR RGCTRRIGET IR TS
P TGEA T CAGC Y AG T TACARTART TA T TAC AR RGAGTATSCAGAT CAART TATTGCCAARGL TAGTCCAGS TAR TN ASTTA
AATCARTACCAAGATAT T CAGCAGATC S TAA T CACIT TR T PEATCCCEATAR PRI CACAL CACAAC TECARRATGRGLY
AGCGOAS T T TOCASOTCATATYGET PAATAGT O T AASAAGACRAT TAGH T TACEAC CAGTTAC TETTACAGCAGEATCAS
ARG AN YA AT A T TAG A AGC AT AR AR A AL TOATOE TAN TACRAAGATCAT AT T IGTL AL GEACAGECA
GEGa AT CAGEE AT T ATSE PG TGO C AT CAT A AR ACT AT TA T TAARGACTOTECLGRAGUGTCAGEGCTEATICG
ARATGATGATARCATCTACGAGEATATOSG TGO T TT TARCGATGTECATACTGEGAR TEGI AT TARALGTSGTATTTATG
ARG A AL A T A R T YT ACAGAT AT T T ACACGEAAA TACATACGECUATHC TAT TAACTT PETACGTHTAGAT
AR AT ARG O T A A TOO GO O T D D T A O GG T I AR CCAGCA R T AT AGRATC T T THARTHARL AC DT TGTARTSTT
PO ARG T ARCAT I TAACCATCA RGO TT TAR TARGACCOC TATARRAGRCGTIGGAAGYACAARAGAT TATGREC
ARAGAGTACCCAL TET AT TCATACTAT TOCACLGATCANAGGARRAG TRAGCTCAT TAGEA AR TUG TETE TCGEL TATY
AT CAAGAAGO TS ATAT TATCGCAG O ARGC TAARG TA RS TCAACT T AR GETARBT TAGCAAGCACAD T TARSCAGTC
A G AR T AAG TGAGACAA T T AR TGATAC TARAGGTTU TT T GAGAACAGAAT PACTAGCAGUTAARGUARR
ARCRRGLAC AACTCGAAGCTACTCETBATC AR T AT AGC PAALC TAGIAT COT TRARAGCCACATTGCACCAGACAGRL
SO T T AG ARG ARG GO AG CAGAGTCACASCAC TGO TEGC TAR AR AGCTOAT T TGCAATATC TAAGEGATT TTRA
AT TGAR IO AR SO T T ARG T GATACG TEAGCOTAT TGATAR TAC TARGCAAGAT TTCCU TARRBRCTRLCTCATCET
DT ARG ACARGAAGE T T TAGCAGCO T TACARGO TAMACARAGCAGTC PAGARGCTACT AT TEC TACCACAGRACEC
CAGTIGACT PL AT CARRACC T AGOY ARG AR AAGEAM T ATO SCCAT P T AGACSARGATS TAGCTAC TETECCTHRTTT
GUARSTASOTCCALCIC T PACGESCOTARARCCCUTATCATATAC TAACATAGATACTACTCCECT TG TTCRAGKAATGS
TTAMAGARACGANACARC TATTARRAGUT TCAGTRAGATTAGL TGO TG AR A AT ACAAGTCI TG TASCABARGLGCTIGTT

GOCCRARCUTCTGAAATCHTAGE ARG TANIGOOAL TG TG CTARRATCACATC TTCGATTACTCARCCOTCATCTAAGAL
ATC

CTCAGEATOTIC TAC AR GAGCAATC TUATT TOTRA TR T TGATGARRG TACTCAAAGAGTTC TTARAGCRS
TGOS TG TCGEOUTCACAGSATT TACG T TCCATARGEARTCTARGTOA

CAGTOGTE

As proteinas GAS 40 para utilizacdo com a invencéo
compreendem uma sequéncia de aminodcidos: (a) possuindo 95%
ou mais de identidade (por exemplo, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 1; e/ou (b) que é um
fragmento de aminodcidos de, pelo menos, n consecutivos da
SEQ ID N°: 1, em que n é 200 ou mais (por exemplo, 250 ou
mais) . Estas proteinas GAS 40 incluem variantes (por
exemplo, variantes alélicas, homélogos, ortdlogos,
pardlogos, mutantes, etc..), da SEQ ID N°: 1. Os fragmentos
preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°: 1. Outros fragmentos preferidos carecem de um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 1.

Por exemplo, numa concretizacdo, a sequéncia de aminodcidos

sublinhada na extremidade do terminal N (sequéncia lider)
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da SEQ ID N°: 1 & removida. (As sequéncias de amino&cidos
e de polinucledtidos para esta sequéncia lider do terminal
N estdo listados na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s:
3 e 4. As sequéncias de aminoidcidos e de polinucledtidos
para o restante fragmento GAS 40 estdo listadas na listagem

de sequéncias como SEQ ID N°s: 5 e 6)

Como outro exemplo, numa forma de realizacdo, a sequéncia
de aminodcidos sublinhada na extremidade do terminal C (a
regido transmembranar) da SEQ ID N°: 1 é removida. (As
sequéncias de aminoédcidos e de polinucledtidos para esta
regido transmembranar estdo listadas na listagem de
sequéncias como SEQ ID N°s: 7 e 8. As sequéncias de
aminodcidos e de polinucledétidos para o restante fragmento
GAS 40 estédo listadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 9 e 10).

Outros fragmentos podem omitir um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal,
dum dominio citoplasmético, dum dominio transmembranar, ou

dum dominio extracelular).

OQutra ilustracdo de dominios dentro de GAS 40 ¢ mostrada
nas FIGURAS 1 e 2 Como mostrado nestas figuras, uma
sequéncia de aminoacidos para GAS 40 (SEQ ID N°: 1) contém
uma sequéncia lider de peptideo nos aminodcidos 1-26 (por
exemplo, SEQ ID N°: 3), uma primeira regido em espiral
enrolada nos aminodcidos 58-261 (SEQ ID N°: 12), uma
segunda regido em espiral enrolada geralmente nos
aminodcidos 556-733 (SEQ ID N°: 13), uma regido de fecho de
leucina nos aminoacidos 673-701 (SEQ ID N°: 14) e uma

regido transmembranar nos aminoadcidos 855-866 (SEQ ID N°:
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11). A Figura 1 ilustra essas regides dentro de uma
sequéncia de aminoadcidos para GAS 40, enquanto a Figura 2
representa, esquematicamente, estas regides ao longo do

comprimento da proteina GAS 40.

As regides em espiral enrolada identificadas dentro do GAS
40 s&do susceptiveis de formar bobinas helicoidais alfa.
Estas estruturas sdo frequentemente envolvidas em
interacdes de oligomerizacdo, por exemplo, entre diferentes
regides da proteina, ou entre regides de duas proteinas
distintas. O motivo de fecho de leucina no interior da
segunda regido em espiral enrolada contém uma série de
residuos do aminodcido leucina (ou isoleucina), espacados
de tal forma a permitir que a proteina forme uma interacédo
de oligomerizacdo especializada entre duas hélices alfa.
Num motivo de fecho de leucina, de preferéncia, existem
seis residuos de aminoadcido intercalados entre os residuos
de leucina repetidos. Numa estrutura oligomérica de fecho
de leucina, as hélices alfa s&do pensadas para serem
mantidas juntas por interacdes hidrdfobas entre residuos de
leucina, gue estdo 1localizados em cada um dos lados da
hélice. Motivos de fecho de leucina estdo frequentemente
envolvidos em interacdes de dimerizacédo. A localizacdo do
motivo de fecho de leucina no interior da regido em espiral
enrolada indica ainda a probabilidade de que esta regido da
proteina GAS 40 esteja envolvida numa interacdo de

oligomerizacédo.

A FIGURA 2 também ilustra que hé& um baixo nivel de
homologia entre algumas das regides identificadas Da
proteina GAS 40 e outras proteinas de estreptococos com
duas estruturas tridimensionais conhecidas ou previsiveis,

ou localizacdo da superficie. Esse Dbaixo nivel de
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homologia pode indicar estruturas secundirias semelhantes
ou mesmo funcdo. Por exemplo, os aminodcidos 33-324 de GAS
40, incluindo a primeira regido em espiral enrolada, tém
aproximadamente 22% de identidade de sequéncia com uma
regido (aminocécidos 112-392) de uma proteina a partir de
Streptococcus gordonii chamada precursor de proteina de
superficie de estreptococos A ("SpA") (referéncia GenBank
GI 25990270, SEQ ID N°: 15). Esta proteina é provavelmente
uma proteina de superficie de adesdo, envolvida com a
adesédo de estreptococos com membranas de células
hospedeiras de mamiferos. O SpA S. gordonii é um membro
da familia estreptocédcica de antigénios I/II de adesdes de
proteina e reconhece a glicoproteina salivar aglutinina
(gp-340) e colagénio tipo I. Os aminoacidos 33-258 de GAS
40 também mostram baixo nivel de identidade de sequéncia
(23%) com outra proteina S. gordonii, estreptococos na
superficie da proteina precursora B (referéncia GenBank GI

25055226, SEQ ID N°: 16).

Uma regido semelhante de GAS 40, gque também se sobrepde com
a primeira regido em espiral enrolada (aminoacidos 43-238)
demonstra cerca de 23% de identidade de sequéncia com uma
regido (aminodcidos 43-238) de uma proteina a partir de
Streptococcus pneumoniae denominada proteina precursora de
superficie PspA (referéncia Genbank GI 282335, SEQ ID N°:
17). O dominio do terminal amino de PspA pensa-se ser
essencial para a viruléncia pneumocdcica completa, e o0s
anticorpos monoclonais produzidos contra ele protege os
ratos contra infecc¢des por pneumococos. O dominio PspA tem
uma forma monomérica com um racio de forma axial de cerca
de 1:12, tipico de proteinas fibrosas. As analises das

sequéncias indicam uma estrutura alfa-helicoidal em espiral
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enrolada para esta molécula monomérica, com poucas pausas

do tipo laco em helicidade.

A segunda regido de espiral enrolada de GAS 40 contém cerca
de 46% de identidade de sequéncia com uma regido
(aminoédcidos 509-717) de uma ©proteina a partir de
Streptococcus equi chamadas proteinas imunorreativas S5e89.9
(referéncia Genbank GI 2330384, SEQ ID N°: 18) (a sequéncia
de comprimento total para S €89.9 também estd disponivel em
http://pedant.gsf.de). Esta proteina de Streptococcus equi
é predita para ser uma superficie exposta. O alinhamento
BLAST de cada uma destas sequéncias de estreptococos com

GAS 40 é apresentado na Figura 3.

Além disso, outra ilustracéo de duas estruturas
bidimensionais de GAS 40 ¢ mostrada na Figura 4. Em
primeiro lugar, a Figura 4 (a) apresenta a anéadlise da
estrutura secundaria prevista alinhada contra a sequéncia
de aminoédcidos para GAS 40. As regides alfa helicoidais
previstas da Figura 4 correspondem geralmente as
anteriormente observadas regides em espiral enrolada. Na
Figura 4 (b), a previsdo PairCoil é utilizada para prever o
local das espirais enroladas putativas. Aqui, duas regides
helicoidais s&do identificados, geralmente correspondentes a
primeira e segunda regides de espiral enrolada. A Figura 4
(c), salienta a regido de fecho de leucina e ilustra a
leucina regularmente repetida (isoleucina) ou residuos de
aminoadcidos que sdo susceptiveis de participar no fecho de

leucina.

Por conseguinte, a primeira regido de espiral enrolada de

GAS 40 compreende uma sequéncia de aminoidcidos de pelo
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menos dez (por exemplo, pelo menos 10, 13, 15, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 70, 90, 100 ou mais) residuos de
aminodcidos consecutivos, selecionados a partir da metade
do terminal N de um comprimento total da sequéncia de GAS
40, e prevista para formar um complexo alfa-helicoidal com
base nas caracteristicas funcionais dos <residuos de
aminoadcidos na sequéncia. A SEQ ID N°: 12, é uma primeira

regido em espiral enrolada preferida do GAS 40.

A segunda regido em espiral enrolada de GAS 40 compreende
uma sequéncia de aminoidcidos de pelo menos dez (por
exemplo, pelo menos 10, 13, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
70, 90, 100 ou mais) residuos de aminoadcidos consecutivos,
selecionados a partir da metade do terminal C de
comprimento completo da sequéncia GAS de 40, e prevista de
modo a formar um complexo alfa-helicoidal com base nas
caracteristicas funcionais dos residuos de aminocdcidos na
sequéncia. A segunda regido em espiral enrolada, de
preferéncia inclui um motivo de fecho de leucina. A SEQ ID
N°: 13, é uma segunda regido espiral enrolada preferida de

GAS 40.

As regides em espiral enrolada de GAS 40 sdo susceptiveis
de serem envolvidas na formacdo de oligdmeros, tais como
dimeros ou trimeros. Esses oligbmeros poderiam ser
homémeros (contendo duas ou mais proteinas GAS 40
oligomerizadas juntas) ou heterdmeros (contendo uma ou mais
proteinas GAS adicionais oligomerizadas com GAS 40).
Alternativamente, as primeira e segunda regides de espiral
enrolada podem interagir em conjunto no interior da
proteina GAS 40 para formar reacgdes oligoméricas entre a

primeira e segunda regides em espiral enrolada.
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Deste modo, numa forma de realizacdo, as composicdes da
invencdo incluem um antigénio GAS 40 sob a forma de um
oligbmero. O oligbmero pode compreender mais dois
antigénios GAS 40 ou os seus fragmentos, ou pode
compreender GAS 40 ou um seu fragmento oligomerizado para
um segundo antigénio GAS. 0Os fragmentos GAS 40 preferidos
compreendem uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo gue consiste na primeira regido em espiral
enrolada e na segunda regido em espiral enrolada. Tais
fragmentos GAS 40 preferidos podem ser utilizados sozinhos

ou em combinacdes da invencédo.

As sequéncias de polinucledétidos GAS e de aminoéacidos da
invencdo podem ser manipuladas para facilitar ou optimizar
a expressido recombinante. Por exemplo, a sequéncia lider
do terminal N pode ser substituida com uma sequéncia qgue
codifica para uma proteina de marcacdo tal como poli-
histidina ("HIS™) ou glutationa-S-transferase ("GST"™) .
Tais proteinas de marcacdo podem ser utilizadas para
facilitar a purificacéo, deteccdo e estabilidade da
proteina expressa. As variacdes de tais modificacdes para
GAS 40 s&do discutidas abaixo. Tais modificacgdes podem ser

aplicadas a qualgquer uma das proteinas GAS da invencéo.

Um exemplo de uma sequéncia 40 GAS tanto com a tag GST como
HIS é aqui denominada como "GST 40 HIS". Esta construgéo
inclui a sequéncia GAS 40 onde a sequéncia lider ¢é
removida, uma sequéncia de marcacdo de codificacdo de GST é
adicionada a extremidade do terminal N, e uma sequéncia de
marcacdo de codificacdo HIS ¢é adicionada ao terminal C
(usando, por exemplo, um vector pPGEXNNH com os locais de
restricdo Ndel e Notl). As sequéncias polinucleotidicas e

de aminoadcidos para a regido fundida da marcacdo GST, a
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sequéncia 40 GAS e o terminal C de marcacdo HIS de GST

40HIS sdo mostradas nas SEQ ID N°s: 19 e 20.

Alternativamente, pode ser usada uma uUnica sequéncia de
marcacédo. Umn exemplo de uma segquéncia GAS 40 com apenas
uma marcacdo HIS é denotado como "40a-HIS"™. Esta construcédo
inclui a sequéncia GAS 40, onde a sequéncia lider do
terminal N e o terminal C que contém a sequéncia
transmembranar é removido. Nesta construcdo, a sequéncia
de marcacdo HIS é adicionada ao terminal C (utilizando, por
exemplo, um vector de clonagem tal como pET21b + (Novagen)
para os locais de restricdo Ndel e Notl). As sequéncias
polinucleotidicas e de aminodcidos para 40a-HIS sé&o

mostradas nas SEQ ID N°s: 21 e 22.

Além da adicdo de marcacdes de purificacdo, a expresséo
recombinante também pode ser facilitada através da
optimizacdo de sequéncias de codificacdo para as mais
abundantes ou acessiveis ao hospedeiro recombinante. Por
exemplo, a sequéncia polinucleotidica AGA codifica um
residuo de aminoacido arginina. A arginina pode também ser
codificada pela sequéncia polinucleotidica CTG. Este cbdéo
CTG é preferido pelas enzimas de translacdo em E. coli. Na
sequéncia polinucleotidica 40a-HIS da SEQ ID N° 21, um
terminal C de CTG que codifica ©para arginina foi

substituido com CGT.

Os seguintes cbéddos sdo geralmente sub-representados no
E.coli: AGA, AGG e CGA. Quando estes cdéddos ocorrem numa
sequéncia polinucleotidica GAS, podem ser substituidos com
um dos outros dois cdddos opcionais que codificam para o

mesmo residuo de aminoécido.
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Um total de trés cbdédédos ATG sdo optimizados para CTG na
construcdo "40a-RR-HIS", a SEQ ID N°s 23 e 24. A SEQ ID N°
23 ¢é também mostrada abaixo, com os cdbdddos optimizados
sublinhados. (com excecdo do cdéddo de optimizacédo

adicional, 40a-RR-HIS é idéntico a 40a-HIS).

SEQIDN: 23
&TE%GTGTA%CG’I‘?&TGTCACCA;AGTCAAMGAGATG&TAGAGCC-’I‘CAGGAGARAC{%AGGCG?;GTAAT}\.CTCACG&CG
_&TAG”TT&CFR}'\AA(‘L AGARRCAATICAACALGEC AR AGCC AR T AT TCATGCASTIGAALARACTC P UAGTUARCAASA
ACEAGRACTREACAGSAGCTITECTALCCCTCTCACASAAACTACTGUTGAARTCARCCACTTAR ARG ACCARCARGATANT
GARCHABARGT TTTAAC TGO AC AR GARA DT PACACTAATACTOITEC ARG TASICAGGACARC GO TATTASCCCAAG
GAGCCEAACATCARRGASAGT P AAC ACU TR TRARACSGAGC T ICATARTGCTCRAGCAGATCARCATICAMARGAGAL
PG AT AN A AT AR ARAU PAGC AT TCAGCAG A A SO P AC T GAGC TC AR AT P PAG P HCARC BASTCARAACETLT
C..-AACAI@.ATN FTGCTARGCTCAATECTATEATTAGCARICCTCATCOTATCAC TARAGTAGCTCAARACIGGCTARTGATA
TR AGC AT ARG T CAG AN T T EC ARG GO TAANGCT GAC T TAGRARATCAAABAGC TABAG T TARMRLGCARTT

S TERAGAGTTEECACCTCARRA AU TECTC TAGCAGR AR AAGACGUAGAAC T TASTCOTCTTAAATC OTUAGCILCS
PO A T AR D ARG A TGS T A A A A A TG AR A G A G ARG GO T A TCC T TS A SAB CT DA DAR N PIAG
ARG T A T T TG T A GO DA G T A C A A A A T TR TAC AR A GACGCA TG A CATC ARA T TAT T CO AR GO PAG
OV AGETRRTC AR T TARATC AATACCAAGE TAT TCCAGCAGRTC G T AR CAC T I Te T GATCOREA TAR TTTGACRECA
AT A AR R T GG A GO A TG GO T A A A T AR T AC T T A G oG L O AR T TAGSTOT AT D ACCALTTA
ST T AL O G TC R ARG AN TP TCOARGAT TAC TR AT ACCAGC PATARCARSACTCATOR TAAT AL ARGATCRTC
ATTTGT“T&CG&ACﬁGCL%”GGGTAfCAmGGCPTTATGGTGTTGG&ICTCA“CATAAAACTA“TATT@!&¥TACTCT””C

SEAGCO AN erO T A T CARA TR T RA AR AT TAC A CRA TA T COEPGC T TI TAACSATE TEOATAC TATRALTG
GTATIARALG TR T T ATERC AN AT A AT A TA TEC IO TTTAC AGA TC AT T T EC ACGERA R TAL A T AU BECOALEE
AT AR TP T P A TGP ACA TR ARG A TA A CE TAR TEC GO T T P T A O T TG RAT I T TCAACEAGUAATETRGEA T
P GAN P GRS P AR TR T T ASAG T C T AR CA T GO T ARC T AT CAAC ST TTAR T AAGACC U TAT AARAGTTC
TmeuaAGTACAﬁgauA ATPCCCAAAGAG"AP"chSTGTATC”GAmnCTATTGcAGCGAICAAAFG%xxaabﬁaaacwc

AT AGA ARG T G TG GC T T AT AA S A A GO TEAT AT TATEGC AGCOCARGE TARACTARGTC AAC PIC AASS
AAAWiAUCAACPACAC“TAAGCAGWCA&&CAGLTT%AATFTCPRAhWGéhA AT TAANTEATACTAR G rcwwm&n
GAACACARTTADTAGCAGC TABAGEABAACAAGCACAACTCCAAGLTACTCETERATCARTCATTAGU TARGT TAGCATC
SR A R O T AT AR DA G A A G T A G AGA G ARG GO ABE CALKG T GACANCACTER T BEC TR ARAAR
GO AP T TG AT A TAAGRGAC T D AR TCAR T O TAAL CEC D TCARS TR TACCTRACTGC AT T CATAATAL TA
AR AR AT TR0 TR TACC T AT I T TP TARATOCACAAGARGCT TTABCASCCTTACARSC T ARACARNGCAS
TP AGR AT T A T T G DA A AGA A C A C A N T S A T T O T T A R AL O T T AGC DA A G MARGG R ATATCEOAC
A AR A TG AP R TG TR T PG AR G TAGC T O T O T TAC GO ET A AR CCEUEATCATATARTA
AR AGA T A TR IO GG D TS T I A AR TG T TR ARG AR A G AR CA A TAT T A ARG O T I CAGTA B FAT TGO TES
TR AR DA AR T TS ACC A A A GO B T TOT TECCCAAACC IO TR A AT B TACC ABS AR TOCCA TIGTGTCTAAS
A“CRC T T AT A T AGCCC T CA TS TARG ACATC T TATGGC TCASRATCT TE TACBACCAGUAN TCTCATITOTS
PEAARRIACICARGHE RCBECERCACTCEABOACCACTACCACCACCACTAL

A optimizacdo do cdéddo também pode ser utilizada sem uma
marcacdo de purificacdo. A construcdo "40a-RR-Nat", SEQ ID
N°s: 25 e 2o, fornece um exemplo. Esta construcédo
compreende GAS 40 sem a sequéncia lider do terminal N e a
sequéncia da transmembrana do terminal C, com trés
optimizacdes de cddédos (e ndo inclui uma sequéncia de

marcacdo HIS).

Diferentes vectores de clonagem podem ser utilizados para

optimizar a expressdo em células hospedeiras diferentes ou
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sob diferentes condicgbes de cultura. As construcdes acima
discutidas usavam o vector pET21b+ (Novagen) que inclui um
promotor indutivel por IPTG. Como alternativa, um vector
de expressdo de transporte de E. coli/B. subtilis como
pPSM214gNH pode ser utilizado. Este wvector wutiliza um
promotor constitutivo em vez de um promotor indutivel por
IPTG. Umn exemplo de uma construcdo de GAS 40 utilizando
este vector é denotado como "HIS-40a-NH", SEQ ID N° s 27 e
28. Nesta construcdo, tanto a sequéncia lider do terminal N
como a sequéncia transmembranar do terminal C @ sé&o
removidas, e é adicionado um marcador HIS ao terminal N.
Aminodcidos adicionais do terminal N s&do introduzidos com a
clonagem. Além disso, s&o indicadas duas alteracdes de
nucledétidos gque provavelmente ocorrem durante a PCR -
nenhuma destas modificacdes resulta em alteracdes de

aminoéacidos.

Como outra alternativa, pode ser wusado o vector de
transporte pSM214gCH. Um exemplo de uma construcdo de GAS
40 utilizando este vector é denotado como "HIS-40a-CH", SEQ
ID N°s: 29 e 30. Nesta construcdo, a sequéncia lider do
terminal N e a sequéncia transmembranar do terminal C séo
removidas e o marcador HIS é colocado no terminal C. Dois
aminoadcidos adicionais sdo também introduzidos no terminal
amino. Trés alteracdes de nucledtidos introduzidas com a
clonagem sdo mostradas na sequéncia de ADN, com uma troca
de aminocécido resultante indicado na sequéncia da proteina

(a partir dos aminoécidos de F para S).

A optimizacdo do cdédédo também pode ser utilizada com estes
vectores de clonagem alternativos. A construcdo de GAS 40

"HIS-40a-RR-NH" compreende a construcdo "HIS-40a-NH" com
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trés otimizacdes do cdddo. HIS-40a-RR-NH é apresentada na

listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 31 e 32.

Deste modo, os antigénios GAS utilizados na presente
invencdo podem ser produzidos de forma recombinante
utilizando construcdes de expressdo que facilitam a sua
producdo recombinante. Modificacdes de sequéncia para
facilitar a expressdo preferidas podem ser selecionadas a
partir do grupo gque consiste de (1) a adicdo de uma
sequéncia de marcador de purificacdo e (2) optimizacdo de

cbddios.

Como discutido acima, os requerentes identificaram GAS 40
como sendo particularmente adequado para utilizacdo em
composicdes imunogénicas, quer isoladamente ou em
combinacdes. O uso de GAS 40 como um antigénio GAS
particularmente eficaz é apoiado pela sua associacdo com a
viruléncia, a sua localizacdo superficial, a sua eficéacia
em ensaios opsonofagocitose bacterianos e em experiéncias
de desafio de imunizacéo. Além disso, a aqguisicéo
horizontal potencial deste factor de viruléncia indica que
este antigénio pode ser especifico para GAS (em relacdo a
outras bactérias de estreptococos). Um apoio adicional para
as propriedades antigénicas de GAS 40 também inclui a
identificacdo de regides de espiral enrolada dentro da
estrutura bidimensional do GAS 40, e o baixo nivel de
homologia destas regides com proteinas de superficie de
outras bactérias estreptocdcicas, incluindo algumas

proteinas de adesé&o.

A andlise da localizacéo de GAS 40 dentro do

genoma Streptococcal pyogenes feita pelos requerentes
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indica que este fator de viruléncia foi provavelmente
adquirido pelo GAS durante a evolugdo como um resultado de
uma transferéncia horizontal de genes. A Figura 5 descreve
GAS 40 dentro do genoma do GAS. E precedido na extremidade
5'" por uma sequéncia designada " —repressor do operao
purina"™ ou "purR". E seguido na extremidade 3' por duas

sequéncias que codificam para proteinas ribossomais

designadas "proteina ribossdémica S12", ou "rpsL" e
"proteina ribossomal ST" ou "rpsG". (sequéncias de
aminodcidos e polinucleotidicas para estes genes

flanqueadores estdo disponiveis ao publico no GenBank
(sequéncias PurR podem ser encontradas por exemplo na
referéncia Genbank GI 15674250. As sequéncias Rpsl podem
ser encontrada por exemplo em referéncia Genbank GI
15674250. As sequéncias RpsG podem ser encontradas por
exemplo sob a referéncia Genbank GI 15674250. Notavelmente,
existem duas sequéncias de promotores putativos designados
no inicio da sequéncia de rpsL. A Figura 5B retrata um
mutante GAS onde uma grande parte do GAS 40 é eliminado. A
Unica porcdo da sequéncia de GAS 40 restante corresponde
aos polinucledétidos 1-97 da SEQ ID N°: 2. A delecdo incluiu
um dos promotores rpsl, deixando o segunda, P*,
intacto. (As setas horizontais sublinhando o esquema

indicar a regido excluida).

A Figura 5C fornece detalhes adicionais sobre a sequéncia
GAS de tipo selvagem. Aqui, sdo mostradas as sequéncias de
repeticéo direta, designadas “RD”, flanqueando as
extremidades 5 e 3! de GAS 40 (As sequéncias
correspondentes na delecdo do 40 GAS mutante sédo
identificadas na Figura 5D). Estas sequéncias repetidas
diretas s&do cerca de 8 pares de bases. Um exemplo de um tal

par de bases da repeticdo direta compreende a SEQ ID N°:
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136. Tais motivos de sequéncia dentro de um genoma
bacteriano indicam frequentemente uma transferéncia
horizontal de genes. Experiéncias de infeccéo in
vivo mostram gque o mutante de delecdo de 40 GAS & em
vadrios registos menos virulento do que a estirpe de tipo
selvagem. (Os pormenores desta experiéncia estdo indicados

no Exemplo 2).

A combinacdo da presenca das sequéncias de repeticdo direta
de flanqueamento e a viruléncia associado com GAS 40 sugere
fortemente que a sequéncia GAS 40 foi adquirida
horizontalmente por Streptococcus pyogenesdurante durante a
evolucdo. Nomeadamente, enquanto Purr e rpslL afins estéo
presentes em bactérias estreptocdcicas
relacionadas Streptococcus agalactiae e Streptococcus
mutants, nenhuma destas bactérias s&o conhecidas por terem
um GAS 40 homdélogo. (a Figura 5HE fornece esquematicamente a
localizacdo dos homdélogos purR, rpslL, e 1rpsG dentro
de S. Agalactiae (estreptococos do grupo B) e mostra a
percentagem de homologia dos GBS homdélogos com os homdlogos
GAS. Notavelmente, os genomas de GBS geralmente s possuem
uma das sequéncias de repeticdo direta - e ndo contém um
par de sequéncias de repeticdo direta de flangqueamento da

sequéncia GAS 40).

A localizacdo da superficie de GAS 40 estd ilustrada pelo
diagrama de FACS apresentado na Figura 6. (Discussdo dos
protocolos relacionados com a andlise de FACS & apresentada
no Exemplo 1). A Figura 6 inclui diagramas FACS, tanto para
o GAS do tipo selvagem (designado DSM 2071, um tipo M23 de
GAS) e o mutante de delecdo (designado DSM 2071A40). A
mudanca de absorvadncia para a estirpe de tipo selvagem
indica que o GAS 40 é reconhecido na superficie da bactéria
por anticorpos anti-GAS 40 (e que ndo ¢é reconhecido na

superficie do mutante de supressio).
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A exposicdo da superficie de GAS 40 ¢é adicionalmente
demonstrada por um ensaio de opsonofagocitose bacteriana
ilustrado na Figura 7 e no Exemplo 3. Neste ensaio, as
estirpes de GAS sdo incubadas com soros pré-imunes e
imunes, polimorfonucleatos e complemento. (0O soro imune é
gerado por imunizacdo de rato com a proteina GAS indicada).

A fagocitose ou crescimento das bactérias sdo medidos de

forma logaritmica. Barras de histograma positivos
representam a fagocitose (ou morte bacteriana). Barras de
histograma negativos representam o crescimento

bacteriano. Como mostrado na Figura 7, 08 soros imunes
gerados por cada uma das proteinas expressas GAS40 resultou

numa reducdo de bactérias (barras do histograma positivo).

Os estudos de desafio de imunizacdo com GAS 40 séo
discutidos em detalhe no Exemplo 4. Tal como € mostrado no
presente exemplo, o GAS 40, tal como produzido wusando
varias construcbes, oferece protecédo substancial em
ratinhos adultos. Notavelmente, a maioria das construcdes
GAS40 fornece quase tanta protecdo quanto a proteina GAS
M. (a proteina GAS M ¢é utilizada para comparacdo, uma vez
que €& conhecida por ser altamente imunogénica. No entanto,
a proteina M ndo ¢é geralmente considerada como uma
candidata a wvacina GAS adequada uma vez gue varia
amplamente entre as estirpes GAS e possui epitopos com
potencial reatividade cruzada com os tecidos humanos). Além
disso, um fragmento do terminal N de GAS 40 também
proporcionou uma protecdo significativa neste modelo. O
fragmento do terminal N compreende cerca de 292 aminodcidos
a partir do terminal N de GAS 40 que se sobrepdem com a
primeira regido em espiral enrolada. "40N-HIS" (SEQ ID N°s.
33 e 34) ¢é um exemplo deste fragmento GAS 40, gue
compreende a regido em espiral enrolada de GAS 40 e um

marcador de HIS do terminal C.
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(2) 117 GAS

GAS 117 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13621679 e GI: 15674571, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909852, para numero de acesso M18 GenBank GI:
19745578, e também ¢é conhecido como 'Spy0448' (M1),
'SpyM3 0316 (M3), e 'SpyM18 0491' (M18) . Exemplos de
sequéncias de aminoédcidos e de polinucledétidos de GAS 117
de uma estirpe Ml estdo apresentados na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 35 e 36.

As proteinas GAS 117 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoécidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, de 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91% , 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 35; e/
ou (b) que ¢é um fragmento de pelo menos n aminoacidos
consecutivos de SEQ ID N°: 35, em que n é& de 7 ou
mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ou mais). Estas proteinas GAS
117 incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
homélogos, ortdlogos, paradlogos, mutantes, etc..) de SEQ
ID N°: 35. Fragmentos preferidos de (b) compreender um
epitopo a partir da SEQ ID N°: 1. Outros fragmentos
preferidos carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo,
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do
terminal C e/ou um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N
da SEQ ID N°: 35. Por exemplo, a sequéncia de aminoéacidos
sublinhada no terminal N da SEQ ID N°: 35 (ver abaixo) pode
ser removida. (SEQ ID N°: 37 compreende a sequéncia de
aminoacidos do terminal N removida. A SEQ ID N°: 38

compreende um fragmento de 117 GAS sem a sequéncia do
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terminal N do aminodcido). Outros fragmentos omitem um ou
mais dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um
péptido de sinal, de um dominio citoplasmatico, dum dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).

SEQ 1D NO: 35
MILEKHYYLLSLLALVIVGRAFNTSQSV SAQVYSNEGYHRHLTDERSHLQY SKDNAQLOLENI LDGYQNDLEREY SSYYY
YHLRTVMGLESEQDINKHYSELENKLHDMYNHY

(3) GAS 130

GAS 130 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13621794 e GI: 15674677, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909954, para numero de acesso M18 GenBank GI:
19745704, e também ¢é conhecido como 'Spy0591'’ (M1),
'SpyM3 0418' (M3), e 'SpyM18 0660' (M18). GAS 130 foi
identificado como potencialmente uma protease
putativa. Exemplos de sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 130 de uma estirpe M1l estédo
apresentados na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 39

e 40.

As proteinas GAS 130 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 39; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoacidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 39, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, ou mais). Estas proteinas GAS 130 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, hombélogos,
ortbélogos, pardlogos, mutantes, etc..) de SEQ ID N°: 39.
Fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 39. Outros fragmentos preferidos

carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
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5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
39. Outros fragmentos omitem wum ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(4) GAS 277

GAS 277 corresponde aos numeros de acesso Ml GenBank GI:
13622962 e GI: 15675742, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21911206, ao numero de acesso M18 GenBank GI: 19746852, e é
também referido como Spyl939 °'(Ml),'SpyM3 1670' (M3), e
'SpyM18 2006 (M18) . Sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 277 de uma estirpe M1l sé&o
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 41

e 42.

As proteinas GAS 277 preferidas para serem usadas com a

divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% ou mails) para a SEQ ID N°: 41; e/ou
(b) que ¢é um fragmento de amino&dcidos, pelo menos, n
consecutivos da SEQ ID N°: 41, em que n é& de 7 ou
mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, ou mais). Estas proteinas GAS
277 incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
homélogos, ortdlogos, paradlogos, mutantes, etc..) da SEQ
ID N°: 41. Fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo a partir da SEQ ID N°: 41. Outros fragmentos
preferidos carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo,
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 15, 20, 25 ou mais) do

terminal C e/ou um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2,
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3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N
da SEQ ID N°: 41 Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos
sublinhada na extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 41
(ver abaixo) pode ser removida. (SEQ ID N°: 43 compreende ©
aminoadcido do terminal N sublinhado. A SEQ 1ID N°: 44
compreende um fragmento de GAS 277 com a sequéncia de
aminodcidos do terminal N removida). Outros fragmentos
omitem um ou mais dominios da proteina (por exemplo, a
omissé&o de um péptido de sinal, de um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um dominio

extracelular).

SEQID NO: 41

MITHORT TALLSLALL IOL LT SORAT AVYAQLOHTDRVIAE AT L SOV SVEASNRGTERY IERIVITDOPVROPTOATIT
LEDAS DR E NS WY I ARORRT AR DLIG QR SGUY VIV TVR T CER BV TEQS BT VHEDD AMOOK LT SKAM
TNSVINV DT ACTNG AANOE I ST SHE PR S ATHHRS P ALRRS TKNEK LT ETA SN SO NG SNK TER EVEPTSERGEP
WYLLELYVELAAGLE IR TOKVARRK

(5) GAS 236

GAS 236 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13622264 e GI: 15675106, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21910321, e ao numero de acesso M18 GenBank GI: 19746075, e
também & conhecido como 'Spyll2eé6' (MI1), 'SpyM3 0785' (M3),
e 'SpyMl8 1087' (M18). As sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 236 de uma estirpe M1 sé&o
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 45

e 46.

As proteinas GAS 236 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 45; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoacidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 45, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,

10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
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100, 150 ou mais). Estas proteinas GAS 236 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbdlogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 45.
Fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 45. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
45. Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos sublinhada na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 45 (ver abaixo)
pode ser removida. (A SEQ ID N°: 47 compreende o terminal N
da sequéncia de aminocdcido. A SEQ ID N°: 48 compreende um
fragmento de GAS 236 com a sequéncia do terminal N
removida). Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmédtico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

SEQ ID NO: 45
MTOMNY TEKVKRVA T IANGK Y S KRVASKLF SVEKODPDFYLSKRKNPDIVI SIGCDGHMLLSAFHMYERELDKVREVGIHT
CHLGFYTDYRDFEVDKL Y DNLREDRGEQISYPILRKVAITLONCRVVEARALNEATVRERIEKTMVADVI IREVKFESFRED

CISVETPTGSTAYNKSLGCAVLHPTIEALQLIEI SSLNNRVFRTLGAS T I I PREDKIELVAKRLGIVTISIDNKTYCLEN
VIRVEYF IDDERIRFVSSPSHTSEWERVEDAYIGEIDS

(6) GAS 389

GAS 389 corresponde ao numero de acesso M1l GenBank GI:
13622996 e GI: 15675772, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21911237, para o numero de acesso M18 GenBank GI:
19746884, e também ¢é conhecido como 'Spyl981l' (M1),
'SpyM3 1701' (M3), 'SpyM18 2045" (M18) e ‘relA'. GAS 389
também foi identificado como uma sintetase (p)
PprGpp. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 389 de uma estirpe M1l s&o apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 49 e 50.
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As proteinas GAS 389 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 49; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos de
SEQ ID N°: 49, em gue n &€ de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Estas proteinas GAS 389
incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
homélogos, ortdlogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ
ID N°: 49. Fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo a partir da SEQ ID N°: 49. Outros fragmentos
preferidos carecem de um ou mais aminodcidos (por exemplo,
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do
terminal C e/ou um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N
da SEQ ID N°: 49. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido
de sinal, de um dominio <citoplasméatico, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).
(7) GAS 504

GAS 504 corresponde aos numeros de acesso M1 GenBank GI:
13622806 e GI: 15675600, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21911061, ao numero de acesso M18 GenBank GI: 19746708, e &
também referido como ‘Spyl7517 (M1), 'SpyM3 1525",
'SpyM18 1823" (M18) e '"FABK'. GAS 504 também foi
identificado como uma reductase II de trans-2-enoil-ACP
putativo. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 504 de uma estirpe M1l sdo apresentadas abaixo e na

listagem de sequéncias como SEQ ID N°S: 51 e 52.
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As proteinas GAS 504 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 51; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 51, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150 ou mais). Estas proteinas GAS 504 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortblogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: b51.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 51. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
51. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(8) GAS 509

GAS 509 corresponde ao numero de acesso M1l GenBank GI:
13622692 e GI: 15675496, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21910899, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19746544, e também ¢é conhecido <como 'Spylol8' (M1),
'SpyM3 1363' (M3), ‘SpyM18 1627" (M18) e 'cysM'. GAS 509
também tem sido identificado como uma liase O-acetilserina
putativa. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 509 de uma estirpe M1l s&o apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 53 e 54.
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As proteinas GAS 509 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 53; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 53, em que n é& de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, ou mais). Estas proteinas GAS 509 incluem variantes
(por exemplo, variantes alélicas, hombdélogos, ortdlogos,
parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 53. Fragmentos
preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°®: 53. Outros fragmentos preferidos carecem de um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 53. Por
exemplo, a sequéncia de aminodcidos sublinhada na
extremidade do terminal C da SEQ ID N°: 53 (ver abaixo)
pode ser removida. (A SEQ ID N°: 55 compreende a sequéncia
de aminoadcidos do terminal C. A SEQ ID N°: 56 compreende um
fragmento de GAS 509 com a sequéncia do terminal C
removida. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmédtico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

SEQ ID NO: 53

MTRIYRTITELVGEQTPI IKLNRLI PNEAADVYVRKLEAFNPGISVRKDRIALSMIBEAARARGLISPGDVIIE

PTSGHTGIGLAWVGAAKGYRVIIVMPETMS LERRQIIQAYGARLVLTPCGAEGMKGAIAKARTLATELGAW

MPMQFNNPANPSIHEKTTAQE I LEAFKEISLDAFVSGVGTEGTLAGVSHVLKEANPETVIYAVEAEESAV

LIGREPGPHKIQGISAGEF IPNTLDTKAYDQI IRVKSKDALETARLTGAKEGFLVGISSGAALYARTEVAK
JLGKEKHVLTILPOINGERYLSTELYDVEPVIKTK
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(9) GAS 366

GAS 366 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13622612, GI: 15675424 e GI: 30315979, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21910712, para o numero de acesso M18
GenBank GI: 19746474, e também ¢é conhecido como 'Spyl525
"(M1), 'SpyM3 1176 "(M3),'SpyM18 1542" (M18) e 'MuRD'. GAS
366 também foi identificado como uma ligase de UDP-N-
acetilemuramoilalanina-D-glutamato ou uma enzima
adicionando &cido D-glutédmico. Sequéncias de aminoédcidos e
de polinucledtidos de GAS 366 de uma estirpe M1 sé&o
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 57

e 58.

As proteinas GAS 366 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoéacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 57; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos da
SEQ ID N°: 57, em gque n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150 ou mais). Estas ©proteinas GAS 366 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homdélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 57.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 57. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoadcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mailis) do terminal C e/ou
um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
57. Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos sublinhada na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 57 (ver abaixo)

pode ser removida. (A SEQ ID N°: 59 compreende a sequéncia
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lider do terminal N. A SEQ ID N°: 60 compreende um
fragmento de GAS 366 onde a sequéncia do terminal N &
removida). Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

SEQ ID NO: 57
MEVISNFONKKI LI LG LAKSGRARAKL LT LGRLVTVNDSKPFIQNPASGALLERGTKVICGSRPVELLDENFEYMVKYP
GIPYDNPMVKRALAREI PILTRVELAYFVSEAP I IGITGENGHT T TTEMIADVINAGGOSALLSGH IGY PASKVVQRATA

GOTLVMELISFQLVGVNAFRPHIAVITNILMP PHLDYBGSFEDY VAAKRMIQAQMTE SDY LY LMANQE T SATLAKTTHATV
PP TGKVVDGAY LKIG I LY FREQAT TAATDLG VPG SHN IENALAT IAVAKLIGIADDT JIAQCLSHEGGVKHRLORVEQ
KOITFYNDSESTNILATORALSGFINSRLILIAGGLDRGREFDDLVPLLLGLEOMI T LCE SAERMERAANKAEVSY LEAR
NVAEATELAFKLAQTGETILLESPANASWOMY PNFEVRGDEFLATFDCLRGDA

(10) GAS 159

GAS 159 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13622244 e GI: 15675088, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21910303, para o numero de acesso M18 GenBank GI:
19746056, e também ¢é conhecido como 'Spyll05% (M1),
SpyM3 0767" (M3), ~SpyM18 1067" (M18) e 'POTID'. GAS 159
também tem sido identificado como um transportador ABC de
espermidina/putrescina putativo (uma proteina de transporte
periplasmica). Sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 159 de uma estirpe M1l sé&o
apresentadas abaixo e na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 6l e 62.

SEQ ID NO: 61

MEKLY SFLAGVLGVIVILTILEF I LOKKSGSESQSIK LV IYNWGDY I DRALLKKFTRETGIEVQYRTFDSNEAMY TR IKD
GOTTYRIAVPSDY TIDKMIKENLLNKLORKSEINCGMI LGREFLGK S PREQNDY SLEYFRGTVG IVY NG LVDKAPMEWED
LWRPEYKNSIMLI DOARBMLOGVGLTTPCY SVNSERLEQLOAAERKLOQLTPNVHAI VALEMRGYMIQGDAAIGITFICGEA
SEMLDSNERLEY IVPSEGONLWFDRNLVLPK IMKHEKEAY AP LN INR PENAAGEAAY ICYATENRKAKALLPUE IRNDPA
FYPTRDIIRKLEVYDNLGSRULGTYNDLYLOQFKMYREK
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SEQ NG 62

AT GCH ARG A O T AGCAGGAG D L T L S T T AT TG T TAY T P AAC ARG TC DT T T TTCATC T TRUAGAS
AARATCEGETTCTGETAGTCARTUGEATARA TIAGT TAP T TATAAC TRECGAGAT T ACAT TEATOCAGC I T TGO TEAARS
ARTTOACCRARGAARCGGACATTEAAG T AGTATGARAC TTTCGAT TN AN ICAAGCGA TG TACAC TRBAATOARGTAS
GSCEERACCAL T TG AR T TEC TG T O TAG T CA T TACACCAT T BATARAATCATCARAGARRATC TAUTCARTRAGET
PEATARGTCARRAT FAGTIGSCAT GOAT AR TATCGSGARRGAR T TT T TRGGGARMAGC TTTEACCCACARMAUGAC TATY
T T RCC T TA L T T TGS G ACC BT TRGCAT TE T T TA TR A TGATCAR T TRG T TOAT AR GGOBUC TATGUACTGGGARGAT
CIGETEECETCAGART AT AN RAR TROTATTATEC T AT T GA T ECATCOTE TS ARATECTRGGEATIGCT TTARCARCTTT
TEGTTATAGTE IGAAT IS TAARSATC T AGAGCAGT IGCAGGCAGCLGASRGARANCTGCAGTAGTIGACGCOGAATGTTA
BAGUOAT TG T AGCAGY TERCATCARRGEC T ACA TR AT TC ARG TEACG S YO TAT TGEAA T TACCT I T TOTGGETHAAGET
A TGAGE TG T L AGA TAS T AR G A ACACC TG A T A AT G TGN T T ARA R GAG T TAAC TP ICAT T TGATALA T TIGETY
AR A TG AR S AL AR A ARG ARG T YA TGO T T T T TRARC T TP ATCAR T G IO TG AR AAT SO TSTRCAAR
ATGCPECATATAT MGG T TACGUCACRC AR TARR AN RGO A RGO C I TAC T Y CCAGA THAGATAARR AR TOATOOTEOT
P AT A ARG TG A A A T A A A A A AT TG AG T T T A T A AR T T T ARG T AR A TG T IOGO AT TTATAATSA
A TACCTICCAL T PIAABA TG TATCGCAARTAL ' -

As proteinas GAS 159 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 61; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoacidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 61, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150 ou mais). Estas proteinas GAS 159 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc.. ), da SEQ ID N°: ol.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 61. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mails) do terminal C e/ou
um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
6l. Por exemplo, a sequéncia de aminoédcidos sublinhada na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 61 (ver abaixo)
pode ser removida. (A SEQ ID N°: 63 compreende a sequéncia
lider do aminodcido do terminal N. A SEQ ID N°: 64
compreende um fragmento de GAS 159 onde a sequéncia de
aminoadcidos lider do terminal N é removida). Noutro
exemplo, a sequéncia de aminoacidos sublinhada na
extremidade do terminal C da SEQ ID N°: 61 é removida. (A

SEQ ID N°: 65 compreende a regido hidrdéfoba do terminal C.
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A SEQ ID N°: 66 compreende um fragmento de GAS 159 onde a
regido hidrdfoba do terminal C foi removida. A SEQ ID N°:
67 compreende um fragmento de GAS 159 onde tanto a
sequéncia lider do terminal N e a regido hidréfoba do
terminal C s&do removidas). Outros fragmentos omitem um ou
mais dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um
péptido de sinal, de um dominio citoplasmédtico, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).

SEQID MO 68
MRELYEYLAGVIGVINILTSLOFILOKKS
GOTTYDIAVESDY TIDRMIKENLILERL

QDL T YNNG DY I DPAL LK P TRE TG IRVOYE TR DANEAMY TR IR
: K LV M DN LK B LGRS PR ORDY S L R Y FNE VG I VY RDCL VDN ASMARE D
WRFE VKNS IME T DEAREMLOVGL O T FOY SYNSENLEQLOAAERKLOO LT PRVEAT VADEMKGYMIQEUAA TG U TFSCER
BN DN R LY LV e G Sy LR P DR LV PR T HER B AY AT LN FI N P E N A AR Y TEY AT PNKEAKAL L PRE TKNDEA
P DRI IRR LAY DN CSRULG IYNDLY LOPKIYRY

(11) GAS 217

GAS 217 corresponde o nuUmero de acesso Ml GenBank GI:
13622089 e GI: 15674945, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21910174, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745987, e também ¢é conhecido como 'Spy0925' (M1),
'SpyM3 0638' (M3), e 'SpyM18 0982' (M18). GAS 217 também
foi identificada Como uma oxidoredutase
putativa. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 217 de uma estirpe M1l s&o apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 68 e 609.

As proteinas GAS 217 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 68; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos de
SEQ ID N°: 68, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, ou mais). Estas proteinas GAS 217 incluem variantes

(por exemplo, variantes alélicas, homdélogos, ortdlogos,
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pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 68. Os
fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 68. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
68. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(12) GAS 309

GAS 309 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13621426 e GI: 15674341, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909633, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745363, e também ¢é conhecido como 'Spy0124' (M1),
'SpyM3 0097' (M3), 'SpyM18 0205' (M18), ‘nra'e ‘rofA'. GAS
309 também tem sido identificado como uma proteina de
regulacédo e um regulador da transcricéo
negativo. Sequéncias de aminoacidos e de polinucledtidos de
GAS 309 de uma estirpe Ml sé&do apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 70 e 71.

As proteinas GAS 309 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 70; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 70, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, ou mais). Estas proteinas GAS 309 incluem variantes

(por exemplo, variantes alélicas, hombdélogos, ortdlogos,
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parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 70. Os
fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 70. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
70. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(13) GAS 372

GAS 372 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13622698 e GI: 15675501, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21910905, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19746500 e também & conhecido como "'Spyl625! (M1)
'SpyM3 1369' (M3), e 'SpyM18 1634' (M18). GAS 372 também
tem sido identificado como uma proteina quinase putativa ou
uma gquinase do tipo eucaridtico de serina/treonina
putativa. Sequéncias de aminoédcidos e de polinucledtidos de
GAS 372 de uma estirpe Ml s&do apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 72 e 73.

As proteinas GAS 372 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 72; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 72, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 ou mais). Estas proteinas GAS 372incluem

variantes (por exemplo, variantes alélicas, homdlogos,
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ortdlogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 72.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 72. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3,4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
72. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(14) GAS 039

GAS 039 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13621542 e GI: 15674446, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909730, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745398 e também ¢é conhecido como 'Spy0266' (M1),
'SpyM3 0194' (M3), e 'SpyMl8 0250' (M18). Sequéncias de
aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 039 de uma estirpe
M1 s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 74 e 75.

As proteinas GAS 039 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 74; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 74, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, ou mais). Estas proteinas GAS 039 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbélogos, paralogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 74.

Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a

40



partir da SEQ ID N°: 74. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
74. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(15) GAS 042

GAS 042 corresponde ao numero de acesso M1l GenBank GI:
13621559 e GI: 15674461, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909745, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745415, e também ¢é conhecido como 'Spy0287' (M1),
'SpyM3 0209'" (M3), e 'SpyMl18 0275' (M18). Sequéncias de
aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 042 de uma estirpe
M1 s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 76 e 77.

As proteinas GAS 042 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoadcidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 76; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 76, em que n é& de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, ou mais). Estas proteinas GAS 042 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, hombélogos,
ortbélogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 76.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 76. Outros fragmentos preferidos

carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
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5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
76. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(16) GAS 058

GAS 058 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13621663 e GI: 15674556, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909841, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19745567 e também ¢é conhecido como @ 'Spy0430' (M1),
'SpyM3 0305"'" (M3), e 'SpyMl8 0477' (M18). Sequéncias de
aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 058 de uma estirpe
M1 s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 78 e 79.

As proteinas GAS 058 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 78; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos da
SEQ ID N°: 78, em gque n &€ de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, ou mais). Estas proteinas GAS 058 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbélogos, paradlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 78.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 78. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou

um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
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8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
78. Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos sublinhada na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 78 (ver abaixo)
pode ser removida. (A SEQ ID N°: 80 compreende a sequéncia
lider do terminal N. A SEQ ID N°: 81 compreende um
fragmento de GAS 58, onde a sequéncia lider do terminal N é
removida). Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, de omissdo um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmédtico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(17) GAS 290

GAS 290 corresponde aos numeros de acesso Ml GenBank GI:
13622978 e GI: 15675757, a numero de acesso M3 GenBank GI:
21911221, a numero de acesso M18 GenBank GI: 19746869 e ¢é
também referido como 'Spyl959' (M1), ‘SpyM3 1685' (M3), e
'SpyM18 2026 (M18) . Sequéncias de aminodcidos e de
polinucledétidos de GAS 290 de uma estirpe M1 séo
apresentados na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 82

e 83.

As proteinas GAS 290 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 82; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminoadcidos consecutivos de
SEQ ID N°: 82, em gque n & de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 ou mais). Estas proteinas GAS 290 incluem variantes
(por exemplo, variantes alélicas, homélogos, ortdlogos,
pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 82. Outros
fragmentos preferidos carecem de um ou mais aminoacidos

(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
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mais) do terminal C e/ou um ou mals aminoacidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N da SEQ ID N°: 84. Outros fragmentos omitem um
ou mais dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um
péptido de sinal, de um dominio citoplasmético, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).

(18) GAS 511

GAS 511 corresponde aos numeros de acesso Ml GenBank GI:
13622798 e GI: 15675592, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21911053, ao nUmero de acesso M18 GenBank GI: 19746700 e é
também referido como 'Spyl743' (M1), ‘SpyM3 1517' (M3),
'SpyM18 1815’ (M18) e "accA". Sequéncias de aminoacidos e
de polinucledétidos de GAS 511 de wuma estirpe M1l séo
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 84

e 85.

As proteinas GAS 511 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 84; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos de
SEQ ID N°: 84, em gque n & de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 ou mais). Estas proteinas GAS 511 incluem variantes
(por exemplo, variantes alélicas, homdélogos, ortdlogos,
parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 34. Os
fragmentos preferidos de (b) compreender um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 84. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoéadcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,

8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:

44



84. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(19) GAS 533

GAS 533 corresponde aos numeros de acesso Ml GenBank GI:
13622912 e GI: 15675696, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21911157, ao nUmero de acesso M18 GenBank GI: 19746804 e é
também referido como ‘Spyl877' (M1), 'SpyM3 1621' (M3),
"SpyM18 1942" (M18) e ‘glnA'. GAS 533 também foi
identificada como uma sintetase de glutamina
putativa. Sequéncias de aminoédcidos e de polinucledtidos de
GAS 533 de uma estirpe Ml s&do apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 86 e 87.

As proteinas GAS 533 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 86; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminoédcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 86, em que n é& de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 533 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbélogos, paradlogos, mutantes, etc..) de SEQ ID N°: 86.
fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 86. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:

86. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
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proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).

(20) GAS 527

GAS 527 corresponde ao numero de acesso Ml GenBank GI:
13622332, GI: 15675169, e GI: 24211764, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21910381, para numero de acesso M18
GenBank GI: 19746136, e também ¢é conhecido como 'Spyl204'
(M1), 'SpyM3 0845’ (M3), ‘SpyM18 1155’ (M18) e 'guaA'. GAS
527 também foi identificado como uma sintetase GMP putativa
(glutamato hidrolisado) (glutamato de
amidotransferase). Sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 527 de uma estirpe M1 séo
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 88

e 89.

As proteinas GAS 527 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 88; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminodcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 88, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 527 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 88.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 88. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoéadcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,

8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
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88. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(21) GAS 294

GAS 294 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13622306, GI: 15675145, e GI: 260006773, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21910357, para o numero de acesso M18
GenBank GI: 19746111 e também ¢é conhecido como 'Spyll73’/
(M1), 'SpyM3 0821" (M3), 'SpyMl8 1125" (M18) e 'gid'. GAS
294 também tem sido identificada como uma proteina de
divisédo inibida por glicose putativa. Sequéncias de
aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 294 de uma estirpe
M1l s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 90 e 91.

As proteinas GAS 294 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 90; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminodcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 90, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 294 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 90.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID NO: 90. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoéadcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,

8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
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90. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(22) GAS 253

GAS 253 corresponde o nUmero de acesso M1l GenBank GI:
13622611, GI: 15675423, e GI: 21362716, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21910711, para o numero de acesso M18
GenBank GI: 19746473 e também ¢é conhecido como 'Spylb24'
(M1), 'SpyM3 1175" (M3),'SpyMl8 1541’ (M18) e 'murG'. GAS
253 também tem sido identificado como uma transferase
undecaprenil-PP-MurNAc-pentaptido-UDPG1lcNAcC G1lcNAc
putativa. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 253 de uma estirpe M1l s&o apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 92 e 93.

As proteinas GAS 253 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 92; e/ou (b) que
¢ um fragmento de aminodcidos, pelo menos, n consecutivos
da SEQ ID N°: 92, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 253 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 92.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 92. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoéadcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,

8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
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92. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(23) GAS 529

GAS 529 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13622403, GI: 15675233, e GI: 21759132, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21910446, para o numero de acesso M18
GenBank GI: 19746203 e também & conhecido como 'Spyl280’
(M1), 'SpyM3 0910”7 (M3),'SpyMl8 1228’ (M18) e "glmS". GAS
529 também tem sido identificado como uma aminotransferase
de L-glutamina-D-frutose-6-fosfato putativa (sintase de
glucosamina-6-fosfato) .Sequéncias de aminodcidos e de
polinucledétidos de GAS 529 de uma estirpe M1l sé&o
apresentadas abaixo e na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 94 e 95.

As proteinas GAS 529 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 94; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos da
SEQ ID N°: 94, em gque n &€ de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20,25, 30, 35, 40, 50, o0, 70, 80, 290,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 529 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbélogos, paradlogos, mutantes, etc..) da SEQ ID N°: 94. Os
fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 94. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou

um ou mais aminocacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
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8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:
94. Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da
proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de
um dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de

um dominio extracelular).
(24) GAS 045

GAS 045 corresponde ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21909751, ao numero de acessoo M18 GenBank GI: 19745421 e é
referido como 'SpyM3 0215' (M3), 'SpyM18 oppA' (MLI8) e
'oppA'. GAS 045 foi identificado como uma permease de
oligopeptideo. Sequéncias de aminoacidos e de
polinucledétidos de GAS 045 de uma estirpe M1l sé&o
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 90

e 97.

As proteinas GAS 045 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 96; e/ou (b) que
¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos da
SEQ ID N°: 96, em gque n &€ de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 045 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homélogos,
ortbélogos, paradlogos, mutantes, etc..), da SEQ ID N°: O9o.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 96. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5,6 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou
um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7,
8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°:

96. Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos sublinhada na
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extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 96 (ver abaixo)
pode ser removida. (A SEQ ID N°: 98 compreende a sequéncia
lider do terminal N sublinhado. A SEQ ID N°: 99 compreende
um fragmento de GAS 45, onde a sequéncia lider do terminal
N ¢é removida). Outros fragmentos omitem um ou mais dominios
da proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal,
de um dominio citoplasmdtico, um dominio transmembranar, ou

de um dominio extracelular).

SEQID NO: 9%

VT MK KN LAY SVA T LoV A L AR CNERA SGGSEA TR T ¥ Y VEN DPK AL DY I LTNGGETT DVI TOMV RS LLENDEYG
RLVPSLARDWKVSEDEL TY TY TLROGY SWY TADSEEY ARV TAE DFVEG LR HAVI DK SLA LY VYE DS TRNLEAYONGEVDY
KA L DR TV Oy T LR Sy S K 2y SV L P BN AR P LK A KGR D G T T DR 8 T LVNGAY FLSAF TS K S SME FHEKY
ARG IR SR LT Y S DG S D PGS F RN DR GE T SVARL Y PND P T S AR R R YA TN DY GML T RDT REL AN LR T SFRN
TREDEARODAGK A LN DY ROA T QP AT DRA S FEAQTAGO DA TRALRNY LV R FTFVTIGE SDFS S EVEEEMAR LG LERK
VLA DA DG Y N P KA K AR P AR AR E AL T ARGV T PRV LDy BV DA NAAT YOS AQ SRR SV EAS TORENY IVNVIETETS
PHEADGEY AR T PR QOO DT IS SR P DY QPR Y LN I MS BV EGE SV LK LA T KA GOV VA RAGT DY QT ELDRAAR T
N LAY KA Y AR AY L T D AV D L PV VA LGS T B R TRAY P F SO T SHAGSRG B LAY KUMK LO DR BV T VRO VERARE RE,
AKAKSNAKYARKLADHVER

(25) GAS 095

GAS 095 corresponde aos numeros de acesso Ml GenBank GI:
13622787 e GI: 15675582, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21911042, ao numero de acesso M18 GenBank GI: 19746634 e &
também referido como ‘Spyl733' (Ml),'SpyM3 1506 (M3),
'SpyM18 1741" (M18). GAS 095 também tem sido identificado
como um regulador da transcricdo putativo. Sequéncias de
aminodcidos e de polinucledétidos de GAS 095 de uma estirpe
M1l s&do apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 100 e 101.

As proteinas GAS 095 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoéacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 100; e/ou (b)
que ¢é um fragmento de aminoé&cidos, pelo menos, n

consecutivos da SEQ ID N°: 100, em que n é& de 7 ou

mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35,
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40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 ou mais). Estas
proteinas GAS 095 incluem variantes (por exemplo, variantes
alélicas, homélogos, ortdlogos, parédlogos,
mutantes, etc..), da SEQ ID N°: 100. Os fragmentos
preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°: 100. Outros fragmentos preferidos carecem de um ou mais
aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um ou mais
aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 100, por
exemplo, a sequéncia de aminodacidos sublinhada na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 100 (mostrado
abaixo) pode ser removida. (A SEQ ID N°: 102 compreende a
sequéncia de aminodcidos da sequéncia lider do terminal N
sublinhado. A SEQ ID N°: 103 compreende um fragmento de GAS
95, onde a seguéncia lider do terminal N ¢é removida.)
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios de a proteina
(por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de um
dominio citoplasmatico, um dominio de transmembrana ou de

um dominio extracelular).

SEQ 1D NGO 180
M TGP RKIVIMETA I VL TRV LAL L TRAYTY E‘S’?@ELS _I\:T}?‘E\“L DFSTSSN_K SOATHOTRA _E'S ILIMGEVDTIGISRRASENES
MR OAM T LY VR e T M S LER DT L T L SR RN EMNC VEAK LN AN Y BB EG y

: ‘ AOMAIMSVOULLRIT IDNY VO INMOGT
ILVHRYES I TV RE R B LS T AN E PEYCATVARG T HR INGEGALV Y ARMEY DOPRGH Y CROKROREVI QRVLKK T 1AL
NIERISSRTIPELLGYRDALETINTYQLRGERATL S DEGEY QI VT SNELLETONRIRTELGL
SO TVHINN DS S EC R P S Y DS A S VAN Y SV TSRS T DODS TRS SHRER T ERSYEDA
LAADERSSRGSCSLYEDANINDQT

(26) GAS 193

GAS 193 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13623029 e GI: 15675802, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21911267, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19746914 e também ¢é conhecido como 'Spy2025' (M1),
'SpyM3 1731' (M3), 'SpyM18 2082 "(M18) e 'isp'. GAS 193
também tem sido identificado como um precursor da proteina

segregada imunogénica. Sequéncias de aminoadcidos e de
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polinuclebétidos de GAS 193 de uma estirpe M1l sé&o
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 104

e 105.

As proteinas GAS 193 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoécidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 104; e/ou (b)
que ¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos
de SEQ ID N°: 104, em qgque n é de 7 ou mais (por
exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 193
incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
hombélogos, ortdlogos, pardlogos, mutantes, etc..) da SEQ
ID N°: 104. 0Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo a partir da SEQ ID N°: 104. Outros fragmentos
preferidos carecem de um ou mais aminoadcidos (por exemplo,
1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do
terminal C e/ou um ou mais aminocdcidos (por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mails) do terminal N
da SEQ ID N°: 104. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido
de sinal, de um dominio <citoplasmatico, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).

(27) GAS 137

GAS 137 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13621842, GI: 15674720 e GI: 30173478, para o numero de
acesso M3 GenBank GI: 21909998, para o numero de acesso M18
GenBank GI: 19745749 e também ¢é conhecido como 'Spy0652'
(M1), 'SpyM3 0462', e 'SpyM18 0713' (M18). Sequéncias de

aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 137 de uma estirpe
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M1l s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 106 e 107.

As proteinas GAS 137 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoadcidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mals) para a SEQ ID N°: 106; e/ou (b)
que é um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos
de SEQ ID NO: 106, em qgque n é de 7 ou mais (por
exemplo, 8, 10, 12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 137
incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
homélogos, ortdlogos, paradlogos, mutantes, etc.), da SEQ ID
N°: 106. Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo a partir da SEQ ID N°: 106. Outros fragmentos
preferidos carecem de um ou mais aminodcidos (por exemplo,
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do
terminal C e/ou um ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N
da SEQ ID N°: 106. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido
de sinal, de um dominio <citoplasmatico, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).
(28) GAS 084

GAS 084 corresponde aos numeros de acesso M1 GenBank GI:
13622398 e GI: 15675229, ao numero de acesso M3 GenBank GI:
21910442, ao numero de acesso M18 GenBank GI: 19746199 e é
também referido como ‘Spyl274' (M1), 'SpyM3 0906 e
'SpyM18 1223' (M18). GAS 084 também tem sido identificado
como um aminodcido transportador ABC putativo/aminodcido
periplasmadtico da proteina de ligacdo. Sequéncias de

aminodcidos e de polinucledtidos de GAS 084 de uma estirpe
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M1l s&o apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°s: 108 e 109.

As proteinas GAS 084 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoédcidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mals) para a SEQ ID N°: 108; e/ou (b)
que ¢é um fragmento de aminodcidos, pelo menos, n
consecutivos da SEQ ID N°: 108, em que n é& de 7 ou
mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 ou mais). Estas
proteinas GAS 084 incluem variantes (por exemplo, variantes
alélicas, homdlogos, ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc.),
da SEQ ID N°: 108. 0Os fragmentos preferidos de (b)
compreendem um epitopo a partir da SEQ ID N°: 108. Outros
fragmentos preferidos carecem de um ou mais aminocacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N da SEQ ID N°: 108, por exemplo, a sequéncia
de aminoacidos sublinhada na extremidade do terminal N da
SEQ ID N°: 108 (mostrado abaixo) pode ser removida. (A SEQ
ID N°: 110, compreende uma sequéncia de aminoéacidos
compreendendo a sequéncia lider do terminal N sublinhado de
GAS 84. A SEQ ID N°: 111 compreende um fragmento de GAS 84,
onde a sequéncia lider do terminal N é removida). Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios da proteina (por
exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um dominio
extracelular).

SEQ ID NO: 108
MIIHKRTVAILAIASSFFLVACSATKSLKSGDARGVIQKOK S ITVGFINTEFVPMG Y KDESGPCKGF I DLAKEVFEQYGL
KVNFOA TRWOMKEAE LENGK 1 DVIWNGY STTRERDDKVAFTISYMRNEQ T TVVRKR S DI L SIMKHEVLGALSAS SGYD

SLLRTPHLLEDF IXKNERANGYETFTQAF I DLESDRIDGIL I DEVY AR Y YLAKEGOLENYRMI PTTFEMEAFSVGLERKEDK
TLRAKINRAFRVLYQUGKEFQATSERWEGDOVATANTES
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(29) GAS 384

GAS 384 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13622908 e GI: 15675693, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21911154, para o numero de acesso MI18 GenBank GI:
19746801 e também ¢é conhecido como 'Spyl874" (M1),
'SpyM3 1618' (M3), e 'SpyM18 1939' (M18). GAS 384 também
foi identificado como uma glicoproteina de endopeptidase
putativa. Sequéncias de aminodcidos e de polinucledtidos de
GAS 384 de uma estirpe Ml s&do apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 112 e 113.

As proteinas GAS 384 preferidas para serem usadas com a
divulgacédo compreendem uma sequéncia de aminoacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 112; e/ou (b)
que ¢é um fragmento de aminodcidos, pelo menos, n
consecutivos da SEQ ID N°: 112, em que n é& de 7 ou
mais (por exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,200 ou mais). Estas
proteinas GAS 384 incluem variantes (por exemplo, variantes
alélicas, homélogos, ortdlogos, parédlogos,
mutantes, etc.) da SEQ ID N°: 112. Os fragmentos
preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°: 112. Outros fragmentos preferidos carecem de um ou mais
aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um ou mais
aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 112. Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios da proteina (por
exemplo, omissdo de um péptido de sinal, de um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um dominio

extracelular).
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(30) GAS 202

GAS 202 corresponde o nuUmero de acesso M1l GenBank GI:
13622431 e GI: 15675258, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21910527, para o numero de acesso M18 GenBank GI:
19746290 e também €& conhecido como 'Spyl1309" (M1),
'SpyM3 0991' (M3), 'SpyM18 1321’ (M18) e 'dltD'. GAS 202
também tem sido identificado como uma proteina
extramembranal putativa. Sequéncias de aminodcidos e de
polinucledétidos de GAS 202 de uma estirpe Ml sédo
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 114

e 115.

As proteinas GAS 202 preferidas para serem usadas com a
divulgacdo compreendem uma sequéncia de aminoéacidos: (a)
possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 114; e/ou (b)
que ¢ um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos
de SEQ ID N°: 114, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8,
10, 12, 14, 1e, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200 ou mais). Estas proteinas GAS 202 incluem
variantes (por exemplo, variantes alélicas, homdélogos,
ortdlogos, parédlogos, mutantes, etc.) da SEQ ID N°O: 114.
Os fragmentos preferidos de (b) compreendem um epitopo a
partir da SEQ ID N°: 114. Outros fragmentos preferidos
carecem um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um
ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 114.
Outros fragmentos omitem um ou mais dominios da proteina
(por exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de um
dominio citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um

dominio extracelular).
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(31) GAS 057

GAS 057 corresponde ao numero de acesso M1 GenBank GI:
13621655 e GI: 15674549, para o numero de acesso M3 GenBank
GI: 21909834, para o numero de acesso M18 GenBank GI:
19745560 e também €& conhecido como 'Spy041l6' (M1),
'SpyM3 0298' (M3), 'SpyM18 0464’ (M18) e "prtS". GAS 057
também tem sido identificado como uma proteinase de
envelope celular putativa. Sequéncias de aminodcidos e de
polinucledétidos de GAS 057 de uma estirpe Ml sédo
apresentadas na listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 116

e 117.

As proteinas GAS 057 preferidas para utilizacdo com a
invencdo compreendem uma Sequéncia de aminodcidos: (a)
possuindo 95% ou mais de identidade (por exemplo, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 116; e/ou (b)
que é um fragmento de pelo menos n aminodcidos consecutivos
de SEQ ID N°: 116, em que n é& de 200 ou mais. Estas
proteinas GAS 057 incluem variantes (por exemplo, variantes
alélicas, hombélogos, ortdlogos, paradlogos, mutantes, etc.)
da SEQ ID N°: 116. 0Os fragmentos preferidos de (b)
compreendem um epitopo a partir da SEQ ID N°: 116. Outros
fragmentos preferidos carecem de um ou mais aminocacidos
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou
mais) do terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais)
do terminal N da SEQ ID N°: 116, por exemplo, numa forma de
realizacéo, a sequéncia de aminodcido sublinhado na
extremidade do terminal N da SEQ ID N°: 116 (mostrado
abaixo) ¢é removida. (A SEQ ID N°: 118 compreende a
sequéncia lider do terminal N sublinhado. A SEQ ID NO: 119.
compreende um fragmento de GAS 57, onde a sequéncia lider
do terminal N foi removida.) Num outro exemplo, a sequéncia

de aminoédcidos sublinhada no terminal C da SEQ ID N°: 1l6 é
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removida. (A SEQ ID N°: 120 compreende a regido hidrdfoba
do terminal C sublinhado. A SEQ ID N°: 121 compreende um
fragmento de GAS 57 onde a regido hidrdéfoba do terminal C é
removida. A SEQ ID N°: 122 compreende um fragmento de GAS
57 onde tanto a sequéncia lider do terminal N como a regido
hidréfoba do terminal C sdo removidas). Outros fragmentos
omitem um ou mais dominios da proteina (por exemplo, a
omissédo de um  péptido de sinal, de um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um dominio

extracelular).

'SEQ D NO: 116

MERKORE S LRI S G SV L LSSV FL VM PP VRADE LS TN SR BT TUNHAQQUADHAINTEL SSASSRSODTROL LLKINR
”KEQ%Q“L%SVPCTT:LADTBAAQMAWT ATORSASLPEVNT DV DRV TH S AN DR G Y KOUGH VYAV I DICI DPARGS
MRESOV STARVRSKEDKIAROKA 3GINIaoWTN3KVVFAqNY“\KéDNIﬁﬁJQF““FDEWWENFE?DPEBEPYEi?KﬂKl
RO PRETY IR IR DG SEDT T DD TR YR SHEMNV IS T VAGH SRE A AR THE R LE TA PR ACVHENRVEANDE
MGBARALTIRATE DAVALGATN INLELO DANGAQLEG SK P LMEA L EKAKKAGV SV V ARCNERV FE S DHDDELATH B S
LNGSPATGETETSYAR INSKRY I GRLMIVES LERRADLANGHAL ¥ SESVDFKDIKDS LG Y DR SHOPAYVEE STDRG PHAQ
DVEGKIALIERDPNKTY DEMI ALAKKHGALGYL I FNK PG SNRAMRLTANGHG I P OAF T SERPRKAMSQENGRGTESLE
PV KA SR G BN NN L TS DG LE PL I TAPGE DI Y 8T YR ONHY G ST 6T SMA S PO T AR S LEVROY LR TORY
LPKERTADIVEYL LMSNAG T HUNPETRT TT S PROOGAGL LN I DEAVT SOLYVIGKDN Y G5 IS LGN I TDIMT FEVIVENLS
ME DR T R DT R LT DRV DO R R T T L TS S LN T Y QOB VTV B NG TV RV TN SO PR E LT ROMENGY YLEGFVATRD
SO DDOLNRVET PEVGFKGOFENLAVAEES 1Y 2 LK S0GR PGFY FDE SGPKDDT YVGKK PTG LV LESE TP STKT TS DNGT,
HTLGTFENADGKE I LERNAQGN Y LAT § PN IO E AN FKGVE LR YOG LHAS VY BAS DR EHEN R LWV SRS PRGDENY
NSDIRFAKSTTLLGTARSGR SLTGAELPDwHY%YVWhHE“DJVGAB DENTEDMI LUROK PVLSOATFISETNRIKFREY,
KERALAGVRKDSVTYLERFINKEY TV T IS YE YU SVE ONET FVERQATG S P11 5L KA R LG Y YNVE DT AGNVA TAKL,
GDELPQTLEKT IR LKLY DN QTR T LK DRLES T\SDTFLVTﬁwAQL&ﬁV”F&QPQSQLT?NNQnWFT“?V*D HKDEY
AE 4L~&NVYNLL&VN?YAREDHQK&*PIW SQABRSVEAIRS AN LliA”&SK”WPGDYQ’VJPYRL«Hq”LH5KQ?T
ay S‘v’?{l DEKEMITOGRILT I NV DR T PO TR ALDS SC TVREEV P Y LARKNGERE DVIESKDS I TVADNEVY I RENPDCS YT

SKE “CVPLSWiVE‘”hQRREMVS?ATLRmLK&VChDhAVVNFSLDL?VEE* *vz T:vaEnSSKP"“hLEYKNNSG
HELILEYGRY TVELL DY DTN AAKLE SO TV SFTL ANDRNFQOVIFE T TNLE 20T TR AR DHLL PRGOS RYSLATAQIOLT P
LB LYV PRAY GR YO E G DY BV SL PR G Y R T E SR THVNT LN ?HELSLRL%KVGDASDQZ&D SVHOKNHSOALTASE
TETESTTSATANALESIGTENGTK IR IVEIVTLGLICVESRKE S TRD

Exemplos representativos de imunizacdo com antigénios de
GAS da divulgacdo no modelo murino de rato discutidos acima
estdo resumidos na Figura 8. A primeira coluna identifica o
antigénio GAS utilizado na experiéncia. Em alguns casos, 0S
aspectos de purificacdo sdo referenciados nesta lista. Além
disso, as modificacdes da sequéncia de polinuclebdtido qgue
foram feitas para facilitar a expressdo recombinante do
antigénio s&do indicadas no grafico com as seguintes
anotacdes: "a" indica que a regido hidrofébica do terminal
N ou C foi removida; RR indica a otimizacdo do cdbéddo; "NH"
e "CH" correspondem a vectores de expressdo semelhantes aos

indicados nos exemplos da construcdo de GAS 40. Onde o
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valor de p é dado, ele foi calculado com base nos valores

de controlo de paragem de HIS no fundo da tabela.

Ratos imunizados com GAS 40 rendem substancialmente
melhores taxas de sobrevivéncia em desafio - numa colecédo
de mais de 100 imunizacdes em ratos, a imunizacdo com GAS
40 rendeu mais de 50% de sobrevivéncia. 0Os outros
antigénios GAS no grafico oferecem uma quantidade de
protecdo que, por exemplo, se combinada com GAS 40, poderia

oferecer uma melhor protecédo.

A imunogenicidade de outros antigénios GAS conhecidos pode
ser melhorada por combinacdo com dois ou mais GAS do
primeiro grupo de antigénio. Estes outros antigénios GAS
conhecidos incluem um segundo grupo de antigénio
consistindo de (1) uma ou mais variantes da proteina de
superficie M ou seus fragmentos, (2) proteina de ligacédo a
fibronectina, (3) proteina associada a estreptococos do
grupo heme, ou (4) SagA. Estes antigénios sdo aqui

referidos como "o segundo grupo de antigénio".

Descreve-se aqui uma composicdo imunogénica que compreende
uma combinacdo de antigénios GAS, consistindo a referida
combinacdo de 2-31 antigénios de GAS do primeiro grupo de
antigénio e um, dois, trés ou quatro antigénios de GAS do
segundo grupo de antigénio. De preferéncia, a combinacdo é
constituida por trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, dez ou antigénios de GAS a partir do primeiro grupo
de antigénio. Ainda mais preferivelmente, a combinacdo é
constituida por trés, quatro ou cinco antigénios de GAS a
partir do primeiro grupo de antigénio. De preferéncia, a
combinacdo de antigénios de GAS inclui um ou ambos GAS 40 e
GAS 117. Preferivelmente, a combinacdo de antigénios de GAS

inclui uma ou mais variantes da proteina de superficie M.
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Cada um dos antigénios de GAS do segundo grupo de antigénio

estdo descritos em mais detalhe abaixo

(1) Proteina de superficie M

A proteina M é um factor de viruléncia GAS que tem sido
associada tanto com a colonizacdo como com a resisténcia a
fagocitose. Mais de 100 diferentes variantes do tipo da
proteina M foram identificadas com base na especificidade
antigénica e a proteina M é pensada ser a principal causa
da mutacdo antigénica e da variacdo antigénica em GAS. A
proteina M liga também o fibrinogénio a partir de soro e
blogqueia a ligacdo do complemento para os peptidoglicanos
subjacentes. Esta acdo é pensada para aumentar a sobrevida
de GAS dentro de um hospedeiro mamifero, inibindo a

fagocitose.

Infelizmente, a proteina M GAS contém alguns epitopos que
imitam os do musculo e tecido conjuntivo do mamifero.
Certas proteinas GAS M podem ser reumatogénicas uma vez que
contém os epitopos relacionados com o musculo cardiaco, e
podem levar a cardite reumédtica autoimune (febre reumatica)

na sequéncia de uma infecgdo aguda.

Os epitopos que aumentam a atividade bactericida e tém
menor probabilidade de uma reacdo cruzada com o0s tecidos
humanos foram identificadas na regido do terminal amino e
combinados em proteinas de fusdo que contém cerca de seis,
sete ou oito fragmentos de proteina M ligados em série.
Ver Hu et al, Infection & Immunity (2002) 70 (4):2171-2177;
Dale, Vaccine (1999) 17:193-200; Dale et al, Vaccine 14
(10) :944-948; WO 02/094851 e WO 94/006465.
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Assim, as composicdes da invencdo podem ainda compreender
uma proteina de superficie GAS M ou um seu fragmento ou
derivado. Um ou mais fragmentos da proteina de superficie M
GAS podem ser combinados numa proteina de fuséo.
Alternativamente, um ou mais fragmentos de proteina de
superficie GAS M s&o combinados com um antigénio GAS ou um
seu fragmento do primeiro grupo de antigénio. Um exemplo de
uma proteina GAS M é apresentado na listagem de sequéncias

como SEQ ID N°: 123.

Proteinas GAS M preferidas para utilizacdo com a invencéo
compreendem uma sequéncia de aminoédcidos: (a) possuindo 50%
ou mais de identidade (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 920%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou mais) para uma proteina M conhecidos, tais como
SEQ ID NO: 123; e / ou (b) que é um fragmento de pelo menos
n aminoadcidos consecutivos de uma proteina M conhecida, tal
como a SEQ ID N°: 123, em que n é& de 7 ou mais (por
exemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 150 ou mais). Estas proteinas GAS M
incluem variantes (por exemplo, variantes alélicas,
hombélogos, ortdlogos, pardlogos, mutantes, etc.), da SEQ ID
N°: 123. 0s fragmentos preferidos de (b) compreendem um
epitopo de uma proteina M conhecida, tal como a SEQ ID N°:
123. Preferivelmente, o fragmento é um dos descritos nas
referéncias anteriores. Preferivelmente, o fragmento &
construido numa proteina de fusdo com um ou mais fragmentos
da proteina M. Outros fragmentos preferidos carecem de um
ou mais aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade do terminal C
e/ou uma ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N de uma

proteina M conhecida, tal como a SEQ ID N°: 123. Outros
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fragmentos omitem um ou mais dominios da proteina (por
exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembranar, ou de um dominio

extracelular).

(2) Proteina de ligac¢do de fibronectina

A ligacdo da proteina GAS de fibronectina ('SfbI') & uma
proteina bacteriana mutlifunctional pensada para mediar a
fixacdo das Dbactérias as células do hospedeiro, para
facilitar a internalizacdo Dbacteriana em células e de se
ligar ao fragmento Fc de IgG humana, interferindo, assim,
com a fagocitose mediada pelo receptor Fc e a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo. A
imunizacdo de ratinhos com uma SfbIl e 'fragmento HI12'
(codificado pelas posicdes 1240-1854 do gene SfbI) &
discutida em Schulze et al, Vaccine (2003) 21:1958-1964;
Schulze et al, Infection and Immunity (2001) 69 (1) :622-625
e Guzman et al, Journal of Infectious Diseases (1999) 179:
901-906. Um exemplo de uma sequéncia de aminodcidos para
GAS SfbI é mostrado na listagem de sequéncias como SEQ ID

N°: 124.

As proteinas Sfbl preferidas para utilizacdo com a invencéo
compreendem uma sequéncia de aminodcidos: (a) possuindo 50%
ou mais de identidade (por exemplo, de 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 124; e/ou (b) que & um
fragmento de pelo menos n aminocadcidos consecutivos da SEQ
ID N°: 124, em que n é de 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,
12, 14, 1le¢, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, ou mais). Estas proteinas SfbI incluem variantes (por
exemplo, variantes alélicas, homélogos, ortbélogos,

paradlogos, mutantes, etc.) da SEQ ID N°: 124. Os fragmentos

63



preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°: 124. De preferéncia, o fragmento é um dos descritos nas
referéncias anteriores. Outros fragmentos preferidos
carecem de um ou mais aminoédcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) da extremidade do
terminal C e/ou um ou mais aminodcidos (por exemplo, 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 ou mais) do terminal N
da SEQ ID N°: 124. Outros fragmentos omitem um ou mais
dominios da proteina (por exemplo, a omissdo de um péptido
de sinal, de um dominio <citoplasmatico, um dominio

transmembranar, ou de um dominio extracelular).

(3) Proteina associada a estreptococos do heme

A proteina GAS associada a estreptococos do heme ('Shp')
tem sido identificada como uma proteina da superficie da
célula de GAS. Pensa-se ser construida com genes que
codificam hombélogos de um transportador ABC envolvido na
absorcdo de ferro em bactérias gram-negativas. A proteina
Shp ¢ ainda descrita em Lei et al, "Identification and
Characterization of a Novel Heme-Associated Cell Surface
Protein Made by Streptococcus pyogenes", Infection and
Immunity (2002) 70 (8) :4494-4500. Um exemplo de uma
proteina Shp é mostrado na listagem de sequéncias como SEQ

ID N°: 125.

Proteinas Shp preferidas para utilizacdo com a invencgéo
compreendem uma sequéncia de aminoédcidos: (a) possuindo 50%
ou mais de identidade (por exemplo, de 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 125; e/ou (b) que é um
fragmento de pelo menos n aminoadcidos consecutivos da SEQ
ID N°: 125, em que n é€ de 7 ou mais (por exemplo, 8, 10,

12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
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ou mais). Estas proteinas Shp incluem variantes (por
exemplo, variantes alélicas, homélogos, ortdlogos,
parédlogos, mutantes, etc.) da SEQ ID N°: 125. Os fragmentos
preferidos de (b) compreendem um epitopo a partir da SEQ ID
N°: 125. Outros fragmentos preferidos carecem de um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal C e/ou um ou mais
aminodcidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 ou mais) do terminal N da SEQ ID N°: 125. Outros
fragmentos omitem um ou mais dominios da proteina (por
exemplo, a omissdo de um péptido de sinal, de um dominio
citoplasmdtico, um dominio transmembranar, ou de um dominio

extracelular).

(4) SagA

A estreptolisina S (SLS), também conhecida como "SagA", é
pensada ser produzida por quase todas as coldnias GAS. Esta
toxina citolitica é responsavel pela beta-hemblise
circundante das coldbénias de GAS cultivadas em agar do
sangue e ¢ pensada ser associada com a viruléncia. Enguanto
o péptido SagA total ndo tenha sido mostrado ser
imunogénico, um fragmento de aminodcidos 10 - 30 (SagA 10 -
30) foi utilizado para produzir anticorpos neutralizantes.
Veja Dale et al, "Antibodies against a Synthetic Peptide of
SagA Neutralize the Cytolytic Activity of Streptolysin S
from Group A Streptococci", Infection and Immunity (2002)
70 (4):2166-2170. A sequéncia de aminodcidos de SagA 10-
30 é mostrada na listagem de sequéncias como SEQ ID N°:

126.

As proteinas SagA 10-30 preferidas para utilizacgdo com a
invencdo compreendem uma Sequéncia de aminoacidos: (a)

possuindo 50% ou mais de identidade (por exemplo, de 60%,
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65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% ou mais) para a SEQ ID N°: 126; e/ou
(b) que ¢ um fragmento de pelo menos n aminoacidos
consecutivos da SEQ ID N°: 126, em que n é de 7 ou mais
(por exemplo, 8, 10, 12, 14, 1o, 18, ou 20). Estas
proteinas SagA 10-30 incluem variantes (por exemplo,
variantes alélicas, homdélogos, ortbdlogos, paralogos,

mutantes, etc.) da SEQ ID N°: 126.

Existe um limite superior para o numero de antigénios GAS
que estard nas composicdes da invencdo. De preferéncia, o
nimero de antigénios GAS numa composicdo da presente
invencdo é menos do que 20, menos do que 19, menos do qgue
18, menos do que 17, menos do que 16, menos do que 15,
menos do que 14, menos do que 13, menos do que 12, menos do
que 11, menos do que 10, menos do que 9, inferior a 8, a
menos de 7, inferior a 6, menos do que 5, menos do que 4,
ou menos do que 3. Ainda mais preferencialmente, o numero
de antigénios GAS numa composicdo da invencdo é inferior a
0, inferior a 5, ou inferior a 4. Ainda mais de
preferéncia, o numero de antigénios GAS numa composicdo da
invencdo ¢é 3. 0s antigénios GAS utilizados na presente
invencdo sdo, de preferéncia isolados, isto &, separados e
discretos, a partir de todo o organismo com o qual a
molécula se encontra na natureza ou, quando o)
polinucledétido ou ©polipeptideo ndo & encontrado na
natureza, é suficientemente isento de outras macromoléculas
biolégicas de modo a que o polinucledtido ou polipeptideo

possa ser utilizado para os fins a gue se destinam.

Proteinas de fusédo
Os antigénios GAS utilizados na presente invencdo podem

estar presentes na composicéo como polipeptideos
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individuais separados, mas prefere-se que pelo menos dois
(ou seja, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 ou 20) dos antigénios sejam expressos Como
uma tnica cadeia de polipeptideo (um polipeptideo
'hibrido'). Polipeptideos hibridos oferecem duas vantagens
principais: em primeiro lugar, um polipeptideo que pode ser
instédvel ou mal expresso por si sb pode ser assistido pela
adicdo de um parceiro hibrido adequado gue supera o
problema; em segundo lugar, o fabrico comercial &
simplificado uma vez gue apenas necessita de ser empregue
uma expressdo e purificacdo de modo a produzir dois

polipeptideos que sdo antigenicamente uteis.

O polipeptideo hibrido pode compreender duas ou mais
sequéncias polipeptidicas do primeiro grupo de antigénio.
Deste modo, aqui descrito é uma composicdo gue compreende
uma primeira sequéncia de aminodcidos e uma segunda
sequéncia de aminodcidos, em que a referida primeira e
segunda sequéncia de aminoédcidos s&do selecionadas a partir
de um antigénio GAS ou um seu fragmento do primeiro grupo
de antigénio. De preferéncia, as primeiras e segundas
sequéncias de aminoacidos no polipeptideo hibrido

compreendem diferentes epitopos.

O polipeptideo hibrido pode compreender uma ou mais
sequéncias de polipeptideos do primeiro grupo de antigénio
e uma ou mais sequéncias de polipeptideos do segundo grupo
de antigénio. Deste modo, agqui descrito é uma composicdo
que compreende uma primeira sequéncia de aminoadcidos e uma
segunda sequéncia de aminoadcidos, a referida primeira
sequéncia de aminoadcido selecionada a partir de um
antigénio GAS ou de um seu fragmento a partir do primeiro

grupo de antigénio e a referida segunda sequéncia de
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aminodcidos selecionada a partir de um antigénio GAS ou um
seu fragmento, a partir do segundo grupo de antigénio. De
preferéncia, as primeiras e segundas sequéncias de
aminodcidos no polipeptideo hibrido compreendem diferentes

epitopos.

S&do preferidos os hibridos que consistem em sequéncias de
aminodcidos de dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, dez ou antigénios GAS. Em particular, sido preferidos
0os hibridos que consistem em sequéncias de aminoécidos de

dois, trés, quatro, ou cinco antigénios GAS.

Diferentes polipeptideos hibridos podem ser misturados em
conjunto numa Unica formulacdo. Dentro de tais combinacdes,
um antigénio GAS pode estar presente em mais do que um
polipeptideo hibrido e/ou num polipeptideo que ndo hibrida.
E preferivel, no entanto, que um antigénio esteja presente

quer como um hibrido ou um ndo-hibrido, mas n&do em ambos.

Polipeptideos hibridos podem ser representados pela férmula
NH,-A-{-X-L-},-B-COOH, em que: X ¢é uma sequéncia de
aminodcidos de um antigénio GAS ou um seu fragmento a
partir do primeiro grupo de antigénio ou do segundo grupo
de antigénio; L ¢é uma sequéncia de aminodcidos 1ligante
opcional; A é uma sequéncia de aminoacidos do terminal N
opcional; B ¢ uma sequéncia de aminodcidos do terminal C
opcional; e n & 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14
ou 15.

Se uma porcdo -X- tem uma sequéncia peptidica lider na sua

forma de tipo selvagem, tal pode ser incluida ou omitida na
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proteina hibrida. Em algumas formas de realizacdo, o0s
peptideos lider serdo eliminados excepto os do radical -X-
localizado no terminal N da proteina hibrida, ou seja, o
péptido lider de X;, serd mantido, mas os peptideos lider
de X;... X, 1irdo ser omitidos. Isto ¢é equivalente a
exclusdo de todos os peptideos lideres e utilizando o

péptido lider X; como o radical -A-.

Para cada instédncia n de {-X-L-}, as sequéncias de
aminodcidos ligantes -L- podem estar presentes ou ausentes.
Por exemplo, quando n = 2, o hibrido pode ser NH,;-X;-L{-X,-
L,-COOH, NH,-X,;-X,-COOH, NH,-X;-L;-X,-COOH, NH,-X;-X,-L,-COOH,
etc. A sequéncia de aminoacidos ligante -L- seréa
tipicamente curta (por exemplo, 20 ou menos aminoacidos,
isto ¢, 19, 18,17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, o,
5, 4, 3, 2, 1). Exemplos incluem sequéncias peptidicas
curtas que facilitam a clonagem, ligantes de poli-glicina
(isto &, compreendendo Gly, onde n = 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 ou mais), e marcadores de histidina (ou seja, His,
onde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais). Outras
sequéncias de aminoédcido ligante adequadas serdo evidentes
para os peritos na técnica. Um ligante util é GSGGGG, com o
dipeptideo Gly-Ser formado a partir de um 1local de
restricéao BamHI, facilitando, assim, a clonagem e
manipulacdo, e o tetrapéptido (Gli),; sendo um ligante de

poli-glicina tipico.

-A- é uma sequéncia de aminoacidos do terminal N opcional.
Esta serd tipicamente curta (por exemplo, 40 ou menos
aminoacidos, ou seja, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 1e,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 17, 6, 5, 4, 3, 2, 1).

Exemplos incluem sequéncias lider com o trafico de proteina
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direta, ou sequéncias de peptideos curtos, que facilitam a
clonagem ou ©purificacéo (por exemplo, marcadores de
histidina, ou seja, His, onde n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
ou mais). Outras sequéncias de aminodcidos do terminal N
adequados serdo evidentes para o0s peritos na técnica. Se X;
carece da sua prdépria metionina no terminal N, -A- & de
preferéncia um oligopéptido (por exemplo, com 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 ou 8 aminoéicidos), que fornece uma metionina no

terminal N.

-B- é uma sequéncia de aminoadcidos no terminal C opcional.
Esta serd tipicamente curta (por exemplo, 40 ou menos
aminoacidos, ou seja, 39, 38, 37, 30, 35, 34, 33, 32, 31,
30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16,
15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1).
Exemplos incluem sequéncias de tréafico de proteina direta,
sequéncias peptidicas curtas que facilitam a clonagem ou a
purificacdo (por exemplo, compreendendo nmarcadores de
histidina, isto ¢, His,, onde n = 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10
ou mais), ou sequéncias que intensificam a estabilidade da
proteina. Outras sequéncias de aminodcidos do terminal C

adequados serdo evidentes para o0s peritos na técnica.

Mais preferivelmente, n é 2 ou 3.

As construcdes de fusdo aqui descritas podem incluir uma
combinacdo de dois ou mais antigénios GAS, em que a
referida combinacdo inclui GAS 40 ou um seu fragmento ou um

polipeptideo com uma identidade de sequéncia com esta.
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As construcdes de fusdo aqui divulgadas podem incluir uma
combinacdo de antigenos GAS, consistindo a dita combinacéo
em 2-31 antigenos GAS do primeiro grupo de antigénio, sendo
o dito primeiro grupo de antigénio composto por: GAS 117,
GAS 130, GAS 277, GAS 236, GAS 40, GAS 389, 504 GAS, GAS
509, 366 GAS, GAS 159, GAS 217, GAS 309, 372 GAS, GAS 039,
042 GAS, GAS 058, GAS 290, GAS 511, GAS 533, GAS 527, GAS
294, GAS 253, GAS 529, GAS 045, GAS 095, GAS 193, GAS 137,
GAS 084, GAS 384, GAS 202, e GAS 057. De preferéncia, a
combinacdo de antigénios GAS é composta por trés, quatro,
cinco, seis, sete, o0ito, nove, dez ou antigénios GAS
selecionados a partir do primeiro grupo de antigénio. De
preferéncia, a combinacdo de antigénios GAS consiste de
trés, quatro, ou cinco antigénios GAS selecionados a partir

do primeiro grupo de antigénio.

GAS 39, GAS 40, GAS 57, GAS 117, GAS 202, GAS 294, GAS 527,
GAS 533, e GAS 511 s&o antigénios GAS particularmente
preferidos para uso nas construcdes de fusdo aqui
divulgadas. De preferéncia, a combinacdo de antigénios GAS
inclui um ou ambos GAS 40 e GAS 117. Preferivelmente, a

combinacdo inclui GAS 40.

A expressdo recombinante das construgdes de fusdo aqui
descritas pode ser melhorada ou optimizada por métodos
idénticos aos descritos para a expressdo de antigénios GAS
isolados (discutida acima). Construcdes de fusdo de GAS 40

e GAS 117 sdo exemplificadas abaixo.

No primeiro exemplo, o GAS 117 estéd ligada ao GAS 40a-RR.
(como discutido acima, GAS 40a-RR é uma sequéncia de cddéo

GAS 40optimizado, onde a sequéncia lider no terminal N e a
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sequéncia da transmembrana no terminal C sdo removidas).
Nesta construcdo um fragmento de GAS 117 (onde a sequéncia
lider no terminal N removida) é colocado no terminal N da
sequéncia de 40 GAS e o marcador HIS ¢é adicionado ao
terminal C da sequéncia de GAS 40. Esta construcdo ¢é
designada "117-40a-RR". Sequéncias de aminoédcidos e de
polinucledétidos para esta construcdo sdo mostradas na

listagem de Sequéncias como SEQ ID N°s: 127 e 128.

As sequéncias GAS 117 e GAS 40 s&do preferencialmente
ligadas por uma sSequéncia de ligacéo compreendendo
maltiplos residuos de glicina. Por exemplo, o ligante
utilizado na construcdo de fusdo 117-40a-RR, ¢é usadaa uma

sequéncia de ligacdo da SEQ ID N°: 129 (YASGGGS).

Num segundo exemplo, as posicdes relativas das sequéncias
de GAS 40 e GAS 117 podem ser trocadas. Nesta construcéao,
designada "40a-RR-117", a sequéncia GAS 40a-RR & colocada
no terminal N da sequéncia de GAS 117 e o marcador HIS &
adicionado ao terminal C da sequéncia de GAS 117.
Sequéncias de aminoédcidos e de polinucledtidos para esta
construcdo de fusdo sdo apresentadas na listagem de

sequéncias como SEQ ID N°s: 130 e 131.

Alternativamente, as construcdes de fusdo podem ser
concebidas sem optimizacdes de cbdddos. Por exemplo, as
sequéncias de polinucledétidos e de aminoacidos para a
construcdo de fusdo “117-40a” sdo mostradas na listagem de
Sequéncias como SEQ ID N°s: 132 e 133 (Embora ndo tenha
sido utilizada nenhuma optimizacdo de cdbéddo, trés mutacdes
pontuais aparentemente ocorreram durante a clonagem,

somente uma das quais envolvendo uma mudanca de aminodcidos
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conservativa (glucina para glicina). No modelo murino de
imunizacdo (anteriormente discutido acima), a imunizacdo
com "117-40a" produziu até 80% de sobrevivéncia apds o

desafio.

A  sequéncia de fusdo GAS40 preferida compreende um
fragmento de GAS 40 compreendendo uma ou mais das regides
de espiral enrolada. Por exemplo, a construcdo de fusédo
pode compreender uma sequéncia GAS 40 compreendendo a
primeira regido em espiral enrolada. "117-40N" é um exemplo
deste tipo de construcdo. As sequéncias de aminodcidos e de
polinucledtidos para esta construgdo s&do mostradas na

listagem de sequéncias como SEQ ID N°s: 132 e 133.

E também aqui descrito s&do &cidos nucleicos que codificam
polipeptideos hibridos da divulgacdo. Além disso, aqui
descrito é o 4&acido nucleico que pode hibridar com este
dcido nucleico, de preferéncia sob condicdes de "elevado
rigor" (por exemplo, 65°C numa solucdo de 0,1 x SSC, SDS a

0,5%).

Os antigénios GAS aqui revelados também podem ser
utilizados para preparar anticorpos especificos para o0s
antigénios GAS. Os anticorpos sédo de preferéncia
especificos para as primeiras ou segundas regides de
espiral enrolada GAS 40 Também ¢é aqui descrito o uso da
combinacdo de dois ou mais tipos de anticorpos selecionados
a partir do grupo gue consiste de anticorpos especificos de
GBS 80, GAS 117, GAS 130, GAs 277, GAS 236, GAS 40, GAS
389, GAS 504, GAS 509, GAS 366, GAS 159, GAS 217, GAS 3009,
GAS 372, GAS 039, GAS 042, GAS 058, GAS 290, GAS 511, GAS
533, GAS 527, GAS 294, GAS 253, GAS 529, GAS 045, GAS 095,
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GAS 193, GAS 137, GAS 084, GAS 384, GAS 202 e GAS 057. De
preferéncia, a combinacdo inclui um anticorpo especifico

para GAS 40, ou um seu fragmento.

Os anticorpos especificos GAS aqui divulgados incluem uma
ou mais unidades bioldbgicas que, através de meios quimicos
ou fisicos, se podem ligar ou associar com um epitopo de um
polipeptideo GAS. 0Os anticorpos aqui descritos incluem
anticorpos que se ligam especificamente a um antigénio GAS,
de preferéncia GAS 80. Aqui descritos s&do anticorpos
obtidos a partir de preparacdes de anticorpos policlonais e
monoclonais, bem como as seguintes: moléculas de anticorpos
hibridos (quiméricos) (ver, por exemplo, Winter et al.
(1991) Nature 349: 293-299; e Patente US 4816567;
fragmentos F (ab'), e F(ab); moléculas F, (heterodimeros
ndo covalentes, ver, por exemplo, Inbar et al. (1972) Proc
Natl Acad Sci USA 69:2659-2662; e Ehrlich et al. (1980)
Biochem 19: 4091-4096); moléculas Fv de cadeia simples
(sFv) (ver, por exemplo, Huston et al. (1988) Proc Natl
Acad Sci USA 85:5897-5883); construcdes de fragmentos de
anticorpos diméricos e triméricos; minicorpos (ver, por
exemplo, Pacxk et al. (1992) Biochem 31:1579-1584; Cumber
et al. (1992) J Immunology 149B:120-126); moléculas de
anticorpo humanizado (ver, por exemplo, Riechmann et al.
(1988) Nature 332: 323-327; Verhoeyan et al. (1988) Science
239:1534-1536; e Publicacéo de Patente GB 2276169,
publicada 21 de Setembro de 1994); e, quaisquer fragmentos
funcionais obtidos dessas moléculas, em qgue esses
fragmentos retém propriedades de 1ligacdo imunoldgicas da
molécula do anticorpo original. Além disso s&o aqui
descritos os anticorpos obtidos através de processos nédo-

convencionais, tais como a apresentacdo de fagos.

74



De preferéncia, 08 anticorpos especificos GAS aqui
divulgados sdo anticorpos monoclonais. Os anticorpos
monoclonais aqui descritos incluem uma composicdo de
anticorpos com uma populacdo homogénea de anticorpos. Os
anticorpos monoclonais aqui descritos podem ser obtidos a
partir de hibridomas de murino, assim como, anticorpos
monoclonais humanos obtidos utilizando hibridomas humanos
em vez de murino. Ver, por exemplo, Cote, et al. Monoclonal

Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 1985, p 77.

Os polipeptideos da invencdo podem ser preparados através
de varios meios (por exemplo, expressdco recombinante,

purificacdo a partir de cultura celular, sintese quimica,

etc.) e em diversas formas (por exemplo, nativa, fusbes,
ndo glicosilada, lipidadas, etc.). Eles sédo preferivelmente
preparados na forma substancialmente pura (isto &,

substancialmente livre de outras proteinas GAS ou da célula

hospedeira).

Acidos nucleicos aqui divulgados podem ser preparados de
muitas maneiras (por exemplo, por sintese quimica, a partir
de bibliotecas gendmicas ou de cADN, a partir do préprio
organismo, etc.) e podem assumir diversas formas (por
exemplo, cadeia simples, cadeia dupla, vectores, sondas,
etc.). Eles sd@o preferivelmente ©preparados na forma
substancialmente pura (isto ¢é, substancialmente livre de

GAS ou acidos nucleicos da célula hospedeira).

O termo "&cido nucleico" inclui ADN e ARN, e também os seus
andlogos, tais como o0s que contém estruturas modificadas
(por exemplo, fosforotioatos, etc.), e também os acidos

nucleicos peptidicos (PNA), etc. Agqui divulgado ¢é 4&cido
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nucleico compreendendo sequéncias complementares aqueles
descritos acima (por exemplo, antessentido ou para fins de

sondagem) .

A invencdo também fornece um processo para a producdo de um
polipeptideo da invencdo, compreendendo o passo de cultivar
uma célula hospedeira transformada com o A&acido nucleico
aqui divulgado sob condicdes que induzem a expressdo do

polipeptideo.

A invencdo proporciona um processo para a producdo de um
polipeptideo da invencdo, compreendendo o passo de sintese,

pelo menos de parte do polipeptideo, por meios quimicos.

Descreve-se aqui um processo para a producdo de acido
nucleico aqui divulgado, compreendendo o) passo de
amplificacdo de 4&acido nucleico utilizando um método de

amplificacdo a base de iniciadores (por exemplo, PCR).

Descreve-se aqui um processo para a producdo de é&cido
nucleico aqui divulgado, compreendendo o passo de sintese,

de pelo menos, parte do &cido nucleico, por meios quimicos.

Estirpes

Os polipeptideos preferidos da presente invencéo
compreendem uma sequéncia de aminodcidos encontrada numa
estirpe M1, M3 ou M18 de GAS. A sequéncia gendmica de uma
estirpe GAS M1 é relatada em Ferretti et al, PNAS (2001) 98
(8) :4658-4663. A sequéncia gendmica de uma estirpe M3 GAS
relatada em Beres et al, PNAS (2002) 99 (15):10078-10083. A
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sequéncia gendmica de uma estirpe M18 GAS é relatada em

Smooet et al, PNAS (2002) 99 (7):4068-4673.

Quando s&do utilizados polipeptideos hibridos, os antigénios
individuais dentro do hibrido (isto &, porcdes de -X-
individuais) podem ser de uma ou mais estirpes. Quando n =
2, por exemplo, X, pode ser da mesma estirpe que X; ou a
partir de uma estirpe diferente. Onde n = 3, as estirpes
podem ser (i) X; = X, = X3 (ii) Xy = X, # X3 (iii) X4 # X, =

X3 (lV) X4 # X5 v X3 ou (V) X, = X 3 v X,, etc.

Purificagcdo e expressdo recombinante

Os antigénios GAS da invencdo podem ser isolados a partir
de Streptococcus pyogenes, ou podem ser produzidos de forma
recombinante, por exemplo, num hospedeiro heterdlogo. De
preferéncia, os antigénios GAS s&do preparados usando um
hospedeiro heterdlogo. O hospedeiro heterdlogo pode ser
procaridético (por exemplo, uma bactéria) ou eucaridtico. E
de preferéncia FE.coli, mas outros hospedeiros apropriados
incluem Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Salmonella
typhi, Salmonella typhimurium, Neisseria lactamica,
Neisseria cinerea, Mycobacteria (por exemplo, M.

tuberculosis), leveduras, etc.

A producdo recombinante de polipeptideos é facilitada pela
adicdo de uma proteina marcada para o antigénio GAS a ser
expresso como uma proteina de fusdo que compreende a
proteina de marcacdo e o antigénio GAS. Tais proteinas de
marcacdo podem facilitar a purificacdo, deteccdo e a
estabilidade da proteina expressa. As proteinas de marcacédo
adequadas para utilizacdo na presente invencdo incluem uma

poliarginina marcada (Arg-tag), uma poli-histidina marcada
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(His-marcada), FLAG-marcada, Strep-marcada, c-myc-marcada,
S-marcada, o péptido de ligacdo a calmodulina, o dominio de
ligacdo a celulose, dominio de 1ligacdo a gquitina, “SBP-
marcada", a glutationa S-transferase-marcada (GST),
proteina de ligacdo a maltose, o factor de terminacdo da
transcricdo anti-terminacdo (NusA), tioredoxina de E. coli
(TrxA) e e proteina de isomerase I de dissulfeto (DsbA). As
proteinas marcadas preferidas incluem His-marcada e GST.
Uma discussdo completa sobre o uso de proteinas de marcacédo
pode ser encontrada em Terpe et al, Appl Microbiol

Biotechnol (2003) 60:523-533.

Apbs a purificacéo, as proteinas de marcacdo podem
opcionalmente ser removidas da proteina de fusdo expressa,
isto &, por tratamento enzimdtico especificamente adaptado
conhecido na técnica. Proteases comummente usadas incluem

enteroquinase, virus do tabaco (TEV), trombina e fator X,.

Composig¢bées imunogénicas e medicamentos

As composicdes da invencdo sdo composicdes imunogénicas, e
sdo com maior preferéncia as composicdes de vacina. O pH da
composicdo é, de preferéncia, entre 6 e 8, de preferéncia
cerca de 7. O pH pode ser mantido pelo uso de um tampdo. A
composicdo pode ser esterilizada e/ou livre de pirogénio. A
composicédo pode ser isotdnica no que diz respeito aos seres

humanos.

As vacinas de acordo com a invencdo tanto podem ser
profildticas (isto é, para evitar a infeccédo) ou
terapéuticas (ou seja, ©para tratar a infeccédo), mas
normalmente serdo profildticas. Assim, é aqui revelado um

método para o tratamento terapéutico ou profilédctico de uma
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infeccdo por Streptococcus pyogenes num animal susceptivel
a infeccdo por estreptococos, compreendendo a administracédo
ao referido animal de uma quantidade terapéutica ou
profildtica de composicdes imunogénicas da invencdo. De
preferéncia, a composicdo imunogénica compreende uma
combinacdo de antigénios GAS, consistindo a referida
combinacdo de 2-31 antigénios GAS do primeiro grupo de
antigénio. De preferéncia, a combinacdo de antigénios GAS
consiste de trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove,
dez ou antigénios GAS selecionados a partir do primeiro
grupo de antigénio. De preferéncia, a combinacdo de
antigénios GAS consiste de trés, quatro, ou cinco
antigénios de GAS selecionados a partir do primeiro grupo
de antigénio. De preferéncia, a combinacdo de antigénios de

GAS incluil um ou ambos GAS 40 e GAS 117.

Alternativamente, aqui divulgada é uma composicéado
imunogénica qgue compreende uma combinacdo de antigénios
GAS, consistindo a referida combinacdo de 2-31 antigénios
de GAS do primeiro grupo de antigénio e um, dois, trés ou
quatro antigénios de GAS do segundo grupo de antigénio. De
preferéncia, a combinacdo é constituida por trés, quatro,
cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou antigénios GAS a
partir do primeiro grupo de antigénio. Ainda mais
preferivelmente, a combinacdo ¢é constituida por trés,
quatro ou cinco antigénios GAS a partir do primeiro grupo
de antigénio. De preferéncia, a combinacdo de antigénios
GAS inclui um ou ambos GAS 40 e GAS 117. Preferivelmente, a

combinacdo de antigénios GAS inclui uma ou mais variantes

da proteina de superficie M.

A invencdo proporciona também uma composicdo da invencéo

para uso como um medicamento. 0O medicamento & de
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preferéncia capaz de suscitar uma resposta imunitdria num
mamifero (ou seja, é uma composicdo imunogénica) e é mais

preferencialmente uma vacina.

A invencdo também proporciona a utilizacdo das composicdes
da invencdo no fabrico de um medicamento para aumentar uma
resposta imune num mamifero. O medicamento é de preferéncia
uma vacina. A  invencdo também proporciona um kit
compreendendo um primeiro componente que compreende uma
combinacdo de antigénios GAS. A combinacdo dos antigénios
de GAS pode consistir numa mistura de 2-31 antigénios GAS
selecionados a partir do primeiro grupo de antigénio. De
preferéncia, a combinacdo é constituida por trés, quatro,
cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou antigénios GAS a
partir do primeiro grupo de antigénio. De preferéncia, a
combinacdo ¢é constituida por trés, gquatro, ou cinco
antigénios GAS a partir do primeiro grupo de antigénio. De
preferéncia, a combinacdo inclui um ou ambos de GAS 117 e

GAS 040.

O kit ©pode compreender um primeiro componente qgue
compreende uma combinacdo de antigénios GAS constituida por
uma mistura de 2-31 antigénios GAS do primeiro grupo de
antigénio e um, dois, trés ou quatro antigénios GAS do
segundo grupo de antigénio. De preferéncia, a combinacdo é
constituida por trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,

nove, dez ou antigénios GAS a partir do primeiro grupo de

[ON

antigénio. Ainda mais preferivelmente, a combinacédo
constituida por trés, quatro ou cinco antigénios GAS a
partir do primeiro grupo de antigénio. De preferéncia, a
combinacdo de antigénios GAS inclui um ou ambos GAS 40 e
GAS 117. Preferivelmente, a combinacdo de antigénios GAS

inclui uma ou mais variantes da proteina de superficie M.
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A invencdo também fornece um dispositivo de distribuicéo

pré-cheio com as composicdes imunogénicas da invencéo.

A invencdo também fornece um método para aumentar uma
resposta imune num mamifero, compreendendo o passo de
administrar uma quantidade eficaz de uma composicdo da
invencdo. A resposta imunitdria ¢ preferencialmente de
protecdo e, de preferéncia envolve imunidade mediada por
anticorpos e/ou por células. 0O método pode aumentar a

resposta ao reforcgo.

O mamifero ¢é preferencialmente um ser humano. Quando a
vacina ¢é para uso profilatico, o0 ser humano ¢&, de
preferéncia uma crianca (por exemplo, uma crianca ou bebé)
ou um adolescente; em que a vacina é para uso terapéutico,
0 ser humano é de preferéncia um adolescente ou um adulto.
Uma vacina destinada a criancas pode também ser
administrada a adultos, por exemplo, ©para avaliar a

seguranca, dosagem, imunogenicidade, etc.

Estas utilizacdes e métodos sdo, de preferéncia, para a
prevencdo e/ou tratamento de uma doenca causada por
Streptococcus pyogenes (por exemplo, faringite (tais como
dor de garganta provocada por estreptococos), escarlatina,
impetigo, erisipela, <celulite, septicemia, sindrome do
choque téxico, fascite necrotizante (doenca que come a
carne) e sequelas (como a febre reumatica e a
glomerulonefrite aguda)). As composicdes podem também ser

eficazes contra outras bactérias estreptocdcicas.
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Uma maneira de verificar a eficdcia do tratamento
terapéutico envolve o acompanhamento da infeccdo por GAS
apbdés a administracdo da composicdo da invencdo. Uma maneira
de verificar a eficédcia do tratamento profildctico envolve
a monitorizacéo de respostas imunitarias contra 0s
antigénios GAS em composicdes da invencéao apods

administracdo da composicéo.

As composicdes da invencéo irédo geralmente ser
administradas diretamente a um paciente. A entrega direta
pode ser conseguida por injecdo parentérica (por exemplo,
por via subcuténea, por via intraperitoneal, ©por via
intravenosa, por via intramuscular, ou para O©0 espaco
intersticial de um tecido), ou por administracdo rectal,
bucal (por exemplo, comprimido, pulverizacdo), vaginal,
tépica, transdérmica (por exemplo, ver W099/27961) ou
transcutédnea (por exemplo, ver W002/074244 e WO02/064162),
intranasal (por exemplo, ver WO003/028760), ocular, oral,
através da mucosa pulmonar ou outra. A invencdo pode ser
utilizada para 1induzir a 1imunidade sistémica e/ou das

mucosas.

O tratamento por dosagem pode ser um programa de dose Unica
ou um programa de multiplas doses. Doses multiplas podem
ser usadas num esquema de imunizacdo primadria e/ou num
esquema de imunizacdo de reforco. Num plano de dose
multipla as varias doses podem ser administradas pela mesma
ou por diferentes vias, por exemplo, uma primeira
parenteral e o reforco mucosal, uma primeira mucosal e o

reforco parenteral, etc.
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As composicgdes da invencdo podem ser preparadas de varias
formas. Por exemplo, as composicdes podem ser preparadas
como injetédveis, quer como solucdes liquidas ou suspensdes.
Formas sé6lidas adegquadas para solucdo em, ou suspensdo em
veiculos ligquidos antes da injecdo podem também ser
preparadas (por exemplo, uma composicdo liofilizada). A
composicdo pode ser preparada para administracdo toépica,
por exemplo, como uma pomada, creme ou pd. A composicao
pode ser preparada para administracdo por via oral, por
exemplo, como um comprimido ou uma cépsula, como uma
pulverizacéao, ou como um xarope (opcionalmente
aromatizado) . A  composicdo pode ser ©preparada para
administracdo pulmonar, por exemplo, como um inalador,
utilizando-se um pdé fino ou um spray. A composicdo pode ser
preparada como um supositdé4rio ou pessadrio. A composicéo
pode ser preparada para administracdo nasal, oral ou
ocular, por exemplo, na forma de gotas. A composicdo pode
estar na forma de kit, concebido de tal modo gue uma
composicdo combinada é reconstituida imediatamente antes da
administracdo a um paciente. Tais kits podem compreender um
ou mais antigénios em forma liquida e um ou mais antigénios
liofilizados. As composig¢des imunogénicas utilizadas como
vacinas compreendem uma guantidade imunologicamente eficaz
do antigénio (s), bem como quaisquer outros componentes,
conforme necessario. Por "quantidade imunologicamente
eficaz" pretende-se dizer gque a administracdo dessa
quantidade a um individuo, quer numa dose Unica ou CoOmo
parte de uma série, é eficaz para tratamento ou prevencéo.
Esta quantidade varia dependendo da saude e condigdo fisica
do individuo a ser tratado, idade, grupo taxondémico do
individuo a ser tratado (por exemplo, primata ndo-humano,
primata, etc.), a capacidade do sistema imunitédrio do
individuo para sintetizar anticorpos, o grau de protecédo

desejado, a formulacdo da wvacina, a avaliacdo do médico
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assistente sobre a situacdo médica e outros fatores
relevantes. Espera-se que a quantidade ird cair numa gama
relativamente ampla que pode ser determinada através de

ensalos de rotina.

Outros componentes da composigdo

A composicdo da invencdo compreenderd tipicamente, em
adicdo aos componentes mencionados acima, um ou mais dos
transportadores farmaceuticamente aceitdveis", que incluem
qualgquer transportador gque ndo induza ele préprio a
producdo de anticorpos prejudiciais ao individuo que recebe
a composicdo. Os veiculos adequados sdo tipicamente grandes
macromoléculas lentamente metabolizadas, tais como
proteinas, polissacarideos, &cidos polilécticos, &cidos
poliglicdlicos, aminoédcidos poliméricos, copolimeros de
aminoacidos, e agregados lipidicos (tais como goticulas de
6leo ou lipossomas) . Tais transportadores sdo  bem
conhecidos dos peritos na técnica. As vacinas também podem
conter diluentes, tais como &gua, solucgdo salina, glicerol,
etc. Além disso, substéncias auxiliares, tais como agentes
molhantes ou emulsionantes, substdncias de tamponamento do
PH e semelhantes, podem estar presentes. Uma discusséo
exaustiva de excipientes farmaceuticamente aceitdveis esté
disponivel em Gennaro (2000) Remington: The Science and

Practice of Pharmacy. 20a ed, ISBN: 0683306472.

As vacinas da invencdo podem ser administradas em conjunto
com outros agentes imunorreguladores. Em particular, as

composicdes geralmente incluem um adjuvante.

Outros adjuvantes preferidos incluem, mas ndo estédo

limitados a, um ou mais dos seguintes estabelecidos abaixo:
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A. Compostos contendo minerais

Composicdes contendo minerais adequadas para uUSO COmMoO
adjuvantes na invencdo incluem sais minerais, tais como
sais de aluminio e sais de c&lcio. A invencdo pode ser
usada com sais minerais, tais como os hidréxidos (por
exemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por exemplo,
hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. {por
exemplo, ver capitulos 8 e 9 de Vaccine Design: the subunit
and adjuvante approach (1995) Powell & Newman. ISBN 0-306-
44867-X}), ou misturas de compostos minerais diferentes,
com o0s compostos tendo qualquer forma adequada (por
exemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), e com a adsorcéo
sendo preferida. As composic¢cdes contendo minerais podem
também ser formuladas como uma particula de sal metédlico.

Ver WO00/23105.

B. Emulsdes em 6leo

As composicdes em emulsdo em 6leo adequadas para uso CoOmo
adjuvantes na presente invencdo incluem emulsdes de
esqualeno em &gua, tal como o MF59 (5% de esqualeno, 0,5%
de Tween 80, e 0,5% de Span 85, formulado em particulas
submicrénicas usando um microfluidificador). Ver
W090/14837. Ver também, Podda, "The adjuvanted influenza
vaccines with novel adjuvants: experience with the MF59-
adjuvanted vaccine", Vaccine (2001) 19:2673-2680; Frey et
ai, "Comparison of the safety, tolerability, and
immunogenicity of a MF59-adjuvanted influenza vaccine and a
non-adjuvanted influenza vaccine in non-erderly adults",
Vaccine (2003) 21:4234-4237. MF59 & utilizado como
adjuvante na subunidade da wvacina trivalente do virus da

gripe FLUAD™.
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Os adjuvantes particularmente preferidos para utilizacéo
nas composicdes sdo emulsdes submicrénicas dleo-em-4gua.
Emulsdes d6leo-em-agua submicrénicas preferidas para uso na
invencéao sdo emulsdes de esqualeno/agua contendo
opcionalmente quantidades variédveis de MTP-PE, tal como uma
emulsdo submicrénica Obleo-em-adgua, contendo 4-5% p/v de
esqualeno, 0,25-1,0% p/v de Tween 80™ (monooleato de
polioxieltilenosorbitano), e/ou 0,25-1,0% de Span 8b™
(trioleato de sorbitano), e, opcionalmente, N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil L-alanina-2-(1'-2'-

dipalmitoil-sn-glicero-3-huidroxifosfoforiloxi)-etilamina

(MTP-PE) , por exemplo, a emulséao de 6leo-em-agua
submicrénica conhecida como "ME59" (Publicacéo
Internacional W090/14837; Patentes US 6299884 e 6451325;
e Ott et al, "MF59 - Design and Evaluation of a safe and
potente adjuvante for human vaccines" em Vaccine Design:
The Subunit and Adjuvant Approach (Powell, MF e Newman, MJ
eds Plenum Press, New York, 1995, pp. 277-296). MF59 contém
4-5% p/v de esqualeno (por exemplo, 4,3%), 0,25-0,5% p/v de
Tween 80™, e 0,5% p/v de Span 85™ e contém opcionalmente
varias quantidades de MTP-PE, formulados em particulas
submicrénicas wusando um microfluidificador tal como o
microfluidificador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA).
Por exemplo, a MTP-PE poderéd estar presente numa quantidade
de cerca de 0-500 ng/dose, mais preferencialmente 0-250
pg/dose e, mais preferivelmente, 0-100 ng/dose. Tal como
aqui utilizado, o termo "MF59-0" refere-se a emulsdo de
bleo-em-4gua submicrénica acima sem MTP-PE, enguanto o
termo MF59-MTP indica uma formulacdo que contém MTP-PE. Por
exemplo, "MF59-100" contém 100 pg de MTP-PE por dose, e
assim por diante. MF69, outra emulsdo submicrénica édleo-em-
dgua para utilizacdo na presente invencdo, contém 4,3% p/v
de esqualeno, 0,25% p/v de Tween 80™ e 0,75% p/v de Span

gom™ e opcionalmente MTP-PE. Ainda outra emulsédo

86



submicrénica déleo-em-4dgua ¢ MFE75, também conhecida como
SAF, contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween 80™, 5% de
polimero de plurdnico bloqueado L121, e thr-MDP, também
microfluidificado numa emulsdo submicrénica. MF75-MTP
indica uma formulacdo MF75 que inclui MTP, tal como 100-400

ng de MTP-PE por dose.

Emulsdes submicrénicas bleo-em-agua, os métodos de fazer as
mesmas € agentes imunoestimulantes, tais como, péptidos de
muramil, para utilizacdo nas composicdes, estdo descritos
em detalhe na Publicacdo Internacional W090/14837 e nas

Patentes US 6299884 e 6451325.

O adjuvante completo de Freund (CFA) e o adjuvante
incompleto de Freund (IFA) podem igualmente ser utilizados

como adjuvantes na presente invencéo.

C. Formulagdes de saponina

As formulacgdes de saponina também podem ser utilizadas como
adjuvantes na invencéo. As saponinas sSdo um  grupo
heterdlogo de glicdsidos de esterol e glicdsidos
triterpendides que sdo encontrados na casca, folhas,
caules, raizes e até flores de uma ampla gama de espécies
de plantas. A saponina da casca da arvore Quillaia
saponaria Molina tem sido amplamente estudada como
adjuvantes. A saponina também pode ser obtida
comercialmente a partir de Smilax ornata (sarsaprilla),
Gypsophilla paniculata (véu de noiva) e Saponaria
officianalis (raiz de sabdo). Formulacdes de adjuvantes de
saponina incluem formulacdes purificadas, tais como QS21,
bem como formulacdes de lipidos, tais como ISCOM. As

composicdes de saponinas foram purificadas usando
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cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HP-LC) e
Cromatografia Liquida de Fase Reversa de Alta Eficiéncia
(HPLC) . Fraccdes purificadas especificas usando estas
técnicas tém sido identificadas, incluindo QS7, QS17, QS18,
0S21, QH-A, QH-B e QH-C. De preferéncia, a saponina é QS21.

Um método de producdo de (QS21 é divulgado na Patente US

5057540. As formulacdes de saponina podem também
compreender um esterol, tal como <colesterol (ver WO
96/33739) .

Combinacdes de saponinas e colesterdis podem ser usados

para formar particulas inicas chamadas complexos
imunoestimulantes (ISCOM). ISCOM tipicamente também incluem
um fosfolipido, tal como, fosfatidiletanolamina ou
fosfatidilcolina. Qualquer saponina conhecida pode ser

utilizada em ISCOMs. Preferencialmente, o ISCOM inclui um

ou mais de Quil A, QHA e QHC. ISCOM sdo ainda descritos em

EP 0 109 942, WO 96/11711 e WO 96/33739. Opcionalmente, os
ISCOMS podem ser desprovidos de detergente adicional. Ver

a WO00/07621.

A avaliacdo do desenvolvimento de adjuvantes com base em
saponina pode ser encontrada em Barr, et al, Advanced Drug
Delivery Reviews (1998) 32:247-271. Ver também Sjolander,
et ai, Advanced Drug Delivery Reviews (1998) 32:321-338.

C. Virossomas e particulas do tipo viral (VLPs)

Os virossomas e as particulas do tipo viral (VLPs) podem
também ser utilizados como adjuvantes na presente invencgéao.
Estas estruturas geralmente contém uma ou mais proteinas do
virus, opcionalmente combinado ou formulado com um

fosfolipido. Elas sdo geralmente ndo-patogénicas, né&o
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replicantes e, geralmente, ndo contém qualguer do genoma
viral nativo. As proteinas virais podem ser
recombinantemente produzidas ou isoladas de virus inteiros.
Estas proteinas virais adequadas para o uso em virossomas
ou VLPs incluem proteinas derivadas do virus da gripe (tais
como HA ou NA), virus da Hepatite B (tal como proteinas da
cdpside ou do nucleo), virus da hepatite E, virus do
sarampo, virus Sindbis, rotavirus, virus da febre aftosa,
retrovirus, virus Norwalk, wvirus do papiloma humano, VIH,
fagos de  ARN-, fago QR- (tais como proteinas de
revestimento), fago GA, fago fr-, fago AP205, e Ty (tal
como a proteina pl de retrotransposdes Ty). VLPs sé&o
discutidos em WO 03/024480, WO 03/024481, e Niikura et al,
Virology (2002) 293:273-280, Lenz et al, Journal of
Immunology (2001) 5246-5355; Pinto, et al, Journal of
Infectious Diseases (2003) 188:327-338 e Gerber et al,
Journal of Virology (2001) 75 (10) :4752-4760. Os
virossomas sdo discutidos, também, por exemplo, em Gluck et

al, Vaccine (2002) 20:B10 -Blo.

D. Derivados bacterianos ou microbianos

Os adjuvantes adequados para uso na invencdo incluem

derivados bacterianos ou microbianos tais como:

(1) os derivados ndo-téxicos de lipopolissacarideos
enterobacterianos (LPS)

Tais derivados incluem monofosforil-lipido A (MPL) e MPL 3-
O-desacilado (3dMPL). 3dMPL é uma mistura de 3-De-O-acilado
monofosforil lipido A com 4, 5 ou 6 cadeias aciladas. Uma
forma de "particula pequena" preferida de 3-De-0O-acilado
monofosforil lipido A ¢é descrita em EP 0 689 454. Tais
"particulas pequenas" de 3dMPL sdo suficientemente pequenas
para serem esterilizadas por filtragdo através de uma

membrana de 0,22 micron (ver EP 0 689 454). Outros
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derivados ndo-tdéxicos de LPS incluem imitacdes de
monofosforil lipido A, tais como derivados de fosfato de
aminoalquil glucosaminida, por exemplo, RC-529. Ver Johnson

et al. (1999) Bioorg Med Chem Lett 9:2273-2278.

(2) Derivados de lipidos A

Derivados de 1lipido A incluem derivados de 1lipido A de
Escherichia coli tais como OM-174. OM-174 é descrito, por
exemplo, em Meraldi et al, Vaccine (2003) 21:2485-2491 e
Pajak et al, Vaccine (2003) 21:836-842.

(3) Oligonucledétidos imunoestimulantes

Oligonucledtidos imunoestimulantes adequados para usSoO COmMO
adjuvantes na presente invencdo incluem segquéncias de
nucledétidos que contém um motivo CpG (uma sequéncia
contendo uma citosina ndo metilada seguida de guanosina e
ligadas por uma ligacdo de fosfato). ARN bacteriano de
cadeia dupla, ou oligonucledétidos contendo sequéncias
palindrdémicas ou poli (dG) também tem demonstrado ser

imunoestimulante.

CpG pode incluir modificacdes de nucleotideos/anédlogos,
tais como modificacdes de fosforotioato e pode ser de
cadeia dupla ou de cadeia simples. Opcionalmente, a
guanosina pode ser substituida por um anadlogo, tais como
2'-desoxi-7-deazaguanosina. Ver, Kandimalla et ai, Nucleic
Acids Research (2003) 31 (9):2393-2400; WO 02/26757 e WO
99/62923 para exemplos de possiveis substituicdes de
andlogos. 0O efeito adjuvante de oligonucleotideos CpG é
também discutido em Krieg, Nature Medicine (2003), 9 (7):
831-835; McCluskie et al, FEMS Immunology and Medical
Microbiology (2002) 32:179-185; WO 98/40100, Patente US
6207646, Patente US 6239116 e Patente US ©6429199.
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A sequéncia CpG pode ser direcionada para TLRY9, como o
motivo GTCGTT ou TTCGTT. Ver Kandimalla, et al,
Biochemical Society Transactions (2003) 31 (parte 3):654-
658. A sequéncia CpG pode ser especifica para a inducdo de
uma resposta imune Thl, tal como CpG-A ODN, ou pode ser
mais especifico para a inducdo de uma resposta de células
B, tal CpG-B ODN. CpG-A e CpG-B ODN sdo discutidos em
Blackwell et al., J. Immunol. (2003) 170 (8):4061-4068;
Krieg, Trends in Immunology (2002) 23 (2):64-65 e WO
01/95935. De preferéncia, o CpG é& um CpG-A ODN.

De preferéncia, o oligonucledtido CpG é construido de modo

que a extremidade 5' seja acessivel para o reconhecimento

do receptor. Opcionalmente, duas sequéncias de
oligonucledétido CpG podem estar ligadas as suas
extremidades 3' para formar "imundmeros". Ver, por exemplo,

Kandimalla et al, BBRC (2003) 306:948-953; Kandimalla, et
al, Biochemical Society Transactions (2003) 31 (parte 3):
664-658; Bhagat et al, BBRC (2003) 300:853-861 e WO
03/035836.

(4) ADP-ribosilacgédo de toxinas e seus derivados
destoxificados.

Toxinas bacterianas ribosilantes de ADP e derivados
destoxificados podem ser usados como adjuvantes na
invencdo. De preferéncia, a proteina é derivada de E. colil
(isto &, enterotoxina 1labil ao calor de E. coli, "LT), da
cblera ("TC"), ou da tosse convulsa ("PT"). A utilizacdo de
toxinas ribosilantes desintoxicadaos de ADP como adjuvantes
de mucosa ¢ descrita em WO 95/17211 e como adjuvantes
parenterais em WO 98/42375. De preferéncia, o adjuvante &

um mutante LT destoxificado tal como LT-K63.
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E. Imunomoduladores humanos

Imunomoduladores humanos adequados para uso como adjuvantes
na invencdo incluem citoquinas, tais como interleucinas
(por exemplo, IL-1, IL-2, I1L-4, IL-5, IL-o6, IL-7, 1IL-12,
etc.), interferdes (por exemplo, o interferdo-y), factor de
estimulacdo de coldénias de macrdéfagos, e factor de necrose

tumoral.

F. Bioadesivos e mucoadesivos

Bioadesivos e mucoadesivos podem também ser utilizados como
adjuvantes na presente invencdo. Biocadesivos adegquados
incluem microesferas de &4cido hialurdénico esterificado
(Singh et al. (2001) J. Cont. Rele. 70: 267-276) ou
mucoadesivos tais como derivados reticulados de poli (&cido
acrilico), dlcool polivinilico, polivinilpirrolidona,
carboximetilcelulose e polissacarideos. O quitosano e seus
derivados podem também ser utilizados como adjuvantes na

presente invencdo. Por exemplo, W099/27960.

G. Microparticulas

As microparticulas podem também ser utilizadas como
adjuvantes na invencdo. As microparticulas (isto &, uma
particula de ~100mn para ~150um de didmetro, mais de
preferéncia de ~200nm a ~30um de diédmetro, e mais
preferencialmente de ~500nm a ~10um de didmetro) formadas a
partir de materiais que sdo biodegradédveis e ndo tdxicos
(por exemplo, um poli (dcido hidroxi-o), um acido
polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidrido, uma
policaprolactona, etc.), com poli (lactido-co-acido
glicélico) sdo preferidos, opcionalmente tratados para
terem uma superficie carregada negativamente (por exemplo,
SDS) ou uma superficie carregada ©positivamente (por

exemplo, com um detergente catidénico, tal como CTAB).
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H. Lipossomas

Exemplos de formulacdes de lipossomas adequados para
utilizacdo como adjuvantes encontram-se descritos na

Patente US 6090406, Patente US 5916588 e EP 0 626 169.

I. Formulacdes de éter de polioxietileno e de éster de

polioxietileno

Os adjuvantes adequados para uso na invencdo incluem os
éteres de polioxietileno e ésteres de polioxietileno. W099/
52549. Tais formulacgbes incluem ainda tensioativos de
ésteres polioxietileno de de sorbitano em combinacdo com um
octoxinol (W001/21207), bem como éteres de polioxietileno
de algquilo ou de éster de tensicativos em combinacdo com
pelo menos um tensiocativo ndo idénico adicional, tal como um

octoxinol (WO01/21152).

Eteres de polioxietileno preferidos s&o selecionados a
partir do seguinte grupo: éter de polioxietileno-9-lauril
(laureth 9), éter de polioxietileno-9-esteorilo, éter de
polioxietileno-8-esteorilo, éter de polioxietileno-4-
laurilo, éter de polioxietileno-35-laurilo, e éter de

polioxietileno-23-laurilo.

J. Polifosfazeno (PCPP)

As formulacdes de PCPP sdo descritas, por exemplo, em
Andrianov et al, "Preparation of hydrogel microspheres by
coacervation of agueous polyphosphazene solutions",
Biomaterials (1998) 19 (1 a 3):109-115 e Payne et al.,
"Protein Release from Polyphosphazene Matrices", Adv. Drug.

Devivery Review (1998) 31 (3):185-196.
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K. Péptidos de muramilo

Exemplos de péptidos de muramilo adequados para uso cComo
adjuvantes na invencdo incluem N-acetil-muramil-L-treonil-
D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-

isoglutamina (nor-MDP), e MTP-PE).

L. Compostos de imidazoquinolona

Exemplos de compostos de imidazogquinolona adequados para
uso como adjuvantes na invencdo incluem Imiquamod e o0s seus
homélogos, descrito mais adiante em Stanley, "Imiquimod and
the imidazoquinolones: mechanism of action and therapeutic
potential"” Clin Exp Dermatol (2002) 27 (7):571- 577 e
Jones, "Resiquimod 3M", Curr Opin Investig Drugs (2003) 4
(2) :214-218.

A invencdo pode também compreender combinacdes de aspectos
de um ou mais dos adjuvantes identificados acima. Por
exemplo, as seguintes composicdes de adjuvantes podem ser

utilizadas na presente invencdo:

(1) uma saponina e uma emulsdo de O&leo-em-&gua (WO99/

11241);

(2) uma saponina (por exemplo, 0S21) + um derivado né&do-

téxico de LPS (por exemplo, 3dMPL) (ver WO 94/00153);

(3) uma saponina + um derivado ndo téxico de LPS (por

exemplo, 3dMPL) + um colesterol (por exemplo, QS21);

(4) uma saponina (por exemplo, QS21) + 3dMPL + 1IL-12
(opcionalmente + um esterol) (WO98/57659);

(5) combinacdes de 3dMPL com, por exemplo, 0S21 e/ou
emulsdes de Oéleo-em-&gua (pedidos de patente europeia

0835318, 0735898 e 0761231);
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(6) SAF, contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de
polimero em Dbloco Pluronic L121-, e thr-MDP, quer
microfluidizado numa emulsdo submicrdénica ou vortexado para

gerar uma emulsdo de maior tamanho de particula.

('7) sistema adjuvante Ribi~  (RAS), (Ribi  Immunochem)
contendo 2% de esqualeno, 0,2% de Tween 80, e um ou mais
componentes da parede celular bacteriana a partir do grupo
que consiste em monofosforilipido A (MPL), dimicolato de
trealose (TDM), e estrutura da parede celular (CWS),

preferencialmente MPL + CWS (Detox™); e

(8) um ou mais sais minerais (tal como um sal de aluminio)

+ um derivado ndo tdéxico de LPS (tal como 3dPML).

(9) um ou mais sais minerais (tal como um sal de aluminio)
+ um oligonucleotideo imunoestimulador (por exemplo, uma

sequéncia de nucledtidos, incluindo um motivo CpG).

Os sais de aluminio e MF59 s&o adjuvantes preferidos para
imunizacdo parentérica. Toxinas bacterianas mutantes sé&o

adjuvantes preferidos de mucosa.

A composicdo pode incluir um antibidtico.

Outros antigénios
As composicdes da invencdo podem ainda compreender um ou
mais antigénios ndo GAS adicionais, incluindo antigénios

bacterianos, virais ou parasitdrios adicionais.

Numa forma de realizacdo, as combinacdes de antigénios GAS

da invencdo s&do combinadas com um ou mais antigénios né&o
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GAS adicionais, adequados para utilizacdo numa vacina
pedidtrica. Por exemplo, as combinacdes de antigénios GAS
podem ser combinadas com um ou mais antigénios derivados de
uma bactéria ou virus selecionados entre o grupo Jque
consiste em N. meningitidis (incluindo o sorogrupo A, B, C,
W135 e/ou Y), Streptococcus pneumonia, Bordetella
pertussis, Moraxella catarrlzalis, Tetanus, Diphtheria,
virus Sincicial Respiratério (RSV), poliomielite, sarampo,

papeira, rubéola e rotavirus.

Numa outra forma de realizacéo, as combinacdes de
antigénios GAS da invengdo sdo combinadas com um ou mais
antigénios ndo-GAS adicionais, adequados para usSo numa
vacina concebida para proteger individuos idosos ou
imunocomprometidos. Por exemplo, as combinacdes de
antigénios GAS podem ser combinadas com um antigénio
derivado de um grupo consistindo de Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,
Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila, Listeria

monocytogenes, gripe, e virus Parainfluenza ('PIV').

No caso de um antigénio de hidrato de carbono ou sacarideo
ser utilizado, ele é preferencialmente conjugado com uma
proteina transportadora, a fim de aumentar a
imunogenicidade {por exemplo, Ramsay et al. (2001) Lancet
357 (9251):195-196; Lindberg (1999) Vaccine 17 Suppl 2:
S28-36; Buttery & Moxon (2000) JR Coll Médico Lond 34:163-
168; Ahmad & Chapnick (1999) Infect Dis Clin North Am 13:
113-133, wvii. Goldblatt (1998) J. Med. Microbiol. 47:563-
567; Patente europeia 0 477 508; Patente US 5306492;
W098/42721; Conjugate Vaccines (eds. Cruse et al.) ISBN
3805549326, particularmente vol. 10:48-114; Hermanson
(1996) Bioconjugate Techniques ISBN: 0123423368 ou
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012342335X}. Proteinas de transporte preferidas sdo toxinas
ou toxdides Dbacterianos, tais como de difteria ou do
tétano. O toxdbéide diftérico CRMi;y; € particularmente
preferido {Research Disclosure, 453077 (Jan 2002)}. Outros
polipeptideos transportadores incluem a proteina da
membrana externa de N. meningitidis {EP-A-03725011},
peptideos sintéticos {EP-A-0378881 e EP-A-0427347},
proteinas de choque térmico {W093/17712 e W094/03208},
proteinas da tosse convulsa {W098/58668 e EP-A-0471177},
Proteina D de H. influenzae {W0O00/56360}, citoquinas,
{Wwo091/01146}, linfocinas, hormonas, fatores de crescimento,
toxina A ou B de C. difficile {W0O00/61761}, proteinas de
captacdo de ferro {WO01/72337}, etc. Quando uma mistura
compreende sacarideos capsulares de ambos 0s serogrupos A e
C, pode ser preferivel gque a proporcido (p/p) de sacarideo
Mena: sacarideo MenC seja maior do que 1 (por exemplo, 2:
1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou superior). Diferentes sacarideos
podem ser conjugados com o mesmo ou diferente tipo de
proteina transportadora. Qualguer reacdo de conjugacéao
adequada pode ser usada, com gualquer ligante adequado,

quando necesséario.

Antigénios de proteina tdéxica podem ser desintoxicados,
quando necessario, por exemplo, desintoxicacgdo da toxina da

tosse convulsa por meios gquimicos e/ou genéticos.

No caso de um antigénio da difteria ser incluido na
composicédo, ¢é preferivel incluir também o antigénio do
tétano e antigénios da tosse convulsa. Similarmente, onde
um antigénio do tétano ¢é incluido, ¢é preferivel incluir
também os antigénios da difteria e da tosse convulsa.

Similarmente, onde um antigénio da tosse convulsa é
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incluido, ¢é preferivel incluir também os antigénios da

difteria e do tétano.

Os antigénios na composicdo estardo tipicamente presentes
numa concentracdo de pelo menos 1 pg/ml cada. Em geral, a
concentracdo de um determinado antigénio ird ser suficiente

para provocar uma resposta imune contra esse antigénio.

Como alternativa a utilizacdo de antigénios de proteinas na
composicdo da invencédo, pode ser utilizado o &cido nucleico
que codifica o antigénio {por exemplo, Robinson & Torres
(1997) Seminars in Immunology 9:271-283; Donnelly et al.
(1997) Annu Rev Immunol 15:617-648; Scott-Taylor &
Dalgleish (2000) Expert Opin Investig Drugs 9:471-480;
Apostolopoulos & Plebanski (2000) Curr Opin Mol Ther 2:
441-447; Ilan (1999) Curr Opin Mol Ther 1: 116-120 Dubensky
et al. (2000) Mol Med 6:723-732: Robinson & Pertmer (2000)
Adv Virus Res b55:1-74; Donnelly et al. (2000) Am J Respir
Crit Care Med 162 (4 Pt 2): S5190-193; Davis (1999) Mt.
Sinai J. Med. 66:84-901}. Componentes proteicos das
composicdes da invencdo podem, assim, ser substituidos por
dcido nucleico (preferencialmente ADN, por exemplo, sob a

forma de um plasmideo) que codifica a proteina.

Definigdes

O termo "compreendendo" significa "incluindo", bem como
"consistindo", por exemplo, uma composicdo "compreendendo"
X pode consistir exclusivamente de X ou pode incluir algo

adicional, por exemplo, X + Y.

O termo "acerca" em relacdo a um valor numérico X

significa, por exemplo, x = 10%.
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As referéncias a uma percentagem de identidade de sequéncia
entre duas sequéncias de aminoédcidos significam que, gquando
alinhadas, essa percentagem de aminodcidos ¢é a mesma,
nacomparacdo das duas sequéncias. Este alinhamento e a
homologia percentual ou identidade de sequéncia podem ser
determinados utilizando programas de software conhecidos na
técnica, por exemplo, o0s descritos na seccdo de 7.7.18 de
Current Protocols in Molecular Biology (FM Ausubel et al.,
Eds., 1987) suplemento 30. Um alinhamento preferido &
determinado pelo algoritmo de pesquisa de homologia Smith-
Waterman, utilizando uma pesquisa de lacuna afim com uma
lacuna de penalidade aberta de 12 e uma penalidade de
extensdo de lacuna de 2, matriz BLOSUM de 62. O algoritmo
de pesquisa de homologia de Smith-Waterman ¢é divulgado em
Smith & Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489.
Métodos de identidade de sequéncia semelhantes podem ser
utilizados para determinar a homologia de sequéncias entre

duas sequéncias de polinucledtidos.

O exemplo seguinte demonstra uma forma de preparacdo de
antigénios recombinantes GAS da invencdo testando a sua

eficdcia num modelo de murino.

EXEMPLO 1: Preparagdo de antigenos recombinantes GAS e
demonstracdo de eficdcia em modelo de murino

Proteinas GAS recombinantes correspondentes a dois ou mais
dos antigénios GAS do primeiro grupo de antigénio sé&o

expressas como se segue.

1. Clonagem de antigenos de GAS para expressdo em E. coli

Os antigénios GAS selecionados foram clonados de modo a
obter dois tipos diferentes de proteinas recombinantes: (1)

as proteinas com uma marca de hexa-histidina no terminal
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carboxilo (GAS-His) e (2) as proteinas tendo o marcador de
hexa-histidina no terminal carboxi e de GST no terminal
amino (Gst-GAS-His). As proteinas do Tipo (1) foram obtidas
por clonagem num vector pET21b+ (disponivel a partir de
Novagen). As proteinas do Tipo (2) foram obtidas por
clonagem de um vector pGEX-NND. Esta estratégia de clonagem
permitiu ao ADN gendémico de GAS ser utilizado para
amplificar os genes selecionados por PCR, para realizar uma
digestdo de enzima de restricdo uUnica dos produtos de PCR e
clonéa-1los, em seguida, simultaneamente em ambos 0s

vectores.

(a) Construgdo de vectores de expressdo pGEX-NNH

Dois pares de oligodesoxirribonucledtidos complementares
sdo sintetizados utilizando o sintetizador de ADN ABI394
(Perkin Elmer) e o0s reagentes de Cruachem (Glasgow,
Escécia). Quantidades equimolares dos pares de oligo (50 ng
de cada oligo) sdo recozidos em tampdo de ligase do ADN T4
(New England Biolabs) durante 10 min num volume final de 50
nl e, em seguida, deixados arrefecer lentamente a
temperatura ambiente. Com o procedimento descrito obtém-se

08 seguintes ligantes de ADN:

Ligante gexNN

NdeI NKhel Xmal EcoRI Nool Sall Xhol Sacl
GATCLCCATATGECTAGCCCEREEAATTCSTCCATGGAGTGAGTCCACTGACTCGAGTGATCGAGLTC
GETATACCGATCGEECCCOTTAAGCAGGTACCTCACTCAGCTRACTCGAGCTCACTAGCTC AL

Notl

CTGACSCGECCGCATGAA
GACTCECLGECETACTTTCEA
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Ligante gexNNH

HindlIl Notl Xhol Hexa-Histiding
TCEACAAGCTTECEECCECACTCCAGCATCACCATCACCATCADTGAT
GTTCEAACGCCOECOTEGAGCACGTAGAGCTAGTGETAGTCACTATCGA

O plasmideo pGEX-KG [KL Guan e JE Dixon, Canal Biochem.
192, 262 (1991)] foi digerido com BamHI e HindIII e 100 ng
foi ligado durante a noite a 16°C para o ligante gexNN com
uma razdo molar de 3:1 de ligante/plasmideo usando 200
unidades de ligase de ADN T4 (New England Biolabs). Apds a
transformacdo do produto de 1ligacdo em FE. coli DH5, um
clone contendo o ©plasmideo pGEX-NN, tendo o ligante
correto, ¢é selecionado por meio da anédlise de enzima de

restricdo e sequenciacdo de ADN.

O novo plasmideo pGEX-NN é digerido com Sall e HindIII e
ligado ao ligante gexNNH. Apds a transformacdo do produto
de ligacdo em E. coli DH5, um clone contendo o plasmideo
PGEX-NNH, tendo o ligante correto, é selecionado por meio

da anédlise de enzima de restricdo e sequenciacdo de ADN.

(b) Reparag¢do do ADN cromossémico

A estirpe GAS SF370 é cultivada em meio THY até ODgyy ser
0,6-0,8. As bactérias sido entdo centrifugadas, suspensas em
tampdo de TES com lisozima (10 mg/ml) e mutanolisina (10 U/
mL) e incubadas 1 h a 37°C. Apdés o tratamento da suspensédo
bacteriana com ARNase, Proteinase K e 10% de sarcosil/EDTA,
é levada a cabo a extracdo de proteinas com fenol saturado
e fenol/cloroférmio. 0 sobrenadante resultante é
precipitado com acetato de sdédio/etanol e o ADN extraido é
sedimentado por centrifugacdo, suspenso em tampdo Tris e

mantido a -20°C.
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(C) Concepcgédo de oligonucleotideo

Iniciadores sintéticos de oligonucleotideos sdo projetados
com base da sequéncia de codificacdo de cada antigénio GAS
usando a sequéncia da estirpe SF370 Mlde Streptococcus
pyogenes. Qualgquer péptido de sinal previsto € omitido, por
deduzir a segquéncia de iniciador de amplificacdo da
extremidade 5' imediatamente a jusante da sequéncia lider
prevista. Para a maioria dos antigénios GAS, a cauda 5' dos
iniciadores (ver Tabela 1, abaixo) inclui apenas um sitio
de reconhecimento de enzima de restricdo (Ndel, ou Nhel ou
Spel, dependendo do préprio padrdo de restricdo do gene);
as caudas 3' do iniciador (ver Tabela 1) incluem um local

de restricdo Xhol ou Notl ou HindIII.

5’ tails 3’ tails
Ndel 5 GTGCGTCATATG 3’ | Xhol 5 GCGTCTCGAG 3’
Nhel 5 GTGCGTGCTAGC 3’ | Notl 5 ACTCGCTAGCGGCCGC 3

Spel 5 GTGCGTACTAGT 3 | Hindlll 5 GCGTAAGCTT 3’

Tabela 1. Caudas oligonucleotidicas dos iniciadores
utilizados para amplificar os genes gque codificam os

antigénios GAS selecionados.

Assim como contendo as sequéncias de reconhecimento de
enzimas de restricdo, os iniciadores incluem os nucledtidos
que hibridam com a sequéncia a ser amplificada. O numero de
nucledétidos que hibridam depende da temperatura de fusédo
dos iniciadores que pode ser determinada como descrito [ (
Breslauer et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 83, 3746-50
(19806)]. A  temperatura média de fusao dos oligos
selecionados é de 50-55°C, durante a regido de hibridacéo
isolada e 65-75°C para oligos inteiros. Os oligos podem ser

comprados em MWG-Biotech SpA (Firenze, Italia).
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(d) Amplificag¢do por PCR

O protocolo de PCR padrdo & como se segue: 50 ng de ADN
gendmico sdo utilizadas como modelo na presenca de 0,2 uM
de cada iniciador, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1x
tampdo de PCR menos Mg (Gibco-BRL), e 2 unidades de
polimerase Taq ADN (Platinum Taqg, Gibco-BRL) num volume
final de 100 npl. Cada amostra passa por um passo de
amplificacdo duplo: os primeiros 5 ciclos sdo realizados
utilizando-se a temperatura de hibridacido de um dos oligos
excluindo a enzimas de restricdo da cauda, seguido de 25
ciclos realizados de acordo com a temperatura de hibridacéo
de todo o comprimento dos iniciadores. 0Os ciclos de padréo

sdo 0s seguintes: um ciclo:

desnaturacdo: 94°C, 2 min,

5 cycles:

denaturation: 94 °C, 30 seconds,
hybridization: 51 °C, 50 seconds,

elongation: 72 °C, 1 min or 2 min and 40 sec,

25 cycles:

denaturation: 94 °C, 30 seconds,
hybridization: 70 °C, 50 seconds,

elongation: 72 °C, 1 min or 2 min and 40 sec,

72 °C, 7 min,
4°C

O tempo de alongamento é de 1 min para antigenos GAS
codificados por ORF mais curtos de 2000 pb e 2 min e 40
segundos para ORF maiores do que 2000 pb. As amplificacbes
sdo realizadas usando um sistema Gene Amp PCR 9600 (Perkin

Elmer) .
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Para verificar os resultados das amplificacgdes, 4 unL de
cada produto de PCR é carregado em gel de agarose a 1-1,5 e
o tamanho dos fragmentos amplificados comparado com padrdes
de peso molecular (marcadores de ADN IITI ou IX, Roche). Os
produtos de PCR sdo carregados em gel de agarose apds
electroforese e as bandas de tamanho adequado sdo excisadas
do gel. O ADN ¢ purificado a partir da agarose, utilizando
o kit de extracdo de Gel (Qiagen) seguindo as instrucdes do
fabricante. O volume de eluicdo final do ADN é de 50 npl de
TE (10 mM Tris-HCl, EDTA 1 mM, pH 8). Um pl de cada um de
ADN purificado €& carregado em gel de agarose para avaliar a

produtividade.

(e) Digestdo de fragmentos de PCR

Um ou dois pg de produtos de PCR purificados s&o duplamente
digeridos durante a noite a 37°C com as enzimas de
restricdo apropriadas (60 unidades de cada enzima)
utilizando o tampdo de restricdo apropriado no volume final
de 100 pl. As enzimas de restricdo e os tampdes de digestédo
sdo da New England Biolabs. Apdés a purificacdo do ADN
digerido (kit de purificacdo de PCR, Qiagen) e eluigdo com
30 pl TE, 1 pl ¢é submetido a electroforese em gel de
agarose para avaliar o rendimento em comparacdo com OS
padrdes de peso molecular (marcadores de ADN titulados III

ou IX, Roche).

(f) Digestdo dos vectores de fecho (pET21b + e pGEX-NND)

10 pg de plasmideo foi duplamente digerido com 100 unidades
de cada enzima de restricdo em 400 pl de volume de reacdo,
na presenca de tampdo adequado por incubacdo durante a
noite a 37°C. Apbés electroforese num gel de agarose a 1%, a
banda correspondente ao vector digerido foi purificado a

partir do gel wutilizando o Kit Qiagen Qiaex II Gel
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Extraction e o ADN foi fluido com 50 pl TE. A concentracdo

de ADN ¢ avaliada medindo a OD,gp da amostra.

(g) Clonagem dos produtos de PCR

Setenta e cinco ng dos vectores apropriadamente digeridos e
purificados e os fragmentos digeridos e ©purificados,
correspondentes a cada um antigénio GAS selecionado estéo
ligados em volumes finais de 10-20 mL com uma razdo molar
de 1:1 de fragmento/vector, com 400 unidades de ligase de
ADN T4 (New England Biolabs) na presenca do tampédo
fornecido pelo fabricante. As reag¢des sdo incubadas durante

a noite a 16°C.

A transformacdo de células de E. coli BL21 (Novagen) e E
coli BL21-DE3 (Novagen) electrocompetentes ¢é realizada
utilizando ligagdes PGEX-NND e ligagdes pET21b+,
respectivamente. O procedimento de transformacdo é como se
seqgue: 1-2 pL da reacdo de ligacdo é misturada com 50 pl de
células competentes de gelo frio, em seguida, as células
sdo despejadas num pulsador de genes de cuvete de eléctrodo
de 0,1 cm (Biorad) . Apds pulsar as células num
electroporador MicroPulser (Biorad), seguindo as instrucdes
do fabricante, as células sdo suspensas em 0,95 ml de meio
SOC e incubadas durante 45 min a 37°C, sob agitacdo. 100 e
900 pl de suspensdes de células foram semeadas em placas de
agar LB separadas de 100 pg/ml de ampicilina e as placas
sdo 1incubadas durante a noite a 37°C. O rastreio dos
transformantes é realizada por PCR:transformantes
escolhidos aleatoriamente, foram repicadas e suspensas em
30 pl de mistura de reacdo PCR contendo tampdo de PCR, as
quatro dNTP, 1,5 mM de MgCl,, a polimerase Tag e
iniciadores oligonucleotidicos para a frente e para tras

apropriados, que sdo capazes de hibridar a montante e a
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jusante do ligante poli dos vectores pET21b+ ou pGEX-NNH.
Depois de 30 ciclos de PCR, 5 pl dos produtos resultantes
sdo executados em electroforese em gel de agarose, de modo
a selecionar os clones positivos a partir dos guais a banda
de PCR esperada ¢é obtida. Os clones positivos de PCR sé&o
selecionados com base no tamanho correto do produto de PCR,
tal como avaliado por comparacdo com marcadores de peso

molecular (marcadores de ADN IIT ou IX adequados, Roche).

2. Expressdo proteica

Coldénias PCR positivas sdo inoculados em 3 ml de LB de 100
pg/ml de ampicilina e cultivadas a 37°C durante a noite. 70
mL da cultura durante a noite foi inoculada em 2 ml de LB/
Amp e cultivada a 37°C até a ODgyo dos clones pET atingir o
valor de 0,4-0,8 ou até ODgyp dos clones pGEX atingir o
valor de 0,8-1. A expressdo da proteina é entdo induzida
por adicdo de 1 mM de IPTG (isopropil p-D-tio-galacto
piranoside) ©para as mini-culturas. Apdés 3 horas de
incubacdo a 37°C, a ODgy final é verificada e as culturas
sdo arrefecidas em gelo. Apds a centrifugacdo de 0,5 ml de
cultura, o sedimento de células é suspenso em 50 pl de
tampdo de amostra de proteina (60 mM Tris-HCl pH 6,8, 5% p/
v de SDS, 10% v/v de glicerina, 0,1% p/v de azul de
bromofenol, 100 mM de DTT) e incubados a 100°C durante 5
min. Um volume de amostra fervida correspondente a 0,1 ODgoo
da cultura foi analisado por SDS-PAGE e coloracdo com Azul
de Coomassie para verificar a presenca da banda de proteina

induzida.

3. Purificagdo das proteinas recombinantes

As coldénias simples sdo inoculadas em 25 ml de LB de 100
pg/ ml de ampicilina e cultivadas a 37°C durante a noite. A

cultura durante a noite foi inoculada em 500 ml de LB/Amp e
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cultivada sob agitacdo a 25°C até ODg 0,4-0,7. A expressio
da proteina ¢ entdo induzida por adicdo de 1 mM de IPTG
para as culturas. Apds 3,5 horas de incubacdo a 25°C, a
ODgoo final ¢é verificada e as culturas sdo arrefecidos em
gelo. Apds centrifugacdo a 6000 rpm (rotor JA10 Beckman), o
sedimento de células foi processado para purificacdo ou

congelado a -20°C.

(a) Processo para a purificagcdo de proteinas soluveis

marcadas com His de E. coli

(1) Transferir o sedimento a partir de -20°C para um banho
de gelo e reconstitui-los com 10 ml de tampdo de 50 mM de
NaHPO,, 300 mM de ©NaCl, pH 8,0, passar em tubos de
centrifugacdo de 40-50 ml e romper as células de acordo

com O seguinte contorno.

(2) Quebrar o sedimento na prensa francesa realizando trés

passagens com lavagem em linha.

(3) Centrifugar cerca de 30-40000 xg por 15-20 min. Se
possivel, usar o rotor JA 25,50 (21000 rpm, 15 min.) ou

JA-20 (18000 rpm, 15 min.)

(4) Equilibrar as colunas Poly-Prep com 1 ml de resina
Fast Flow Chelating Sepharose com 50 mM de tampédo fosfato,
300 mM de NaCl, pH 8,0.

(5) Conservar o sedimento de centrifugacdo a -20°C, e

carregar o sobrenadante em colunas.

(6) Recolher o fluxo.

(7) Lavar as colunas com 10 ml (2 ml + 2 ml + 4 ml) de 50

mM de tampdao fosfato, 300 mM de NaCl, pH 8,0.
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(8) Lavar novamente com 10 ml de tampdo de 20 mM de

imidazole, 50 mM de fosfato, 300 mM de NaCl, pH 8,0.

(9) eluir as proteinas ligadas as colunas com 4,5 ml (1,5
ml + 1,5 ml + 1,5 ml) a 250 mM de tampdo de imidazol, 50
mM de fosfato, 300 mM de NaCl, pH 8,0 e recolher as 3
fracgdes correspondentes 1,5 ml cada. Adicionar a cada

tubo 15 pL de 200 mM de DTT (concentracdo final 2 mM)

(10) Medir a concentracgédo de proteina das duas primeiras
fracgdes com o método de Bradford, recolher uma aliquota
de 10 pg de proteinas de cada uma das amostras e analisar
por SDS-PAGE. (NB: a amostra deve estar demasiado diluida,

carga de 21 pl + 7 pl tampdo de carga).

(11) Armazenar as fraccdes recolhidas a +4°C, enquanto se

espera pelos resultados da andlise de SDS-PAGE.

(12) Para a imunizacdo preparar 4-5 aligquotas de 100 nug
cada, em 0,5 ml de glicerol a 40%. O tampdo de diluicdo é
0 tampdo de eluicdo anterior, mais 2 mM de DTT. Armazenar

as aliquotas a -20°C até a imunizacio.

(b) Purificag¢do de proteinas marcadas com His a partir de
corpos de inclusédo
As purificacdes sdo efectuadas essencialmente de acordo com

o protocolo seguinte:

(1) As bactérias sdo recolhidas a partir de culturas de
500 ml por centrifugacdo. Se necessario, armazemnar oS
sedimentos bacterianos a -20°C. Para a extracéao,
ressuspender cada sedimento bacteriano em 10 ml de tampédo

de 50 mM de TRIS-HC1l, pH 8,5 num banho de gelo.

(2) Dissociar as Dbactérias ressuspensas com uma prensa
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francesa, realizando duas passagens.

(3) Centrifugar a 35000 xg durante 15 minutos e recolher
0s sedimentos. Usar um rotor de Beckman JA 25,50 (21000

rpm, 15 min.) ou JA-20 (18000 rpm, 15 min.).

(4) Dissolveo os sedimentos de centrifugacdo com 50 mM de
Tris-HCl, 1 mM de TCEP {Tris (2-carboxietil) fosfina
cloridrato, Pierce}, 6 M de cloreto de guanidinio, pH 8,5.

Agita-se durante ~10 min. com uma barra magnética.

(5) Centrifugar Ccomo descrito acima, e recolher 0

sobrenadante.

(6) Preparar um nuUmero adequado de colunas Poly-Prep (Bio-
Rad) contendo 1 ml de Fast Flow Chelating Sepharose
(Pharmacia) saturado com Nichel de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Lavar as colunas duas vezes
com 5 ml de H;O e equilibrar com 50 mM de TRIS-HCl, 1 mM de

TCEP, 6 M de cloreto de guanidinio, pH 8,5.

(7) Carregar os sobrenadantes a partir do passo 5 para as
colunas, e lavar com 5 ml de tampdo de 50 mM Tris-HC1l, 1

mM de TCEP, 6 M de ureia, pH 8,5

(8) Lavar as colunas com 10 ml de 20 mM de imidazol, 50 mM
de TRIS-HCl, 6 M de ureia, 1 mM de TCEP, pH 8,5. Recolher

e reservar os primeiros 5 ml para eventuais controlos.

(9) Eluir as proteinas ligadas as colunas com 4,5 ml de um
tampdo contendo 250 mM de imidazol, 50 mM de TRIS-HCl, 6 M
de ureia, 1 mM de TCEP, pH 8,5. Adicionar o tampédo de
eluicdo em trés aliquotas de 1,5 ml, e recolher as
3fracgdes correspondentes. Adicionar a cada fraccdo 15 pl

de DTT (concentracdo final 2 mM).

(10) Medir a concentracdo de proteina eluida com o método
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de Bradford, e analisar as aligquotas de 10 ug de proteina

por SDS-PAGE.

(11) Armazenar as proteinas a -20°C em 40% (v/v) de
glicerol, 50 mM de Tris-HCl, 2 M de wureia, 0,5 M de
arginina, 2 mM de DTT, 0,3 mM de TCEP, 83,3 mM de

imidazol, pH 8,5.

(c) Processo para a purificacdo de proteinas de fusdo GST a

partir de E. coli

(1) Transferir o sedimento bacteriano a -20°C para um
banho de gelo e suspender com 7,5 ml de PBS, pH 7,4, ao
qual foi adicionado uma mistura de inibidores de protease
(COMPLETE™ - Boehringer Mannheim, um comprimido a cada 25

ml de tampdo ).

(2) Transferir para tubos de de centrifugacdo de 40-50 ml

e sonicar de acordo com o seguinte procedimento:

a. Posicionar a sonda a cerca de 0,5 cm a partir do fundo

do tubo

b. Blogquear o tubo com o grampo

c. Mergulhar o tubo num banho de gelo

d.Definir o sonicador da seguinte forma: Temporizador -

Hold, Ciclo de Trabalho - 55, out. Controlo - 6.

e. Realizar 5 ciclos de 10 impulsos num lapso de tempo de 1
minuto (ou seja, um ciclo = 10 impulsos + ~45” Hold; b. 10
impulsos + ~45" Hold; c¢. 10 impulsos + -45" Hold; d. 10
impulsos + ~45" hold; e. 10 impulsos + -45" Hold).

(3) Centrifugar a cerca de 30-40000 xg durante 15-20 min.
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Por exemplo: usar um rotor Beckman JA 25,50 a 21000 rpm,

por 15 min.

(4) Armazenar os sedimentos de centrifugacdo a temperatura
de -20°C, e carregar os sobrenadantes sobre as colunas de

cromatografia, como a seguir

(5) Egquilibrar a colunas Poly-Prep (Bio-Rad) com 0,5 ml
(suspensdo =1 ml) de resina de Sepharose 4B-glutationa,
lavar com 2 ml (1 + 1) de H,O0, e, em seguida, com 10 ml (2

+ 4 + 4) de PBS, pH 7,4.

(6) Colocar o sobrenadante sobre as colunas e descartar o

fluxo.

(7) Lavar as colunas com 10 ml (2 + 4 + 4) de PBS, pH 7,4.

(8) Eluir as proteinas ligadas as colunas com 4,5 ml de
tampdo de 50 mM de TRIS, 10 mM de glutationa reduzida, pH
8,0, adicionar 1,5 ml + 1,5 ml + 1,5 ml e recolher as

respectivos trés fraccgdes de ~1,5 ml cada.

(9) Medir a concentracdo de proteina das duas primeiras
fracgdes com o método de Bradford, analisar uma aliquota
de 10 pg de proteinas de cada uma das amostras por SDS-
PAGE. (NB: se a amostra é muito diluida carregar 21 uL (+

7 pl de tampdo de carregamento).

(10) Armazenar as fraccdes recolhidas a +4°C, enquanto se

espera pelos resultados da andlise de SDS-PAGE.

(11) Para cada uma das proteinas destinadas para a
imunizacdo preparar 4-5 aliquotas de 100 pg cada, em 0,5
ml de glicerol a 40%. O tampdo de diluicdo é de 50 mM de
Tris.HCl, 2 mM de DTT, pH 8,0. Armazenar as aliquotas a -

20°C até a imunizacido.
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4. Modelo murino de protegdo contra infecgdes GAS

(a) Protocolo de imunizagédo

Grupos de 10 ratinhos fémea CD1 com idades compreendidas
entre 6 e 7 semanas sdo 1imunizados com dols ou mais
antigénios GAS, (20 ng de cada antigénio GAS recombinante),
em suspensdo em 100 pl de uma solucdo adequada. Cada grupo
recebe trés doses nos dias 0, 21 e 45. A imunizacdo ¢é
realizada por meio de injecdo intra-peritoneal da proteina
com um volume igual de adjuvante completo de Freund (CFA)
para a primeira dose e adjuvante Incompleto de Freund,
(IFA) para as duas seguintes doses. Em cada esquema de
imunizacdo sdo utilizados grupos de controlo positivo e

negativo.

Para o grupo de controlo negativo, os ratos sdo imunizados
com proteinas de E. coli eluidas das colunas de purificacéo
seguintes do processamento de extracto total de bactérias
de uma estirpe de E. coli contendo o vector pET21b ou pGEX-
NNH (expressando assim apenas GST) sem qualquer GAS ORF
clonado (grupos podem ser indicados como HisStop ou GSTStop

respectivamente) .

Para os grupos de controlo ©positivo, o0s ratos sé&o
imunizados com GAS M purificado clonado a partir de
qualquer estirpe GAS SF370 ou GAS DSM 2071 (grupos

indicados como 192SF e 192DSM respectivamente).

Os soros obtidos a partir de cada grupo sdo recolhidos
antes da primeira imunizacdo e duas semanas apds a ultima.
Os ratos s&do infectadas com o GAS cerca de uma semana

depois.
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Os ratinhos imunizados s&do infectados com uma estirpe GAS
diferente da que é utilizada para a clonagem de proteinas
selecionadas. Por exemplo, a estirpe de GAS pode ser do
tipo DSM 2071 M23, disponivel na Colecdo Alemd de

Microrganismos e Culturas Celulares (DSMZ).

Para as experiéncias de infeccdo, DSM 2071 é cultivado a
37°C em caldo THY até ODgy 0,4. As Dbactérias sé&o
sedimentadas por centrifugacdo, lavadas uma vez com PBS,
suspensas e diluidas com PBS para obter a concentracéo
adequada de Dbactérias/ml e administradas a ratos por
injecdo intraperitoneal. Entre 50 e 100 bactérias sdo dadas
para cada rato, como determinado através do plagueamento de
aliquotas da suspensdo bacteriana em 5 placas de THY. Os
animais sdo observados diariamente e verificados para a

pela sobrevivéncia.

5. Andlise de soros Imunes

(a) Preparacdo de extractos de proteina total GAS

Extractos de proteinas totais, sdo preparados por incubacédo
de uma cultura bacteriana cultivada a ODgyp de 0,4-0,5 em 50
mM de Tris, pH 6,8/mutanclisina (20 unidades/ml) durante 2
horas a 37°C, seguido por 1incubacdo durante 10 minutos
sobre gelo em 0,24 N de NaOH e 0,96% de P-mercaptoetanol.
As proteinas extraidas sdo precipitados por adicdo de &cido
tricloroacético, lavadas com acetona gelada e suspensas em

tampdo de carga de proteina.

(b) Andlise de Western blot

Aliquotas de extrato de proteina total misturado com tampéo
de carga SDS (lx: 60 mM TRIS-HC1l pH 6,8, 5% p/v de SDS, 10%
v/v de glicerina, 0,1% de azul de bromofenol, 100 mM de

DTT) e fervido 5 minutos a 95°C, foram carregados num gel
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de 12,5% de SDS-PAGE pré-moldado (Biorad). O gel ¢&
administrado utilizando um tampdo de corrida de SDS-PAGE
contendo 250 mM de Tris, 2,5 mM de glicina e 0,1% de SDS. O
gel é electrotransferido para uma membrana de nitrocelulose
a 200 mA durante 60 minutos. A membrana ¢ bloqueada durante
60 minutos com PBS/0,05% de Tween-20 (Sigma), 10% de leite
em pé desnatado e incubada O/N a 4°C com PBS/0,05% Tween
20, 1% de leite desnatado em pd, com a apropriada diluicéo
dos soros. Depois de ser lavada duas vezes com PBS/,05% de
Tween, a membrana foi incubada durante 2 horas com
anticorpo anti-ratinho secunddrio conjugado com peroxidase
(Amersham) diluido a 1:4000. A nitrocelulose foi lavada
trés vezes durante 10 minutos com PBS/Tween a 0,05% e uma
vez com PBS e, subsequentemente desenvolvida por Opti-4CN

Substrate Kit (Biorad).

(c) Elaboracdo de culturas GAS tratadas com paraformaldeido
Uma cultura bacteriana cultivada a ODgy 0,4-0,5 é lavada
uma vez com PBS e concentrada quatro vezes em PBS/0,05% de
paraformaldeido. Seguindo uma hora de incubacdo a 37°C com
agitacdo, a cultura tratada é mantida durante a noite a 4°C
e a 1inativacdo completa da bactéria ¢é, entdo, controlada
por plagqueamento de aligquotas em placas de agar de sangue

THY.

(d) Andlise FACS de cultures GAS criadas em paraformaldeido
com os soros imunes de rato

Cerca de 10° bactérias inativadas de paraformaldeido sé&o
lavadas com 200 upL de PBS numa um placa de fundo de 96
pocos em U e centrifugadas por 10 min. a 3000 g, a 4°C. O
sobrenadante é rejeitado e as bactérias sdo suspensas em 20
nl de PBS-BSA a 0,1%. Oitenta ul de soros de rato pré-

imunes ou imunes diluidos em PBS-BSA a 0,1% sdo adicionados
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a suspensdo bacteriana para uma diluicdo final a 1:100,
1:250 ou 1:500, e foram incubados em gelo durante 30 min.
As bactérias sdo lavadas uma vez por adicdo de 100 pl de
PBS-BSA a 0,1%, centrifugadas durante 10 min. a 3000 g,
4°C, em suspensdo em 200 pl de PBS-BSA a 0,1%, novamente
centrifugadas e suspensas em 10 pl de anticorpo de cabra
anti-IgG de rato F (ab') , especifico do fragmento de R-
Ficoeritrina conjugada (Jackson Immunoresearch Laboratories
Inc., cat.N ° 115-116-072) em PBS-BSA a 0,1% a uma diluicéao
final de 1:100, e incubadas em gelo durante 30 min. no
escuro. As bactérias sdo lavadas uma vez por adicdo de 180
nl de PBS-BSA a 0,1% e centrifugadas durante 10 min. a 3000
g, 4°C. O sobrenadante ¢é rejeitado e as bactérias foram
suspensas em 200 pl de PBS. A suspensdo bacteriana é
passada através de uma cédmara de citometria dum FACS
Calibur (Becton Dikinson, Mountain View, CA EUA) e sédo
adguiridos 10000 eventos. 0Os dados sdo analisados usando o
software Cell Quest (Becton Dikinson, Mountain View, CA
EUA) pelo desenho de um grafico de pontos morfoldgicos
(utilizando parametros de dispersdo frontal e lateral) em
sinais Dbacterianos. Um histograma ¢é, entdo, criado em
intensidade FL2 da escala logaritmica de fluorescéncia

recordando a regido morfoldgica das bactérias.

EXEMPLO 2: Comparag¢do da viruléncia das estirpe de tipo
selvagem de GAS (incluindo GAS 40) e exclusdo do mutante de
GAS 40

O exemplo a seguir apresenta uma comparagdo entre a
viruléncia de uma estirpe de tipo selvagem GAS e mutante de
delecdo de GAS 40. As estirpes mutantes GAS onde a maioria
da sequéncia de GAS 40 foi removida foram preparadas por
métodos padrdo. 0Os grupos de imunizacdo de dez ratinhos por
grupo foram injetados quer com o tipo selvagem ou as

estirpes mutantes GAS. Como mostrado abaixo, a injecdo de
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uma gama de concentracdes do tipo selvagem isolado de rato

resultou em mortes, enquanto a injecdo com o mutante GAS

A40 né&o.
GAS strain | concentration | number of fatalities

wild type 2x10% 10

wild type 2 x 108 9

wild type 2 x 107 5

GAS A40 2x102 0

GAS Ad0 2x103 0

GAS A40 2x104 0

GAS A40 2x10°% 0

GAS A40 2x 108 0

GAS A40 2x107 0
EXEMPLO 3: Ensaio de opsonofagocitose bacteriana em

consdtrugcdes GAS 40

O exemplo que se segue demonstra a exposicdo da superficie
de GAS 40 por utilizacdo de um ensaio de opsonofagocitose
bacteriana. As seguintes construcdes de GAS, cada uma das
quais estd descrita em pormenor acima, foram usadas no
ensaio: 40a-CH, 40a- RR-NH, 40a-RR, GST-40, 40a, 40a e
40a-NH. (As duas referéncias a "40a" na Figura 7, referem-

se a soros preparados em dias diferentes.

O ensaio foi realizado como se segue.

1. Preparacdo do inoculo bacteriano. As bactérias GAS sé&o

cultivadas em meio de THY até que atinjam a fase
exponencial média (ODgpo de 0,4) a 37°C. As bactérias sé&o
lavadas duas vezes em solucdo salina gelada e sédo
suspensas em meio HBSS com o volume ajustado para cada
estirpe, dependendo da gquantidade de bactérias que ira ser

utilizada. As células bacterianas sdo mantidos em gelo até
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a utilizacéo.

2. Preparacdo de PMN. PMN sdo preparados a partir de

crostas inflamatérias de sangue heparinizado de
voluntdrios sadios. O creme leucocitario foi incubado
durante 30 minutos numa solucdo contendo dextrano, NaCl e
Heparina (taxa de 1:1). Apds a incubacdo o sobrenadante,
rico dos leucdcitos, ¢é removido, transferido num tubo
limpo e centrifugado a 700xg durante 20 minutos. A uma
curta lavagem em &agua € realizada para quebrar as células
vermelhas do sangue e, em seguida, ¢é adicionada uma
solucdo de cloreto de sédio para restaurar a concentracao
de sal apropriado. Apds este passo as células séo
centrifugadas, lavadas e suspensas em meio MEM a uma

concentracdo apropriada.

3. Ensaio de opsonofagocitose. Estirpes GAS (preparados

como descrito) s&do incubadas com soro imune inativado pelo
calor de ratinhos derivados a partir da imunizacdo com o
antigénio GAS indicado (ou pré-imune para o controlo), PMN
humanos e complemento de coelho bebé. Uma hora de
incubacdo a 37°C. As amostras recolhidas imediatamente
antes e apds a incubacdo foram semeadas em placas de &agar
de sangue THY. A fagocitose ¢é avaliada comparando a
diferenca no numero de coldénias nos dois tempos para o
Soro pré-imune e imune. Os dados sdo apresentados como
numero de logaritmo de coldénias crescidas em t = 0 -

numero de logaritmo de coldnias crescidas em t = 60

Os resultados do ensaio s&do mostrados na Figura 7. O eixo
Y indica uma diferenca entre o logaritmo do numero de
coldénias no tempo 0 e o logaritmo do numero de coldnias ao

fim de 60 segundos: log (CFU @ TO0)-log (CFU @ Te60'). Se
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houve um crescimento (isto ¢, as Dbactérias ndo sé&o
ativamente mortas), resulta em nUmeros negativos (barras
negativos). Se as bactérias sdo mortas, resulta em numeros
positivos (barras do histograma positivos). Como mostrado
na Figura 7, s&do relatados as barras do histograma
positivo, para cada uma das construcdes GAS. As Ultimas
quatro barras amarelas na Figura 7 representam controlos:
B = bactérias isoladas, B PMN = Bactérias +
polimorfonucleatos, BC = Bactérias + complemento, P PMN C
= Dbactérias + + polimorfonucleatos + complemento (sem

SOro) .

EXEMPLO 4: Experiéncias de desafio de imunizagdo GAS 40 em
modelo de proteg¢do murino de rato

Estédo listados abaixo exemplos da percentagem de
sobrevivéncia resulta de numerosas experiéncias em modelo
murino do rato, usando o antigénio GAS 40. As anotacdes
indicam onde wuma construcdo utilizada para expressar o
antigénio recombinante  GAS 40 foi modificada para

facilitar a expressédo.

GAS antigen | % Survival in Mouse Challenge Modet

40a 55
4%a-RR 70
403-RR-NH 80
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Listagem de Sequéncias

SEQ D NO: 1 amino acid sequence comprising GAS 40

MDLERTRPNOVKORTALTSTIALL SASVGVSHOVKADDRASGETRASNTHODSLPK PET TQRAKAT IDAVE
KL QUK AR PR LA T AL T R T A B I N L KR OO NE S KA LT S AQE Y TR AS S ERTLEADGABHORELTATE
CELHNAOADOHSKET AT SECRAS I SARTIRAQDLVEOVR T S EONT AKTNAMT SNPDA I TKARCTANDNTEA
LS SELEKARADLENOKARKVEKOLIEELAAQE AR LA K EARL SRLK SSAPSTODE TVENNTMRAPQGY PLEE
IRRLEASGY IO SASYNYY YEEHA DO Y T AR A S PCNOLNOY O T PADRNREV I P DN/ T PEVONELAQFARMMT
NSVRROLOLPPVTVTAGSOEFARLLS TS YRR THON TR PSFVYGOPGVEGHY GVGPHDRTT TEDSAGASGLI
ROy BT GAF NDVHTYNG I KRG LY DS T ML P T DR LGN T Y CHA TNF LBV DEHR P RA PUYE GRS TSNV
CSLNEHRUMFPESNIANHORFNKTPIHAVES TKBYAQRVG‘I‘VSBTIMIEGIWS SLENRLSKTHOEALTMA
ADARVSOLQGKLASTLEQS DS INLQVROLNDTKES LR TELLAAKAR QAL EATRDO SLAKLASLKARLHQT
HRL A B ORE R VT L A R A L O D R A PR L OV I R R BN TR O DLAR IS SLLNADEATARLQRRDSS
LEAD AT T RHOL T L LR TLAREK Y RHL DED LAY PDLOVA P PLTGVREL SV SKIDTT PLVOEMVKETROLL
EASARLALENTSLVARALVGCT S EMVASNATVSKI TS SITORESKTSYGSEESTTSNLI SOVDESTORALK
AGVVHLARVEGLTOFRPRERSK

SEQ D NO: 2 polynucieotide sequentor ehcoding for GAS 40
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GRS T AR A AR A G AL A R A G T T A AGC A S A AR T TGO T T AR CUTCARCAATTGC I TTALT
FAGTGCCARTATAGECATATC PCACAAGTC ARAGCAGATCATAGAGCU TCAGCAGRAACCARGEUCAGTA
AR T AR SR T A T T A A ARG CAGE SR AT TCAAGAGECARAGECAACTATTEATECAGTIGAR
ARBACTCTCAGTCARCARARRGCAGRACPEACAGAGC T TECTACCHLTCTGACAAR ARCTACTECTGARAT
CARCTACTTARRAGAGCAGTABSATAN PEARCARAAAGCT I TAAC COCTOCACAAGARB T T RACACTARTA
T PTG ARG T AR T GAGRAGACRN TAT P AGCC AAGCACROGAACATC AR L GAGAGTTAACAGCTACTGAEA
ACAGASC T TCA AR TECTCARGCAGATCARCATTCARAAGAGACTSCATTC TCAGAACARAAAGC TAGCAT
P A G A S A A A A P G AG T T A AGA T P A TG AR AAGTC ARA AL GTC PEARCARAATATTSOTARGE
PCRATECTATGATEACCARTCCIGATSOTATC SO TARRGCASCTCARACERC TAATGATAATACAAB RGO
PR T A AR T T GEA A A GG T A A TG T T AR A AT R A A ARG CTAR AT TARA AR CCAATICAC
T ARGAG T TGECAGC ECAG ARG O PO TGO AGARA AR BACCAGRALT TAGTCETC TTARATCOTCAG
CTCCGTCTACTOARGATAGCATTE TREGTAATARTACCATGRARGCRCCECAAGEUTATCOTCTTRARGAR
O ARA R AR T T AGAM S TAG T A AT AT PEGRTCABC PAG T TACAA TAA T TATTACAARGAGCATGOASA
TCRAAT PATTEOCAR AN CTAG T COANETAATC AN T TARNTCARTACCARGATATTCCAGRAGATCETAATC
GO PG T CA T GA T AT TTGAC ACCAGAAGTRUARA A TRAGC TAGCELACTITRCAGC TCACATEATTY
BATAGTOTARGAAGAC AR T T ACETC TACCATCART TACTGTTRACAGCAGGATCACAAGAA TTTECEAGATT
A DA TR A AT A A A A O T AT G T A A P AC R A A OO A T AT T PR T TACGGACACCUAGERETAT
CAGGEC AT A GG IO e e AT AT AR RN TA T TAT TOARGAC TCE GO CGER CCOTCAGSGOTOATT
G PG AR A ARG AR A A T T GE T T D T A A A TG GCATACT I CARTGOTATTARALG
TEGTAT AT GAC AT AT ARG AT TS L T T A AGA TCA Y EIACACE S ARATACATACGRECATGO TR
A A P A P T ACA P ARAC ATAA CC T AN PECGCOTE I TACC T OEA T TY P L AAC CAGLARTCTA
SO AT TG AR PR A P I R T AR PG T T T CCAGAE TCTRACK TTECTAAL CATCARCGCTTTAATAAGAS
SO AT A A A GO TS A A TAC A A ARG A T T AT CU A A AGAG TAGGUAC TS TATC TEATACTATTECAS
AT AR AT GARR A ST AR GO PO AT T AGARA A TC T T TG T CGRC AT TCATC AAGRR GO TGATRTTATGGOA
GCCCARGOTRAAGTAAGTCAACT TO ARG T AR AT TR ACANGCACACTT AR GCAGTCAGACAGCTTARRTCT
COBASTGAGA AL TTRAA T GATALTARR GETTCT I TRAGA AL AGA AT TACTAGCABC S ARRGU AR ANTARG
CRACARTTCRRAGC TACICEICATCARTC AT TACCTARGC TAGCATCE TTHARAGCC GCATTOIACCAGRCA
GAAGCCTTAGCAGASCARGUCEIAGCCACAGTRACACCADTEOTEEC TABAR AAGC TCATTTGCAATATET
AAGCEAL P T TR AR T TG AR TCO P AACC GO O T ARG T EATAC AT BAGCEIATTSATAAT AL TARGCARGETT
DGO AR O AT C I CATO N P G P AR A T B AC A AGRAG L I I TAGCAGCCT TAC A AGC TARACABAGCAGT
CTAGARAGCTAC T AT GOTACCACAGAR D ACC A P T GAC D RO TTARAACO DT AGOTAAC GAARAGGARTA
GO T T A AL G AT TR LA TR TGO T A T T T ARG TAGC T CAC O TO T TACGRGCOTARRAL
R AT C AR T AG T ARGATAGA P O T A TGO T T T TCAAGRAAA TG TARACAAACGAARARCTATTA
ARG TCAGC ARG P A T T EAR AR TACAAGTC T TE TASCAGAACCCOTEG T TORCCANACCTCIGA
A TGR AR AT AN P AT T G TC T AR A AT A A TG T TR AT T A TCAR OO ATC TAAGACATOTT
ATGECTCASEATC T PO TACARCHAGC AR DL I AT R C RS A T T TEATCAARCTACTCAARCAGC TCITAAR
GCAGGRGTCRTCATETTRGCASCTETCEEUC T ACACEAT T ACETTCCRTARIGAATCTAAGTCA

SEXQIDNNG: 3 aming goid sequencs camprising an Niarminal feader sequense of GAS 40 MOLERQTKPNQVKD-
RIALTSTIALLSA

SEQ D NO: 4 polynuclentide sequence encading an N terminal leader sequance of GAS 40

ETGGACTTAGAADAAACGAAGCCARACCAAGT TAAGCAGRARRTTCCTTTARCCTCAACAMTTGCTITATT
GAGTECE

SEQ D NGO 5 aminoackd seguence conprising a fragment of GAS 40 with N terminal lzader seguence remaved
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SVGVSHOVRADDRASGETKASNTHDDSLPK PET IQRAKATIDAVEK TLSQNK AR L TELATALTK I TART NH
LREQODNEOKALT SAQETY TR LASSEETLLADGA EHOREL TATETRLANAQA DOHSKRTALSEQKASISA
ETTRAQDLVEQVKTSEONIAKLNAMI SNPDAT TRARQTANDNTKALSSELEKAKADL ENQRARVKROL TRE
LAAURAALAEKEAELSRLES SAPS TOUS IVONNTMKAPQOY PLEELKKLEASOV TGS AS Y NNV Y KEHADO T
IAKAS PGNOLNGYODT PADRNRFVDEDNLT PRVONELAQF AAHM TN SVRROLGL PPV TVTAGSQRFARLLS
YRR PHON TR ESFVYCORGV SGHY GVEPRDR T I IEDSAGASEL I RN Y EN TSR P NDVHTYNG IRRGT
YOS I ML F T DH LGN T YO HA L NP L RV DK PN PV YL EF ST SNV G S LN EHF VMF PES N ANHORENKTRT
BAVES PR ARV IV S P I AR T KGRV S S L ENR L SA THUEAD IMAADARVEOLOGRLAS TLEOSDSLRLOV
ROLNDTRGSLRIELLAAKAKOADLEATRDOSLARLASLKAALHO PRALARORAARVTALVAKKARLOYLRD
FRLNPNRLOVIRER I DN TKODLAK T T 8 8L LNACEL LAALOAKQS SLEATIAT T EROL PLLE T LANEKEYRH
LDEDIATYPDLOVAREL TGVRPLS Y SKIDT TP LVORMVKETKOLLRASARLAAENT SLVAEALVGOTS EMY
ASNAIVSKIPESITOPSSKPSY GEGESTTSNLISDVDESTORALKAGVVMEAAVCL TG RFREESK

SEQ I KO 6 polynuciedtide sequence ancoding a fragmant of GAS 40 with N terminal leader sequance semoved

AGTETAGECETATC TCACCAAGTCARAGCAGATGATAGAGCC TCACCAGRARCCARGGCEACTAATACTOA
COACGATASTITACCARAACCABAAACAATTC ARGAGECARAGECARCT AT TEATGUAGTTGAAARARCTC
PCAGTCAACARA AAGCAGAAC T CACAGAGT P PG C IR CCaC TC TS AN BAARAC TACTEOTCRARRTCARCCAL
TTARBAGAGCAGCAARATAATEAACAAARAGL T TAACCTCTGCACARGAR AT T TACACTAATACTCTTEC
AAGTAGTCAGGACACGCTATTAGCCCAAGUGAGTCGAACATC AR AGAGCABT PAACAGOTACTEARAC AGAGE
TPCATAATCCTCARGCASATCARCAT TCAAAAGAGEC TECAT TG TEAGARCAANAAGC TASTATTTCAGCA
CAARCTAC T CEAGETCARGAT P T AG TEGAAC ARG AR A ACETCY G AAC AR AR T AT TECTARGC TCANTES
A A A G A A O DG A TG TATCAC T AR B G AGCTCARACEECTAA TCATAATACAR ARG ATTAAGCY
CAGAATTGEAGRAGCCTAAAGC TSACTTACRAAAATC AANAR GO TAAA T TAA AR AGCAATTCACTOAAGAS
TTEGCAGCTCACARAAGCTECTC TASCAGARARAGAGGCAGRACTTAGTCGTCTTAAATCCTCAGCTCCETE
TACTCAAGATAGCAT TS TCOC TAATAATACCATCARAGCACCRU ARG TATCCPC T YCARGAAC T TABARA
AR A ARG A O A D AT AT O A G O AT A A R T A A T T A A AR A A GO A TECAGR TO A AR T
A AR AGC T A P CAGG T AT AR TTA AR PO AR TACC ARATAT ICCAGCAGATC G TAATC GO TTTEY
PGATCCCGATAAT T TG A ACCAGAAGTGC AN A TG RGO T AGCEC AT P PG AGCTCACATEATTIAATACTS
R G AAG A B AT AGE T AL A O AG T A TG T TACAGC AGGATCACAAGAATI TG BAGATTACT PAGT
ACCAGCTATAAGREARCTCATGETAATACAAGACCATCATTTATC TACGEACAGCCAGGRETATCAGEGCA
T EATGOT G ECEC O AT G AT AR ARC T AT I A T TG ARG AC TOTECCCEAGC O TCASOCCTC AT TCCAARTE
A A A A G A A A T A T G e T T T AR A B TG A T A MO T G AR GG T AT T A AR CE TER TR TT
TATGRCAGTATCARCTATATEC TCTTTACAGATCATTIACACEGAAATACATACGCCCATRCTATTARCTT
NG TG T A GA TR AT A A GO AT SO G T T T A C O e GG T T P C AR CCAST AAPETAGEATOTY
PEARTGARCACT I IS T AR TG T I IO CAGAG TC TARC AT TG T AR CCATCAACGC T TTAATAAGACCCOTATA
AARGCCETTEEAAGTACA AR AGATTATEC CUARAGAGTAGGCACTETATC T CATACTAT TECAGCGATCAR
AGGARAAG T ARG T C AT A A A AN PO T PG T O U TA T T AT ARGAAGC TEA TR P TATGECAGCCCAAG
T RRAGTAAGTCAACTTCAAGE TARAITAGCAAGCACACTTAAGCAGTCASACAGC TTABATO TCCARGTS
AGACAATTRAATGATACTAAAGE T TC T TICAGAACAGAATTACTAGCAGU TALAGC AR RACAAGEAC BACT
ARG AT T EA T AR T A T T A GO T A RGO T A A G D PG A A A O G LA TGO ACCACACAGARGEET
TAGCAGAGCARGCCGCAGETAGAGTEACAGCACTSRTEGC TAARAAAGCPCATTTACARTATCTALGIGAC
T T AANTTRAAT T RAC CRC O I A A T AT AL G TCAGCRC AT TG AT AT A TAAGC AAGATTTGCCTAR
AR A T ARG P TG T T A A N PE A A S A A G T T T A ARG T T ACAAGO T AR AT AR AU AGTU M RIS ANG
CTACTATTCCTACCACAGARCACCAGTIGACTPYGCTTAMAACCTTACCTARCGARAAGGAATATCECCAC
P AGACGARGATATAGCTAC TG TECCTEA T I TGCAAGTACC TCCACO IO P PACUGEELET AR ARCLELTATE
ATATAGTAAGA T AGRTACTAC IO SC I TE I T BACGAANTEE T TARAGAA ACCARARC AACTATTAGRARGOTT
CAGCAAGAT PAGC T TEARAATAC ARG TE PG T AECAGARGC GO T TETTGECCARACCTCTGARATGRTA
GLAAGTARIGCCATIEIGTC TAARA TCAC AT T TCAATIACTCAGCCCTCATO TAASACATO TPATEEOTS

AGGATCTTCTACAACGAGCAATCTCATTTC TCATCT TEATGAAAGTACTCARAGRGC TCTTARAGCAGGAG
TOETCATGT TG AGCTETCEECCTCACAGEAT PTAGEPTCCGTAAGRAATCTAAGTEA

SEG 1D NO: 7 amipo acid sequence comprising a C terminal ransmembrane. ragion of GAS 40 ALKAGVV-
LAAVGLTGFRIRKESK

SEG D NO: 8 polymuctectide sequence engoding a € terminal ransmembrans region of 3483 40
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GC’PC”“TZ‘:.AAGCAG SAGTCOTCATETIGECAGCTETCREUCTICACAGEATTTAGETTCCETARGEARTCTAR
LTER

BEQ D NG 8 gmino agid spguance comprising a Tragment of GAS 40 with a Cletminal transhembrane sequense
ramoved

MOLEQTKPNOVROKIALTSTIALL SASVEV SHOVKADDRASCETRASKTHDDSLPXPRT TQRARATIDAVE
RILEQORARLTELATAL TR TARINHLEEQODNEOKALTSAQEL Y TNTLASSEEPLLAQCGARHORELTATE
TN A ADGHSKE DAL SEDKAS T SA R T T RAQDELV EQVR T SEON T AR NAM T SNPUAT TRAR T ANDNTKA
LSRR AN A DL NG AR VRO TR L AR OR A A LA B A RL S RL K SCAPETODS TVENNTMEAROQY PLER
LXKLERSCY IGSASYNNY YHEHADOI IAKAS PGNOLEQGY QDI PADRNR FVDPDNL PP EVQONELAQF AAHMT
NSVRROLGLPPVIVIAGSQEFARLLS TSYRKTHGNTRPEF VY GOPCVSSHYGVGFHDKTT IRDSAGARGLT
RNDDNMYENIGAPNDVHTVNG IKRGI Y DS IKY ML TDELHGN TYGHATNFLEVRKHIPNAFVY LGRS TSHY
GO LNEHPVMEF PE SN I ANHORENK TP ERAVG STROY AQRVETVE DT TAATHGK VS SLENRLSATHORADIMA
AQAKVEOLOGKLASTLEQSRSINLQVROLND TKES LATELLARKAY QRQOLEATRDUSLAK LASLKARLHQT
EALAEQAAAPWALVZ&KKAHLQHRDF&LN PNRLQVIRERIDNTKODLART TS SLINAQEALABLOAKQSS
LEATTATT EHOL L LRI TANEKEY RHLOEDI ATV RDLOVAPPLTGVK PLSY SKIDTT PLVOENVKETROLL
HASARLAAENTSLVARALVEO P S EMVASNATVSKITSS ITOPESRTSYGSRESTTSNLISDVDESTOR

SEQID NO:10 palynuclentide sequence encnding a fragmentof GAS A0 with a Clerminal transmembrane seguence
remaved

APGGACTTAGARCARALGAAGEUARACCAAGT TRAGCAGARRATTECTTTAR LY TCAACAAPTECTTTATLT
CAPECCAGTETAGGCETATOTC AN CARGTCARAGCACATGATAGARCCTCAGEACRARCGAAEGCGAGTA
A AT A RO EA T AN TP TACC AR AR CCAGA RS CAA T TC ARG AGCEAA RGECARL TATTCATECAGT IR
AR AT P AS T A A A A A A B GA A A AR A GO T T U TAL CEC IO TEAC AR AR RO TACTCOTCALAT
AR CACTTARABCAGCAG ARG TBATCARCARARASCTT TARCCPCTCCACKAGRAR T T PACACTAATA
T T TG A A T AGTRAGGAGRCRCTATTACCOCAAGEASTCEAACATC AR AR AGAGRTTAACAGC TACTHRAA
ACAGAGC T TCATAATEC TCARGCAGATCARCAT TCARAALAGACTECATTE PCAGRACAAAAAGCTAGCAT
TTCAGCAGAARCTACTCCAGCTC AAGATTTAGTGOAAC ARG TCRARACETOTGRACAAANTATTRCTAREE
TQAA’.{‘GCTATGA“I"TAGCAZ&T{:C'I‘GA'TGCTATC‘AC"I‘AA&GCAGCTCAA&CGGCTAATGA’N&RTACAAMGQA
TR AACT T AGAAT TG AGAASCO TAAACC TEAC T TAGAARATC AR AARGCTARAGT TAARAACCARTTGAC
B A AR GG A T AR A A G RO Y AG A AR A R ARAGECAGA RO T TAGTCETOT P ARATCOTCAS
T PO AT ARGN T AGCAT TG P EGCTAN TANIACCATEARAGCACCECAARGOTATCOTC TTERAGAA
T AR A A T AR A T AT CE T TA TA T TEG AT CAGC TAG TP AC AR TAL T T AT TACARAGAGCATECAGR
TR D P A e AR AGC ARG TCCAGOTAATC AT TARATCAR TACCAADATATTC CAGCAGATCUTAATS
B R TR PO OO A T AA T T A A C AR A G T A AR A T A S U T A GO G A T T S CA GO T A A TGATT
ARG T DAL AC AR T TARG T TACCACCAGT TACTE T TACACC AGGATCACARSANTT TACARGATY
ACTTAGTACCAGE TATAAGAARACTC ATCETAATACA RS ACCATC AT T TETCTACGEACAGCCALGEETAT
CAGGECATTATGE PG G GECC T AT GATAA RACT AT TA T T AAGAC T CTECCHEAGCETCASRECTCATT
AR A AT A A A TG A ARG AT A T a G T B T T A CA PG GCAT AL TR T CARTEOTAT TAAACY
DT A D A A A A A G AT T O O T DL AC A AT CAT TTAC AL SE AR TACATACGECCATEC A
TTAACTIT T TACGTETAGATABACATAACCOTAATGOGCCTATTTACC PGS TTTITCARCCAGCAATOTA
GEATC T T CAR T AR A T P T G A TE T T T CAGAG TC L ARCAT PG TAR L CATCAACGUT T TAATARGAS
OO A DA A A OO T G EAR G T A C A A A A A T A TGO C AR AGAGT AGBCACTE TATOYCATACTAPIGCAR
AT AR N ARG T AACC T A T TAGAA AN T LD LY RGO U TAT TOATC ARG AACD TEETATTATEGCA
COCUAAGCTARAG TAAGTCARCTTCARSRTARRT TAGCAAGCACRCTTANGCAGTCACACAGC T TAARTICT
CCAAGTCAGACARTTARATEATAC TARAGGTTC T T TEAGAACAGANTTAD TAGC AGOTARAGCAARACAAG
AR ARG T A O T A D AR T AT T ASC TAR GO T ABC AT C AT TCAAAGCOGCACTEUACCAGATA
GABGCCTTAGCAGAGCARGCCRCAGCCASAGTAACACCACTCATEUUTAARAAASCTCAT P TECARTATCT
A ARG D A A T T R A T O T A A OB T T A A G D A T ACG TG AGC U AT TR ATAR TACTARGU A AGATT
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PEGUTARBACTACCICAPCTITET PARATECACAAGAAGC T ITAGCAGC CTTACAAGC TARACA RAGCAGT
CTAGARGE T ACTAT PEC T AL ACRGAAC AL CAG TTEAC T MG ITARARCCT TACCTAAL CRARNGEANTA
TOGCCACTIAGACGAEGATARAGL TAC TS TGUCTEAT T TECARGTAGCTCCACCIC I TACOECCETARRAC
CEOTATCATAPAGTARGATAGATACTACTCCEC TTETTCARGAANTEG T IAMAGARMCGANAL ARCPATTA
ARG T T AGCAAGAT PASC T GO TEARAATAU A ASPC T IS TAGUAGRBGCROTTETTEGICARACCTOTGA
AT GETAG A AG TAR TR AT TG T T P AR AR T CAC AT O T T AT T AC PUAGCCOTCATO T AAGATATCTT
A PGGE TCAGEA TS T T T AC AR C AR AR N AT T IO TN PO TG A TG RABSTACTLARRGA,

SEQ 1D NO; 11 amino acid sequence comprising a ranstembrane tmgion of GAS 40 as.shown i Figures 1 and
2. ALKAGVVMLAAVGLTG

SEQIDNO: 12 aming ackd seguence comprising a firyt Colled-colt fegian of GAS 40

BT OEAKAT Y DAVEK L EQORARL TELATALTK T AR TN L KEQO M EOKAL PEAGET Y INTLAS SERTLL
AQCABHORELTATETELHNAQALGHSKETAL SEQRAS T SARTIRACNEVEQVR T SRV ARLIANT SNEDA
ITRABQTANDNTKALSSELEKAKADLENQKAKVRKQLTRELALOK R ALARKEBRLERL KSR

SEQ D NO; 13 amino add sequence somprising srsecond coiled-coil region of GAS 40

RLSATHORADIMARORKVSQLOCKLASTLEGSDSINLOVROINDTKGSLRYBLLARRAKOAGLEATRRCGSL
AYLASLRARLHOTRALAROARA RV TALVAKKANLOYERDFRLNPNRLOVIRERY DNTRQDLARTTS SLENA.
QEALAALORKOS SLEATIATTERQLYLLKTLANERR

SEQD NOQ: 13 amine acid sequence comprising a laucine zipper motif within the second eolled-colt reglon of GAS 40,
QVIRFRIDNTEQDLZEKTTSSLENAQEALAAL

SEQID NO: 18 aming acid spquence. comprising SpA from Sireptteocsds gordoni Genbank reference G 25990270

MR RV RO PR S AR DL C GV LG AR L A T ADGOV L A D BV E R TN S TANVAV T T ENPATNL PEAQEEATE
ARSOSORQAGSKECALPVEYSADDLNOAVTDARKKAGVNVVOROTSIKGTAT TARENACEQART KEDYAKOA
ERIKRITEAYKKEVEAHOAETOR INABNKAA DK Y GEDLKAHOREVEK INTANATAKAEY EAKLADYGRDL:
AAVORANEDSQLD Y ONKL S AY DAELARVORANAER K EAY B KAVK ENTAKNRALOAENEATKORNE TARARY
BAAMKOYEADLAA T KKAKEDNDADYOAK LAY GARLARVOKANADAKAAY EKAVEENTAKNTA TORENSAL
RORNARAKATY BAKLKOY EADL AR KANE DS DADY QAKLAAY OTELARVOKANADARAN Y ERAV EDNKAK
NAALQAENSE T KQRNASAK TDY BAKLAKY RADLAK Y KR ELABY PAKLEAYEDEQAQ TR BALVEL ERNKNGD
GYLSKPSANSL VY DS EPNAQLSL T INSEMLKASAVDEAF SHDTAQY SKKILOPDRIAVSYLOOADIVTS S
By ONFQDRAGH D T I ONR T EVE FASVEL ERGQSVINTY TNLEK S Y Y REKK L SKAVFKY SLOSDARFRRVD
KAWLGVLEDPTLGYFASAY TEQRERDTS TP I KNEF TR Y DENDQRINFDNALL SVASLNRENNS LEMAKDY S
BRI NG S S VG RN DA R AT R DL P K S OGP TN KA SO PGS EWDS S DA PNSWY G AGR T SMSGPTIIN
UG AL SRV B S D PV MA A TG R N I S LNGK I RAVNY PRI TR EK P TP PVARPTEPQAPTYEVERPLERA
PR Py ENERP TP PVK TP DO P E RS K PEE P TY ETERFLEPA PUVRTY FNEPTRPVATEDOPEPSEREE FTYET
BEPLERPAPVARTYENERT PPVRTPDOPE FS K PEEP TY DRL ST PPVA R T PROL P TR FVVE TVHEHY BELLAQ
PN R TR DGV DIDR T L VAR S TVRKE LK TRAL TAGR PR T TS FVLV I RL PTG YK S DLOATKARS TRFDT
YRS HTV TR B AT DE T LA T YRADL TP VET L PV VG RVLLGATY INNP TLTVRDAY G IR ENVVRVDTE
SR PH DN NN Y LK TRV NRN A ECLN I DGR BVLAG STNY Y ELTWDEDQY KGDK S S EEA TONGFY Y VDY P
EEALDVR POL VKA R KON OV E GV S VOOV DS LEAAPKKVODLIRKAN I TVEGAFQLF SADNPEERYEQYVS
TOTSLVITDEYTVE S SR GR IO Y ENRAY QI DFORGY ATEVVVINY PRI TAKKIVIVSLOPTSENLRGOTY
QLY TN Y RLIGGR T PONE S B R L ED Y S P VDD Y DOAG DO PR Y KT P S SLNL I MK DE SV IKAGTDLIS QT TR
BYDAANGIVIVRSKEDSLOKLSLDSPROARTYLOMRR IASAT SR DY VNIVNEVAY ASNTVRTTT P PR TR
DEPTE IPTREPRDPIKPETPEEPKVP SPRVEDPSAPT PYSVEKEL T IL PN TG TN SYMPY LS LARL VB VL
GLEOLKREKEDESN

SEQID NO: 18 Aming acid sequence sarmprising Straptococes! surface protein B precurser fram . Streploconsys
gordoni Genbank referance G1.25055226 AAC44402.3
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MOXBEVEGFRESKUARTLOHAVLGAALIATARCQULADEVT BTN S TANVAV FTTONPATNEFERQGRATER
ABQSOROACSKDGALPYEV SADDLNKAVT DAKAAGUNVVOROTSDRGTATTARENAOROAEIKSDYARQAE
EIKKT T EAYKKEVEAHOAET DK INARNKAARDK ¥ OB DLKAHDARVER TNTANATARARY EAKLAQYOKDLA
AVORANEDSOLDYONKLSAYOAELARVORANAEAKEAY EKAVE ENTARNAALOARNEL TRORNETARANT D
AAMKOYEADLARIKKAKEDNDADY QAKLAAY QAELARVOKANADAKAAY BKAVEENTAKNTA L QX ENEATK
ORMETARATY R ANVEQY B AU LAV K QAN AT NEA DY GAK LAA Y O TELARVOKANADARATY ERAVEDNEAKN
AALOAENERTKORNAAAKTDY BAKLAKY EADLARY KKDFAAY TAALARARSRKRQDGY LE EPRSOSLNFKS
EDNA TR T DS SO GO ALK SHE T S P TN D RR KA CAY S YA TN ST AKLVL EL DK PVIRTY TG
LENSSFNGKKT SKVVY T Y T X BT P DRG I RN TR A S S DRIV TANY KDY FOS TN INVRVKE Y DEBGOLMNLT
GELYNFSSLHRGNGSGAIDKDAT RSVRNFNGRY TP SGS S TRTHENNSAVADSSHARK SRAARRD TS EWDT
TS PN Y AT VG L TSR L S P NMAS S X SO I AR N SN INA LGV TR EVARTAFTORMY RTEKELERARY
VPTYE&BFTPPVKTPBQ?EPSKP&EPTYETEKPLEPAPVA?&&ENFDTPPV&IPDQPEPkabEPTYBTEK

LEPAPVARTYENEFTPPVRTEDOPEPSK P EEPTYDELPTR PLABTPKOLPTPPVVETVHEHY SSLLAQPD
INKETKNWDhVnIDRTLVAKQQIGRFELRTEALTASRPYTTQFVLVDPLPTGYK“DQDATRAASTGFDTTY
DEASHTVTFKATDETLATYNADL TR PVEPLHPTVVGRVLNDGATY TNNF TLIVNDAY S LK SRUVRVTTRGE
PP DR NN Y T TRV N B LN I DCK BVLAG S TN Y Y EL TWDLDOY KEDK S SR EA T ONGE YYVDDY PER
ALDVREDLVAVADEKGNOV S GV S VOOV DSLEAR PRKVODLLKKANTTVEGAF QLE SADNPREFYEQYVSTG
PELV D EMTVR SEFGRTGERY ENKAY 0T DFGRGYATEVVVNNVER T TPRKDVIVEL DR TS ENLDGQTVAL
YOTFNYRLIGGH T PONHSERLEDY SPVDDYDOAGDOY TENYHTHS SLNLPMKDGSVIKAGTEL U SQTTART
DATNGIVIVRFREDFLOKISLDEPFOAETYLONRRIATGTEENTY VN TVNKVAYASN VR TP I FRTPDE
POPIPTPRPKDPDKPETPKRPRY PSPRYEDPSA PPV SVEK L TTL PRI TN DATY NP Y LOLAALVEFLGL:
GLAKRKED

SEQ 1D NG 17 amine acid sequence comprising PspA fram Streplacnccus prvumonia Senbank reference Gl
28335

MK EMI LTS LAS VAT LGARFVASOPTVVRARE S BVASOSKARKDY DA EDANNARKAVEDADKALDUXE

ARORKYDEDOKKTERKAAL RKARS EENDKAVAAVOOAY LAY OATDEARKDAADRMIDEAKK REEEAKTHE
NTVRAMVVPEPEQLAR TR K S ERAK UK PEL TR KL EEAK AR L ERAEREATEAK QK VDAREVA POAKIARLE

NOVHRLEQELKEIDES ESEDY AR EGT RAPLOS KL DAKKAK LB K LEEL SDRIDBLDAR Y AR L BDOLK AR ERN
I EDYFREGLERT IAAKKABLEK TRADLKKAVNEPERPA PAPETPAPEAPAROPRRAPAPUPAPAPKPEK

PAEQPKPEK‘E‘DDQQAEEDYARRSV’FW"'NRLTQQQPPKAEK”APAWI\TG‘VKQ*NGW\F)YFYNT&}oSI\EJXTGNLQ

NNGEWY Y LNSNGAMATOHLO Y NG SWY Y LNANSAMATGHAKVNGSW Y YLNANGAMATGHLOYNGSWY YLEAR

GM@‘TwWAmﬁ_C WY L RNG AMAT GWLOY NESW Y Y L ANG ANATGW ARV NG WY Y LAANGAMATERVRDE
DWW YLEASCAMKASOWF KV SDKIY Y VHGLGALAVN T TVBG YRV NANGENY

SEQ 1D NG 18 amioo acid seguence comprising @ portfon of SeB8 .9 of Sheptonoccus equi Gaabank referance G
2330384

ESDIVDATRPSTTEIPRIGOVIDRSASIQALTNIIAS TKGK I ASLESRLADPESEARVTARGAKT SOLON
QL EARGRKSHELDOOVEDLART KOS LR TOLLARKEEG AN LKANLDKALALLAS SKATLHELEAMMERAKA
RVAGLASOKAQLEDLLAREKNENR T ELADERVARAKKALADTEDKLLAADASLSILOADRARLOLSINTT

SEQ 1D NO: 18 po lynuclaatids sequence camprising GST-40-HIS
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IS GG P EBATCOCRTATCAGTETAGRUSTATC TCAZCAMATC AAALCARSATGATAGAGUCTCAGE
AGARRCEAAGGCEAG T AA T A A GACCATAS T T TAC O AR A BCCAGAAAC AR TTCAAGASSCARAGRCAR
CTATTGATECAGTTCARKARRCTOTCAGTCARCARRARGCRGAACTGACAGAGC I PECTACCECTCTHACA
AAAACTAC TG T AR ATC AR CCACTTARA ACAGCAGC AR AT AATCARC AR ARAGCT T TAACCYCTGCACA
ACBARTPPACAC TARTACTOTTRC ARG TAG TG AGCACGACCU T AT PAGCOCAACRAGCCOAACATCARAGAG
AT TARCAGCTACTGAAACAGAGC T A TAR T GO IO ARG AR T A A AT IR AN AGAGRACTGCATTETCA
GAACARR RAGC TAG AT T C AR AG A AR TACTC AR T AR GAT T TAG TEGARCARG T AR R ACETOTAR
B AR AT A D ARG A A L AT AT T AGCAATCCTCA TGO TATCACTARARCRAGCTCAAACEECTA
APEATARTACARARGOAT TAAGO T CAGRA T TEOAGAAGGC TA ARG TEAC T TAGRARATC ARALAGCTAAA
ST TARAAAGCAATTEAC TEAAGAG TTESCAGUTCAGAAAGCTECICTAGCACAR S AAGAGCCAGAACTTAG
T AR R T A GO T G T LA T A S T AG A P TS T CRG T AR TAN TR COATCARRCCACTOT ARG
GO AT O P GARGA AT A AR AR T P AGAA GO AR T GG TATATTERATCAGC TAGTTACARTANTTAT
TACARAGAGCATCCAGATCAAA T T A T P CA ARG T ACTCCAGE I A AT AN TTAAATCAATACC AAGATAT
A AGCAGA I G AR T SO I BT TR AT CCGA TAA T T TRACACCAGAAGTECARAA TEAGC TAGCECAGT

TICCABCTCACATGATTAATACTGTARGAAGACAATTAGGTCTACCACCAGTTACTETTACACCAGGATCA
CARCAA T T TGO R AGAT TAC P AC T ACCAGC TATAAGA AR TCAPGR PAATACARGACCATCAT T IETCOTA
CEGACABCCAGEEE T A T A Ca AT AT T e T T RGCC P CATEATAARACTAT TATTRAAGRSTCTGUCS
GG A AT T G AR A AT AT A ACA T TAC CAGAR T AT GG T EC T T T TARCGATCTEC ATALT
GTGEBATECTATTARAL G THETAT T IATEACAGTATCARGTATATGC TC T TTACAGATC AT PTACATGGARA
PACA T AC AT SO AT A AT P TACG T ACA T AR AC A TAAC O TAATECEC U TE T TTACCTIGEATD
T CAACCAGCAA T TACEATC T T EAR T GARCACT I TG T AATE TN T CCACART O TAACAT TGO TARCONT
CARCGCTTTANTARGACCCCTATARAAGCCETICGARGTACAAARGAT TATECCCARAGAGTAGGCACTET
ATCTEATAC TATTOCAGCRATCAARGEAAAAG T AACCIC AT TAGAR R A TCETT TETCGCO TATTC AT CRAG
ARG A A D A TGO A AR T AR A T A A S TC AR C T T AR GG T AR AT TAGC AR ACACT I ARGCAG
POAGACAGC A A T C T AR GARAC AN T ARA THAT AL TA R ACETICI T IGAGAACAGAAT TACTAGE
AGCTRAAGCARAACARSC ACARC T CRAAGC TAC T O TEATCARTCAT TAGCTARGSC TR SCATCOTTEARAG
AT e ACC AGACAGA R T AGT A EAGC A A G B A ARG TRACAGCACTORTGEOTARARAA
GCTCPTTTGLA&&ATCTAASPGACTTTAAATTGRRTCC”QACCGCCTTCRAGTGATACGTGAGCGC@TTGA
AR AC T ARG AT P aGC AR A T ACC AT C D D T T T AR TR AL AR GAAGO T I TAGCAGCOTTAD
AACOTARACARAGC A TO T A GRS TAC T AT TR TACCACAGAACACCAGT TSACTTPCC T TARAACEITA
GCTARC RAAAAGEAATATCECCAC T T AGACGAAGA TATACC AL TS T CCTEAT T TGCARSTAGCTCCACT
T T A GCECETARAAC OGO PAT  ATATAGT ARG A TAGATACTACTCCRC TN TTCAAGRAATACTTARAS
AR AR AN T P ARSI T A S C A AN T TGO T T AR A AT AACGTC T T TAGCABAAGOGOT T
ST TEECCARRCT IO IR ARA TG TAGCAAGTAN I GOO AT PG e I TAARATCACATC TTICGR T TACTCAGCD
CT O A AGAC NI PP AT GO T AGC AT T T e TACAACGAGC AR TCTC AT T TE TR T I THATCARAGTA
AR ARG AGC T T A A AGC ARG TS P O AT D TaGCAGC TS T GG O T A AGCA T T TAGG T TCCGTARS
CAATCTAAGECEECOGCACTCCAGCACCACCALCACCACCACCAC

SEQ D NQ: 20 amine acld seguance comprising GST-4:HIS
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SEQ 1D NO: 21 polynucleatide sequence comgprising 40a-HIS

CTEARATCAAL

3
!

gie

WETGTAGGCETATCTCACCAAGTCARAGCAGATEATAGALCUTCAGGAGAAALGARAGELGAGTAATAC
TCACCACGATAGTTTACCAAABCCRGARACAATTCAAGAGECARAGGCAACTATTGATGUAGTTGAAMARA

CTOTCAGTCAACARAAAGCAGRACTEACACAGC TTGCTALCGCTCPCGACAARARCTAC
CACTTAASAGAGCAGCAAGATARTGALL ARAAACC T T TAACC TETGCACAAGAARTTTACACTRRTALTCT

A
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TGCAAGTAGTGAGGAGACGCTATTAGCCCAAGGAGCCGARCATCARAGACAGTTARCAGCTACTGAAACAG.
AGCTTCATAATGCTCARGCAGATCAACATTCARAAGAGACTGLATTGTCAGAACAAARAGCTAGCATTTCA
GUAGRARCTACTCGAGCTCAAGATTTAGTECAACAAGTCARAACGTCTEGAACARAATATTCCTAAGUTCAA
TECTATGATTAGCAATCCTEATECTATCACTARAGCAGCTCAAACGGCTAATCGATAATACARAAGCATTAR
GCTCAGAATTGEAGAAGCCTAARGCTCACT TAGAAAATCAAAAAGCTAARGTTAAAAAGCAATTGACTGAR
GAGTTGECAGCTCAGARAGCTECTCTAGCACARAARGAGGCAGAACTTAGTCETCTTARATCCTCAGCTCC
GTCTACTCAAGATAGCATTGTGGETAATAATACCATGAAAGCACCCCAAGGCTATCCTCTTGAAGRACTTA
AABAATTAGRAGCTAGTGETTATATTGGATCAGCTAGTTACAATAATTAT TACAAACAGCATGCAGATC AN
ATTATTECCAAAGCTAGTCCAGETAATCAATTAAATCAATACCAAGATATTCCAGCAGATCGTAATCGCTT
TGTTGATCCCGATAAYTTGACACCAGAACTGCARRATEAGCTAGCOCAGT T TGCAGCTCACATEATTAATA
GTGETARZAAGACARTTAGETCTACCACCAGTTAC TG TTACAGCAGGATCACAAGAATTTGCAAGATTACTYY
AGTACCAGCTATAAGARBACTCATCETAATACAAGACCATCATTTCTCTACEGACAGUCAGGEATATCAGE
GUATTATEETETTECGCCTCATGATARAACTATTATTGAARGACTCTGCCCGAGLGYCAGCGCTCATTICGAR
ATGATCATAACATGTACGAGRAATATCGETGCTITTARCGATGTRCATACTSTGAATGETATTARACGETGRT
ATTTATGACAGTATCAAGTATATCCTCTTTACAGATCATTTACACGEAAATACATACGGCCATGCTATTAA
CTTTTTACGTGTAGATALACATARCCCTRATGCOCC TSI TACCTTIGGATTTTCALCCAGCARTCTAGGAT
CTTIGARTGARCACTITETAATGTTTCCAGAGTCTAACATTGCTAACCATCAACGCTTTAATAAGACCCCT
ATARAAGCCETTGGARGTACAAAAGATTATGCCCARAGAGTAGCCACTGTATCTCATACTATTGCAGCGAT
CAAAGGRAAAGTARGCTCATTACGAAAATCGTTTGTCGGCTATTCATC AAGAAGCTGATATTATGGCAGCCT
AAGCTAAAGTAAGTCARCTTCAAGGTAAATTAGCAAGCACACTTAAGCAGTCAGACAGCTTARATCTCCAA
GTGAGACAATTAAATGATACTARAGGTTCTTTCAGAACAGAAT TACTAGCAGCTARAGCAARACAAGCACA
ACTCGAAGCTACTCGIGATCAATCATTAGC TAAGCTAGCATCETTGAAAGCCCCACTGCACCAGACAGAAG
CCRTAGCAGAGCAAGCCBCACCCAGAGTGACAGCACTEGRTCECTARAARAGCTCATTTGCAATATC TARGG
GACTTTAARTTGAATCCTAACCGCCTICAAGTEATACGTGAGCGCATTEATAATACTAAGCARGATTTGGC
TAAAACTACOTCATCTTTGTTAAATGCACAAGRAGC TTTAGCAGCCTTACAAGC TAAATCAAAGCAGTCTAG
AACCTACTATTGCTACCACAGARCACCAGTTEACTT TGO TTAARACCTTAGC TAACCAAAAGCGAATATCGC
CACTTAGACGAAGATATAGCTACTEIGCCTGATTTGCAAGTAGCTCCACCTCTTACGEGCETARARCCGCT
ATCATATAGTAAGATAGATACTACTCCGCTTETTCARGARATGETTARAGAAACCGAAACAACTATTAGANG
CTPCAGCARGATTAGCTGCTGAARATACAAGTUTTGTAGCATAAGCGUTTGTTEECCARACCTCTGARATG
GTAGCAAGTAATGCCATTGTEGTCTARARTCACATCTTCGATTACTCAGCCCTCATOTAAGRACATCTTATEG
CPCAGGATCTTCTACAACCAGCARTLTCATTTCTGATCTTGATCGAAAGTACTCARCGLGCEGCCECACTCR
AGCACCACCACCACTACCACCAC

SEQ 1D NO: 22 amino acid sequence comprising 405-HIS
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TESIN KTEYOC SO SES8SDPTENLISDVYVDESTORARS
LEYHEH

SEQ D NO: 23 polvnuclestide seguence sumprising 40a-RR-HIS

APOACTOTACCCOTATCICACCARGTC AR CCAGATGATAGACCCTC ACEAGARARCEARGECOAGTARTAC
OACRACGATAG T I ACCARARCCAGRAACARTIC RAGAGBCRARGEC AR TR T TEATCCACTTEARRRAR
CRCTCAGTCARCARAAAGCAGRACTEACAGAGCTTEC TACCACTC TRACARRAACTACTOCTRARATCARC
AT A ARRGAGC RGO AR T A A TGS AC AR A RGO T T T AR T O TR AC ARG A AT TP ACAL T ENTACTET
TECARGTAGTRAGGACGACCCTATTAGUCCAAGEASCRARC AP AL A AGAGTTARC AU TACTCARATAG
ACCTICATARTECTCAAGCAGATCAACNTTCARAAGAGRC TCCATTRTCACA ACAANKNGUTAGCATTTCA
G AGAARCTA T AGE TC A A AT I P AG TG AACRAGTC AR AACETC IO AACARR S TATTEC TAAGCTOAR
A A T T AGC AR T O T OIS AT A TARAGCACC TE AR ACCEC T AR TCA T AR TACABPAGC AT TAR
AT A AN P T AL A A GG T A ARG O T AL T TAGAA AR TC A A A A A B TAR A G T TAABAA CUA AT TGACTEAA
GARTTOECAGCTOARAARGCTGCTO TAGCARARARAGAGECAGRAC T TAGTUGTCTTAANTICTCAGCTCS
CICTACTCARGATAGC AT TOTEEETAATAATACC A TGAAAGCACCOLARGEUTATCCTOTTGAAGARLTTA
AR AR T AR ARSI AG TG A A T TReA TCAGO A P TACAA TAATTATTACAAABAGCATGCAGAT AR
AT PGCCAAAS O PAGTCCAGE I AATCAATTARATCAATACCAAGAT AT PCCAGCACATCRTARTCECTY
TETTEATCCCGATART T TEACACCAGAARTECAR ANPGAGE TAGCGCART T TECAGCTCACATCATTARTA
ETETACGERBLCARNTTAOGTCTACCACCACT I AT PE T TACACCAGHATCACARGAAT PYECARCATTACTT
ACTACCAGTTATAAGRRAACTCATGE TARTACAAGACCATCAT TTOTC TACGEACAGCCACREETRATLAGE
AT TA TGS TG P GEGCCICATGATA A RAC AT TAT TGAAGACTCTCCCCEAGCETCAGHRCCTCATTCGAN
ATGATE AT AACA T T A G AGCARTATCSETEC T I T TAACEAT G TOCATACTETGA A TEETATTARALBTGET
ATTTATCACKGTATCARGTATATSCIC T I ACAGATCATTI TACACCCARATACATACCSUCATCLTATTAA
PP T AC GG PAGA T AR AC AT AACC O AATEC GO P E T P AC O T TESAT T TICAACCAGLAATE TAGGAT
CRTTGARTGAACACT TTE TAAT T I TCCAGKETC TAACATIZC TARCCATCARUGUTT TARTARGRALCCCCT
AT A ARG O T TR GAA R TACAR R AGA P TATECCCAR AGACTAGGCAC TOTATC PEATACTATTECAGLGATY
CRAAGGARAAGTARGCTCATTASAARRATCGT T TGTORGCTATICATORAGARGC PG TAT TATEECARECC
ARG T A RAGT ARG T A A DT ARG T A R AT T AGC ARG AT AL T TAAGCAGT CASACAGCTTAAATLTCCAL
G AR A T A AT A P AL T AR AR T O T GAGAAC AR AT T AC TR ECACC TARAGCARARCARGCACR
A PCGARGCTACTCATGATCARTC AT TASBC TARGUTAGCATCG T TEAAAGCCECACTENACUAGACAGRAG
ST TACUAGAGCARGL O AGIO ACAGTEACAGUAC TGO TOGC TARRRARGCTC AT T TGUARTATCTARGE
GACTTTARATTGAATCCTARCCGCOPTCAAGTCATACGTEAGCGCATTCATAATAC TARGCARGATTTGEE
A A T A A T T T QT TR AR TEC AU ARGA RGO T TTAGCACCUTTACA NG T AR AL A ABGAGTOTAG
ARGCTACTA TGO T ACCACAGARCACCAGTTCAL PP IGCTTAAARLCTTAGCTAACHA AARGRANTATCEC
AT AR AR AAGA DA AGC TAC TR GO CT AT T TEC AAS TAGC TCCACCT ST ACGRECOTARARCCELTD
ATCATATAGTAAGATAGATACTACTCOGCTTE T TCARGAAR TGO TTRARGAAACGARACARCTATTAREAG
A G A AT P AGC I T O A A I ARG T T TG T AGC AGA A G CRC T T P TCCCCARACC PO CARATE
GTAGC ARG AR TECCATTGT CTC TRAAATCACA T TTCEATTACTCAGCCC TCATC TARGACATC T TATOR
CTCAGGATCTTCTECAACGACCAATCTCATTTCTGK?GTTuATGRAAbTACWCAAcGtGCGGCCGQACTCG
ACCACCACCACCACCACCACCAL:

SEQ D NO: 24 antino acis sequence comprising 404-RR-HIS

MESVEVESHOQVEADDRASCETRASNTHDDRBLPEKYPETTQ
EAKATIDAVEKRTLSQORARLYTELADPAL TR T PAREINS
LERQODRNEQRALTSAQEIYTNTLASSERETYLLAQGAR
HOREBELTATETELHNAQADOUHSKETALSBOERKASISAR
TTRAQDLVYVEDVRKITSEQNIAKLNANMSE F SNPDATTKAR
CTANDNTKALSSELEKARADLENQOQKARKVREREQLTEEL
AROFNAALAEKEAELSRLESSAPSTODESIVONNTNERA
POCVYPLEERELRKKLEASGVYIGESASYNNYYXREHRADOITER
RASPONQLNQOQYQDIPADRNRFYVDFEFDRLIPREEVOREDLA
PPARHMINSVRERQLOLPPVIVIACGSQRFARLLS TS Y
KETHOGNTRPESFVYYGQUPEVEGCHYGVOPHDKTIIEDRSA
CASCGLIRNDDNMNMYENIGAFPNDVHTVNGIERGIYDSI
EKYMLFP DN LHGHNTYOHAINYPLRVDREENPNAPVYLGY
STESNVESLNEHRYPVYMPPEENIANHORFNRDPIREVES
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TEDYAQRVGEGTVSDTIAAIRGEVSSLENRLSAIHGQER A
DIMAAQAERKVSQLOGELASTLXRXOQSDSLNLQVROQLNDT
KGSLURTELLAAEREAKQAQLEATRDQSLAKRKLASLIKXARL
HOTEALAEQAAARVTITALVARXKXKAHLOQYLRDFXLNPNR
LOQVIRERIDNTEREQDLAKTTS SLLNAQEALAALOQAKDOD
SSELEATIATTEHQLTLLEKYLANEXEYRHLDEDIATYV
PDLQVAPPLTGVHKPLSYEBEKIDTTPLVOEMVEKETKOQLDL
LEASARLAAENTSLVAEALVGEOQTSEMVASNAIVSKTI
TS8SITQPSSKTSYGCGSGESSTTSNLISDVDES  TQRARMGAM
LEHRHHAEHEHE .

SEQ D NO: 25 polynuciectide sequence comprising 40a-RR {nat)

ATGAGTETAGECETATCTCACCARSTCARAGCAGATOATAGAGCUTCAGGAGAAACGAAGGCGAGTAATAL
TCACGACGATAGTTITALCAAAACCAGAAACAATTCAAGAGGCAAAGGCAACTATTGATGCAGTIGARARRA.
CTCTCAGTCAACAARRAGCAGAACTEACAGAGCTTGC TALCOGCTCTEACARAAACTACTGCTGAARTC AAL
CACTTAAAAGAGCAGCAAGATAATEGAACAAAAASCTTTAACCTCTGCACARGARATTTACACTAATACTCT
TGCARGTACTCAGGAGACGCTATTAGCCCAAGGAGCCGAACATCARACGRGAGTTARCAGCTACTGARACAG
AGCTTCATAATGCTCAAGCAGATCARCATTCARAAGAGACTGCATTGTCAGARCAARRAGCTAGCATTTCA
GCAGAAACTACTCGAGUTCAAGATTTAGTEGAACAAGTCARAACGTCTCAACARAATATTGUTAAGCTCAA
TECTATGATTAGCRAATCCTGATGC TATCACTARAGUAGCTCARACCGC TAATGATAATACARAAGCATTAR
GCTCAGRATTGGAGAAGGCTAAAGCTGACTTAGARAATCAARAAGCTAALAGTTARARAGCAATTGACTGAA
GAGTTGECABCTCAGARAGCTECTC TACCAGARAAAGAGGECAGARCTTAGTCGTCTTAAATCCTCAGLTCC
GTCTACTCARGATAGCATTETGGETAATAATACCATGAAAGUACCGCAAGGCTATCCTCTTGAAGAACTTA
AARAATTAGAAGCCTAGTGGTTATATTGEATCAGCTAGTTACAATAATTATTACAARGACGCATECAGATCAA
ATTATTGCCAARGUTAGTCCAGGTAATCARTTAAATCAATACCAAGATAT TCCAGCAGATCGTARATCGCUTT
TETTGATCCCEATAATTTGACACCAGRAGTGCAARATGAGCTAGCGCAGTTTGCAGCTCACATCATTAATA
GTETACGECBLCAATTAGGTCTACCACCAGTTACTCTPACAGCCAGGATCACARGAATTTCCARGATTACTT
AGTACCAGCTATAAGRAARACTCATGETAATACAAGACCATCATITGTCTACCCACAGCCAGGEGETATCAGS
GCATTATGETGTTGERCCCTCATGATAAAAC TATTATTGAAGACTUTGCCAGAGUGTCAGGECTUATTCGAR
APCGATGATAACATCTACGAGAATATCGETGCTPTTAACCATGTGCATACTCYCAATGCTATTAAACGTGET
ATTTATGACAGTATCAAGTATATCCTCTTTACAGATCATT TACACGCGAARTACATACCECCATCCTATTAA
CTTTTTACGTGTACATAAACATRACCCTAATECGCCTETTTACCTTESATT T TCRAACCAGCAATETAGGEAT
CTTTCRAATGAACACTITGTAATETTTCCAGAGTCTAACATTGCTAACCATCAACGCTTTAATAAGACCCOT
ATAAAAGCCGTTCCAAGTACARAAGATTATGCCCAAAGAGTAGGCACTCTATCTEGATACTATTGCAGCGAT
CAAAGGRAAARGTAAGCICATTAGRAAATCGTTICTCGGCTATTCATCAAGAAGCTGATATTATGGCAGCCC
AAGCTAAAGTAAGTCAACTTCAAGG TAAATTAGCAAGCACACTTRAAGCAGTCAGACAGCTYAAATCTCCAA
GTGAGACAATTAAATGATACTARAGOTTCTTTGAGAAC AGRAT TACTAGCACCTAAAGCARARCAAGCALA
ACTCGAAGCTACTCGICATCAATCATTAGCTARGT TAGCATCEGTTGAAAGUCGCACTGCACCAGACAGARG
COTTAGCACAGCAAGCCGCAGCCACAGTEACAGCACTERTCECTRARARAGCTCATITECAATATUTARGGE
GACTTTAAATTGAATCCTARCCECOTTCAAGTEATACGTGAGURCATTGATAATACTAAGCARGATTTGEL
TARAACTACCTCATCYTTRTTARATGCACAAGAAGCTTTAGCAGCCTTACAAGUTAAACABRAGCAGTCTAG
AAGCTACTATTGCTACCACAGRACACCAGTTGACTTTGU TTAAAACLTTAGC TAACGAAAAGGAATATCGT
CACTTAGACGRAGATATAGUTACTETGCCTGATTIGCAAGTAGCTCCACCTCTPACGGGUGTARAAACCGCT
ATCATATAGCTARGATAGATACTACTCCECTTGTTCAAGAARTGETTRAAGAAACGAAACAACTATTAGAAG
CTTCAGCAAGATTAGCTGCTGAAAATACAAGTCTTGTAGCAGAAGCECTTETTGGLCARAACCTCTGARRTE
CTAGCARSTAADGCCATTATETCTAAAATCACATCTTICGATTACTCAGCCCTCATCTARGACATCTTATGS
CTCAGGATCTTCTACRACGAGCAATCTCATTTCTGATGITGATGAAAGTACTCAARGE

SEQ (D NO: 26 amino acid sequence comprising 40a-RR {nat)

HNSVGEVISHQVXKADDRASGETEKASNTHDDSLPIRREET IO
EAKATIDAVEETLSOQREARLTELATALTETTAEINHEH
LEEQODNEQERKALTSAQEIVYYNTLASSEETYPLLAQGAE
HQRELTATETELHNAQADQHSKETALSEQXASISAE
TTRAQDLVYVEQVIRKTSEQNIAEKELNAMIGSNRPDAITEREARACGQ
TANDHNTRKALS SELERKARADLENQERKAKVEKQLTEELA
AQKAALAERKEAELSRLREKSSAPSTODSIVANNTMEATP
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QOGYPLEELKXLEASCGCGYICSASYNNYYEKREHADDIZIARK
ASPONQLNQYQDIPADRNRFVIDPDNLTPEVOQUNRLARQ
FAAHMIUNSVRRQGQLGLPPYVTVYVTAGSQEFARLLSESTSYK
KTHEGNTRPEPVYGQOQPGVSGHYGVGEGPHDRDKTIIEDSRAG
ASGLIRNDDNMYENIGAFNDVHTYTVNGIERGIYDS IKXK
YMLFPTDPDHLHOGNT?TYCHAINFLRYVODEXHEHNENAPFPVYLAGFS
TENVGEGESLNEHFVMFPESNIANHOQRFNETRPRIKAVGEGS T
EDYAQRVGPTVSDTIAAIKGKVSSLENRLSATITHOEATD
IMAMAQARVYVEQLOGKLASTLRKQSDELNLQVEQLND TR
GSELRTELLAAKRKAKQAQLEATRDOSLARLASLEAALH
QTRALAEQAAARVTALVARKKAHLOQYLRDFEKLENFNRL
QVIRERIDNTRKOQDLAKITSSLLNAQEALAALOQAKCQS
SLEATIATTEHQLITLLIEXTLANEKEYRHLDEDRDIATDTVE
DLOVAPPLTYTGVEPLEYSXKID? PTPLVOQEMVEKETRKQQLL
EASARLAAENTSLVAEAMLVGOQTSEMNMVASNAIVERIT
SSITOPSSETSYGESESESTTSNLISDVDESTQR

SEQ 1D NO: 27 polynucieotide sequence comprising HiS-40a NH

ATGEEATCECATCACCATCACCATCACGUTAGTAGTGTAGCCGTATCTCACCAAGTCAARGCAGATCATAG
AGCCTCAGCAGARACGAAGGCGAGTAATACTCACGACGATAGT PTACCARAACCAGARACAATTCAAGAGG
CARAGCCARCTATTGATGCAGTICARALRACTOTCAGTCAACAARARGCAGAACTCACAGACCTTGCTACC

CTCTGCACAAGAAATTTACACTARTACTCTTCCAAGTAGTCAGGAGACGCTATTAGCCCAAGGRECCEAAL
thAAAGAGAGTTAACAGCTACTGAAACAGAGCTTCATAATGCTCAAGCAGATCAACATTCAAAAGAGACT
GCCATTGTCAGAACAAAAACGCTAGCATTICAGCAGAAACTACTCCAGCUTUAAGATTTAGTECAACARGTCAR
ARCGTCTGAACAARATATTGCTAAGCTCAATGCTATGATTAGCAATCCTGATECTATCACTAAAGCAGCTC
AADACGGCTAATGATARTACAALAGCATTAACGCTCAGAATTOCGAGAAGGUTAAAGCTCGACTTAGAAARTCAA
AAAGCTAAAGTTAAAAACCAATTEACTGAAGAGTTGECAGC TCAGRAAGCTCCTCTAGCAGARARAGAGEC
AGARACTTAGTCETCTTAAATCCTCAGCTCOGTCTACTCAAGATAGCATTCTGGETAATAATACCATGAAAG
CACCGCAAGGCTATCCTCTTSARGAACTTAAARRATTAGAAGCTAGTGGTTATATTEGATCASCTAGTTAC
AARTARTTATTACAAAGCAGCATGCAGATCARAT TATTGCCARAGCTAGTCCAGGTAATCAATTARATCAATA
CCARGATATTCCAGCAGATCGTAATCGUTTTETTEATCUCEATAATT TGACACCAGAAGTGCARAATGAGC
TAGCGCAGTTTECAGCTCACATGATTAATAGTGTAAGAAZACAATTAGETCTACCACCAGTTACTG T TACA
GLAGGATCACAAGARATTTGCRAGATTALTTAGTACCAGL TATAAGARAAACTCATGGTAATACAAGACTATC
ATTTCTCTACGRACAGCCALGGEETATCAGGECATTATGETETTGGECCTCATGATARAACTATTATTCAAG
ACTCTGCCCEAGCETCAGRGUTCATTCEARATGATGATAACATRTACGAGAATATCGETECTTTTAACGAT
GTGCATACTOTGAATGETATTARACGTEGTATTTATGACAGTATCAAGTATATGCTCTTTACAGATCATTT
ACACGGAAATACATACGGCCATGCTATTARCTTTTITACCGICTAGATAARCATANCCCTAATGCCCOTETTY
ACCTTESATTTTCAACCAGCARTCTAGCATCTTTGARTGAACACTTTETAATCTITCCAGABTCTAACATT
GCTA&CCATCAACGCTTTAATAAGACCCCTATAAAAGCCGTTGGAAGTACAAAAGR@TATGCCCAAAGAGT
AGGCACTGTATCTGATACTATTECAGUGATCAANGGAAAAGTAAGCTCATTAGAAAATCETTTGTCGGCTA
TTCATCAAGARAGCTGATATTATGCCAGCLCAAGCTARAGTAAGTCAACTTCAAGCTAAATTAGCAAGCACA
CTTAAGCAGTCACGACAGUTTAAATCTCCARGTCAGACAATTARATGATACTAARGGTITC TTTEAGARCAGA
ATTACTAGCACCTAAACCARAACAAGCACARCTCCRAGCTACTCETCATCARTCATTAGCTAAGCTAGCAT
CETTGARAGCCECACTECACCAGACAGAAGCCTTAGCAGAGCAAGUCECAGTCCABAGTEATRAGCACTEETG
GCTARAARAGCTCATTIGCAATATCTARSCGACTTTAARPTGCAATCCTAACCECCTTCARGTEATACGETGA
CCECATTGATAATACTAAGCAAGATTTGECTAAARCTACCTCATCTTTGTTARATGCACAAGRAGCTTTAG
CAGCCTTACAAGCTAAACAAAGCCAGTC TACGAAGCTACTATTGCTACCACAGAACACCAGTTCACTTYGCTT
ABARACCTTAGCTAACGAARAGGAATATCGCCACTTAGACGRAGATATAGC TACTETCCOTEATTTGCARGT
AGCTCCACCTCTTACGEACETARRACCEUTATCATATAGTARGATAGATACTACTCCGC TTGTTCAAGRAL
TGETTAAAGRAACGAARCAACTATTAGRAGCTTCAGCAAGAT TAGUTGUTGARAATACARGTCTTGTAGCA
GAAGCGCTTATTEGCCAAACCTCTGAAATGETAGCAAGTAATGLCATTGTGTCTAAAA T CACATCTTCGAT
TACTCAGCCCTCATCTARGACATCTTATEGCTCAGGATCTTCTACAACGAGCAATCTCATTTIUTGATETTG
ATCRAAGTACTCAACGE

SEQ 1D NO: 28 amino adid sequence comprising HiS-<40a NH
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SEQ 1D NO. 29 polynuciestide sequence comprising MHiS-40a OH

ATGCC ARG P AGTETASHECCTATCTCACCAAGTC ANAGCAGATRATAGARCCTUAGRRAGAAACCHADRCGAG
TAATACTCACGACGAﬂACTTTAQ*AAAACLA&AAALAAETLAAG@g@cnnﬁGGCAACTATTCATGCA@TTG
AAA&AACTCTCAGTCAACAAAAAbCAG%ACTGchGAGPTTGCTACCGCTCTGACGR&AAC”ACTGCTPAA
A”CAACCAQWTAAAAG&GCAGCAAGATAATG&ACAA&AAmeTTAACCTCTGCACAAGAAATTﬁ%LACTAA
T T T TG C ARG TG T RACGAGACECTA T T AGCCC AR GEAGCCGARC AT CAR AGAGARTTANCAGCTACTG
AR AGAGE O AT AR TEO T ARG ACATCAACATTCAA RAGAGAC TECATTBTCAGRAC AR ARAGLTAGE
AP TCASCACAAACTACTCEAECTCAAGRA T T TARTEGAACAAGTC AR RACE PO TCARCAMRATATTGCTAA
U E AT ST ATGAT TASC A AT CCTCRTCETATCACTAAAGCAGCTCARRUEGCTAATGATAR TACARARAG
CATTARGCPCAGAAT TRCACANS RO TARARC T ACT TAGAAAATCARAAAGC TAAAGT TARARAGCARTTG
AR AGAG T TG AGC T AGARA G T BN IO TR ECAGAA AP AGAGECAGRAC TTAG TG TC TTARRTCCTS
AGCTCCOTCTACTCAAGATAGCAT IR TEEETAATAA TACCATEAAAGCACCRCAACACTATCCTCTTGERAG
AACTTARAAAATTAGE RGO TAG TGS T TATAT PGEATC ARCTAST TACAATAATTADTACAAAGRGCATGCA
AT AR D T AT TGO ARG P ACTCCACGTAATCAATTARATCAATACCAAGATAYICCAGCRAGATUGTAR
TS D T G A T A T AR T T T A C ACCAGAAGTEC AR A A TG RGO TACCEUAGTITRCAGCTCACATEA
A AT AT T AASAAGACAR T PAGE PO TACCACCAGTTAC PETTACACCAGRATC ACARGAN T TTECARGA
PP ACT I AGTACEAGUTATARGAARACTCATER T AR TACAAGACCATCATOPGTC TACGOACAGCTAGRRET
A AGS SO A A RO TS RS e O AT A ARA RS T AT TAT P GRAACASTC TGCEGEASNETCAGEBCIOA
A A PG A A A AT A A G AN A O TGO T I T A CCATG TGO ATAL PO TRAA TERTATIARA
COTEET AT T T ATEACAGTATCARGTA TATGCTC TTTACACATC AT TTACACGGARATACATECGECOATRC
AT TAACT I T ACE IO AGATAAAC ATAACCCTARTECGLCTET TTACCTTECAT PI TCAACCAGLAATG
PG AT T T T GAR TERAC A T T IO TAA TS P T TCCAGAGTC TAACA T TG TASCUATCARCECTTTAATAAG
A CEC A ARG CE D I RGAARTAC A ARAGATTATECCCARAGAGTABGCACTE TATC TORTACTATTEC
ABCEATC AL A AN AT ARG RO AT TAGA N A ATCATITETCCGC TAT TCATCAKGAAGC THATATTATEG
CRGC A RGO A RAGT ARG T ANC T TC AR GRTAAA TTAGCAAGUACACT TAKGCARTCAGACEGC T TAAAT
CTCCARGTGRGACAN P TARATCATAC TARAGETTO TTTCASAMCAGAR TTACTAGCAGC TAAMSCAARRCA
ACCACAALTCEGAAGCTACTCETAATC AATCATTAGC TAAGCPASCATCETTEARAGCOGCANTRCACCARA
CAGAAGCC T TAGUAGASERAGUCETAGCCATASTGACASCACTESTGEC TAARAAAGT TC AT TIGCAATAY
CTRAGGEACTTTAAAT T CAATCC TARCCRCC T AAA TR TACATEAGCRCATTEATARTACTARGCARAGA
PR TR AR ACT A T CATC T PP P AR TOCAT ARG ARG T TIAGCAGCCT PACAAGC TAAAUAANGEA
CICTAGARGCTACTA TGO TR CCATAGAACACCAG TTCACTI IO TTARAACCTTAGCTARCGANB AECAA
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TATCECCACTTAGACGRAGATATAGCTACTETGLCCTGATTTGCAAGTAGCTCCACCTCTTACCEGCGTAAN
ACCECTATCATATAGTRAGATAGATACTACTCCEUTIETTCAAGARATGE T TABAGRAACGARAUAACTAT
TAGAAGCTTCAGCAAGATTAGCTGCTGAAAATACAAGTCTTGTAGCAGAAGCCCT TG T TEECCAARCCTCT
GAAATGETAGCARGTAATGCCATTGTETCTARAATCACATCTICGATTACTCAGCCCTCATCTAAGRCATC
TTATGGCTCAGGATCTICTACAACGAGCAATCTCATTTCTGRATGTTGATGAAAGTACTCARCEEECEECCE
CACTCEABCACCACCATCACCACCAL: ’

SEQ ID NO: 30 amino acid sequence comprising HIS-40a CH
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SEQ D NO: 31 polvnuciectide seqguence comprising HiS-40a-RR NH

ATEEEATCECATCACCATCACCATCACCCTAGTAGTETAGRCETATOTCACCAACSTCAARAGCAGATGATAG
AGCCTCAGGAGARACGAAGGCGAGTAATACTCACGACGATAGTTTACCAAAACCAGRAACAATTCARAGAGE
CAAAGGCAACTATTGATCCAGTTIGAAAMAACTCTCAGTCAALABAAAGCAGAACTGACAGAGCTTGCTACC
GOPCTGACAAAAACTACPECTCRAATCAACCACTTAAAAGAGCAGCAAGATAATGARCAARL AGCTTTARC
| CTCTECACARGAAATTPACACTAATACTCTTCCAAGTACTGAGGAGACGCTATTAGCCCAARGAGTCGAAL
ATCAAAGAGAGTTAACAGCTACTGRAAACAGAGCTTCATAATGCTCAAGCAGATCAACATTCAAAAGAGATT
GCATTGTCAGRACAAARAAGCTACCATTITCAGCACGAAACTACTCEGAGCTCAAGATTTAGTGGAACARGTCAA
AACGTCTGARCAAAATATTECTAAGUTCAATGCTATGATTAGCAATCCTGATGCTATCACTAAAGCAGCTO
AARCGGCTAATGATAATACARAAGCATTAAGCTCAGAATTGGAGARGGUTARACGCTGACTTAGAAAATCAR
AARAGCTAAAGTTAAARAGCAATTGACTGAAGACTIGECAGCTCAGAAACCTGCTCTAGCACGAARAAGAGEL
AGAACTTAGTCGTCTTARATCCTCAGCTCCGTCTACTCAAGATAGCATTETCEETAATARTACCATEARAG
CACCCCAAGECTATCOCTCTITCARGAACT TAAAA A AT TAGAACCTAGTGETTATATTGGATCAGCTAGTTAC
AATAATTATTACARAAGAGCATGCAGATCAAATTATTGCCARAGUTAGTCCAGGTAATCARTTAAATCAATA
CCAACATATTCCACCAGATCGTAATCGCTTTETTEATCCCCGATAAT I TRACACCAGRAGTECANAATGAGET
TAGCCCAGTTTGCASCTCACATEATTRAATAGTATACGEeGECAATTAGGTCTACCACCAGTITACTGTTACA
GCAGGATCACAAGAATTTGCAACGATTACTTAGTACCAGC TATAAGAARACTCATCGTAATACAAGACCATC
ATTTGTCTACGGACAGCCAGEGETATCAGGGCATTATGGTGTPGGECCTCATGATAAAACTATTATTGRAG
ACTCTECCGEAGCETCAGGGCTCATTCGARATGATGATAACATCTACGAGAATATCGGTGCTTTTAACGAT
GTGCATACTETCAATCETATTAAACGTEETATT TATGACAGTATCAAGTATATGCTCTTTACAGATCATTT
ACACGCAAATACATACGECCATGCTATTAACTTTTTACGTETAGATAARCATAACCCTAATGCGCCTETTT
ACCTTGGATTTTCAACCAGCAATGTAGGATCTTTCAATGAACACTTTGTAATGTTTCCAGAGTC TARCATT
GCTAACCATCARLGCTTTARTARGACCCOU TATARRAAGCCATTGEARGTACAARAGATTATGCCCAALGAGT
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AGGCACTETATC TEATACTAT TCCAGCCATCARAGCARRAGTAAGC TCAT TAGAR RATCOTTTOTCREC TR
TTCATCARGRAGCTGATAT PATCECAGCCC ARG TAAAGTARGTCAACTTCARGETAAAT TAGCANGCACA
CPPARGCAGTCAGACAGCT A ATCICCARG P GACACAAT TARATGATACT AR ACC TTCTPTGAGAACAGE
ATTACTASCAGCTAARGCABAACAAGCACARCTOEAAGCTACTCOIGATCARTCAT TAGCTAAGC PRGCAT
CETTGARAGCCGCACTECACCAGRCABAAGC T TACCAGAGC AL BCCACABCAGAGTGRCAGCACTEETE
TR A RGO PO AT T TR A A TA IO T AR S CEAC T T A T T GAR TCC TAACCGCCT TCARGTGATACGTGA
GCGCATTCATAATACTAAGCAAGATITGECTARARCTACC TCATOTTPET TAR A PGCACARGARGCTITAG
CAGCCTTACAAGC TARACARAGCAGRTCTAGAASCTAN TAT TGO TACCACAGARC ACC AGTTGAC T TECTT
AARACCTUACCTAACGARAAGEAATATCGCCACTEAGAC CAAGATATAGC TACTCTOCCTEAT TTGCARGT
AGCTCCACCTC T TACGGGCETARRACCECTATCATATAGTAAGATAGAT AL TAC TCCCCTTETTCAAGAAR
TG T TARAGARACEARACARCTAT TACAAGCT TCAGUARG AT TASCTGRC TRRRANTACAAGTC TRGTAGCA
GAAGCGCTTG T TEGCCAAACCTCTGANATGETAGC ARG TAATECCATTOTGTC TARAA TCACATCITOGAT
PACTCAGO O AT T A A GAC R T T A TS C T CA GG AT T IO TACARCEAGCAATE I CAPTTC TEAT GRS
ATCABAGTACTCARCEY

SEQ 1D NO: 32 amino add seguence comprising HiS-40a-RRNH
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SEQ 1D NQ:-33 molvnunlactide sequancs comprising 4UN-HIS
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BPECAAGTCARAGCAGATGATAGAGIC TCAGBAGRRACEAAGGOGAGTARTACTCACGACGATAGTITACT
AR CCAGANAC AT T CAAGAGECARAGECARC TAPTGATOL A ST T GRA AR AAC TOTCAGTCAACARRARD
CAGAAC IO AGAGC T TGO TACCEC IO TEAC AR AR ACTAC TRCTCASATCARCCAC TTARAAGRTCAGCAR
GATAATGAACKAAAARCT I TAACCTCTOCACARCARAT P TACACTAAPACTC TPGCARGTAG TEARRAGAT
GCTAQThGCFCAAQGAvCCuAACATCPXAGRGHGTTAﬁCPGCTA“TGAﬁHCAhA@CTTCAWAATGCTCAA&
CAGATCARCATTCABAAGAGACTACATTETCACARCAAARAGCTAGCATTTCAGC AGRAACTACTCBAGCT
CAAGRTPTAGTGCARCARGTCARRACHIC TR R ARRATA TINC TARGE TCAA TGO TATGATTAGCARTCE
AT ATCACTAAAGCAGC TCARACGEU TAR TEATAATACAR AL GLAT TAAGC TCAGARTTOCAGRAGE
CIRARG"TGACTTAGAAAATCAAAAAbCTA&AGTTAABABGC%ATTGACTGAAQAGTTGGCAG”TCA SBBE
GOTGOTCTAGUAGARA A AR GANGCAGAA LT T ARTCGTC TTARA T CC TG AGU POC T TACTCARGA TAGCAT
PEPEGETARTAN A CCATG AN AGCACCACAR GO TATCCTC TTEAAGRACTTARA AAATTAGAAGC TRGTG
GTTATRTTHEATCAGC T AGT TACAA TAAT TAT TACARRGAGCATCC AGATC ARA T T ATTGCCARRGE TAGT
CCAGETAATCAATTAAATCAATACCAAGCRRECECACTCRAGCACCACCACCACCACCACTAC

SEQ 1D NQ: 34 amino acid sequence comprising 4GN-HIS

MOVRADDRASGE?XASNTHDD S LPKERETIORAKAD I
DAVRE?PLSQOQEAEBELTRLATALYRTTAEINHLKEQODD
NEQRALTSAQDEIYITNTLASSEETLLAGQGAREHORELYT
ATPTETELENAQADQHSKETALSEQ RASISARTTRAQD
LYBQUVETERONIARLNANISN P DAITRAAOTANDN D
KALSSELEXKAERADLENOKARVEROQLTEELAAQKRKARLLL
AEXKEAELESERLEKSSAPSTITDPDS IVONYNTMRXADPOGY PLE
BLERKLEASCGYIQCSASY NN YYXRERADOTIIARASPGNDQ
LNOQYQAAALEHEHHHAEHRE

SEQ D N 35 aminoacld sequence oomprising GAS 117

MILERHYYLLSLLALVIVEAAFN TRQSVSBOVY SNEGYHOHL PDEKSHLOY SKDNAQLOLRNILDE Y ONDL
GRHY ESYYYYNIRTUMGLS SEQLIEKHY RELKNKLEDNYNHY ’

SEQ I NO: 36 polynuciedtide sequénce encoding BAS 117
ATCACACTARARAARCACTAT TATCT IO TCAGCCTECTAGLTCT TG TARCEETTGETECTECCTITAACAC
ARGCCAGAGTEICARTGCACANGTITATAGCAMTIGAAGCRTATCACCAGCAT TIGACTERTGAAARNTCRAL
ACCTGCAATATASTARAGACAACGCACAACTTCAAT PEAGARATATCOTTEACCRCTACCAARRTGACCTA
CEGAGACACTACTCTAGC TATTATTACTACAACC TARGAACC AT TATCACAC TATCAAGTGAGCARGACAT
TEARMMACACTATGAAGAGCT TAAGAACAAGT TACATGATATG TACARTCATTATTAA

SEQ ID'NO: 37 @mino acld sequence comprising GAS 117 leader saquenos TEKKHYYLLUSLLALVTIVGA

SEQ 1D NO: 38 amine acid sequence comprising fragment of GAS 117 where Jeader seguence is yemoved'

ARNTSQSVEAIVY SNEG Y HOHLTDER SHLOY SKURAQLOLRN I LDEY ONDLEREY SSY Y Y YNLREVNELSS
BODTERHY ERLKNELHDMY MY

SEQ D NO: 39 amine acld sequence coriprising GAS 138
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MSHMKKRPEVLSPASTLERLKVA TN Y GADAVEVGEOATELRS RAGNF SHESLOEG IDY ARARGAKY Y VASK
VTR EGNE T CAGENPROLRDMCLDAV IV SDPALIVIC S TRAPGLETHLE TORS S TN Y BT F BEWKAMELTRY
VLAREVNNARLAEIRKRCDVEL RAPVHGANC LSY SERCY L SNEMS NADANRGGI S0SCRWEVDL Y DMPRGS
BRRSLKGEL PEDY SMSSVDMOMIDH T PDLIENGVDSLRIRGRMRS IHY VETVINC YKARVGAYMES REATY
BIKRRLIDELWKVACRELATER Y YGT PYENEQL FGARRK T PUYKPVGREVVAFDS ASHTATI RORNV IMEGD
RIECYCRGFREHFETVVRDLADADGOK I DRAPNPMEL LTI SLPREVE PORMIRACREGLYNLYQKDETSRTY
W

SEQ ID NO: 40 polynucientide sequence encnding GAS 130

AT AT AT G A A ARG L UGAGE T I P ATCACCTOCTEoAACACTIGARAAA T TARAACTIGCGAT
AT A GECACAGA TG D P P TG T IO CAGEECAGEO O TAT GO TAAGRACCERCROTEETAACTTOT
AT GGA A BAN P ARG AGEC AT A PTATGC A A TGO GG IS GAGC TRAGR LU TATE TECC TR TARS
AT T RO CCACCARGEGRACG AA AT TROTRCEERCEA T I T TR ACTECETEATATOREGCTTE
TCGR O T e P T T CAGATCC ACC S M AT T T IA T T TR TCAACAGAAGCCCCABGT T TGGARAT TOATT
TETCAACECARGCTTCATC TACCAA T TACGAGACC T T TEAAT TITSCARAGCCATEORCTTGACCCEAGTT
SR G P OGO A T AR T A TGO C A P TAGC ACA A A PO UL A ACU B ACAGA T TG AAATTCARGD
G T O AT G A T G T A T T O D T A T L A GCCSO TR T T T TG I M AAC CACATGAGTIALCETE
APGHCARCAGRRGCERCTSCTCACAGTCTTGUCECTEE ARG TATGATTTETATCACATEC CATTTCGEAGEEA
BAGCGC ST T A A A GO AR A TTCCAGR A A T A T T T AT CC T U TS ITCACATETE TATGATTGA
CCATATTCOTEACCTCATTGAAAATEEUGTTGATAGCTTARARA TTGARGECCGARTEAARTC TATCCACT
AT e A AT O AR C AR PG C A A GRC T T AGS TS P TACATEGA R ACCCCAGAAGC T I TAT
SO T CARAG AR T TG T A A TI G TOE ARG T TRUCCAGC GOEAGT RGO TACASGTITTTACTA
PO TATCCCRACTEAR AR TRAACAR TTA T T G T EC TCAC O AC ARA R T TCRATAN TATAA AT T TATCCHAS
AP G A T AGC A GO TR AGC A CATTC G TC G S TAR TR T CATC ATGUARBECGATY

COGATTCRART G TATEGACCAGE T T TCCETCATTTIGARACEET TETTARGCACT TACATEA TECGRATES
CCAARAGATTEACCETACCCCAANTCCARTGRAACTCTTARCCATCTCTTTACCGAGRGARGTTAAGCCAG
CORATATGAT PAGECC T TRCAAGEARGE TC TERTTARCC TOTATC AR AR AGRTGECACCAGTARRAC TG T
AGRRCATAG

BEQ 1D NOT 41 aminoracid sequence tomprising GAS 377

MITHOKTISLLSLALLIGLLGT SGKAT SVYAODOHTDNV IARSTI SOV SVEASNRGTERY IDATVITBORY
ROPTOAT UPLKDASDNT TNSWY CTMAAQORRFTANF DL TGOR 3GDYRVIVIVHTQERKAVIGUSGTVHFDOKR
KARK TR TNMOQED T SKAMTNSVDVD TRADTROSANQEI DS TSNPFREAATNHR STSLERSTKNER LT PTASN
SO CSHRTKMLVDKEEVKPTS KRG PWVELLGLVVSLAAGLITATORVSRRE

FEQ D NOU 42 polynudientids seguence encoding GAS 277

APGACAARC TATOCAARARRC AR T TGO T AT TAPCAC TAGC TTTAL T TAT TGP PTGC TOCEACTTOTRE
A G A A G G AT A A G AT AG A AL TG AT A A TO T TR TASC TEAATC AR TATTAGTCAGS
TCAGT G T GARGCCAS PA TGOS SR RS AGAATC T TAT AT TEATEN TACACTCACCACAGATCARILTETC
AGACAACCARC TCAGGC AR GA T AACACT TAAAGACEOTAGTCATAAT A TAT P AATACTIGEGTATATAC
AT GECAGCECAACASCRICE T T ACAGC TS T TEAT T TARC TEBACAAAAGAETEETEACTATCATS
PRI CAC T AT A C T AR AR A A A TR A DT CAATCAGCRARL TET TC AT I TTCATOABARS
ARACCTACAAAAACATCAAC TARTATGC ARCARMCEATACTTCTAARGCARPEACGAATTCAGTCGATET
AGACAUAAAAGCTCARACARATCARTCAGC TARCCARGAMATAGATTC TACTTCARATCUT TYCAGRICAS
TR AR T A T G AT AR D T T AN A A T DT A T AR AR AT BAGRAS T TACACCARC TG T ALTRAY
AGCCARRARARCGETAGCAACAAGACAARAATECTARTCGACARAGKGGAAGTARAACCTACT TCAARA AL
AT PO D PGS O T DA P TAGG TC TAG T A G T AGE I T AGU T AL I TA T T TATACGC TATTCAARALL
TACCTAGACCABIRATAA

SEQ ID RO: 43 amino acid sequente comprising N-terminal leader sequence of GAS 277 TTMQKTISLLSLAL-
LIGLEGTSGKAIBYYA

SEQIDNO: 44 amino acid seguence comprising fragment of GAS 277 whers N-terminal teader seguence isremaved
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DOOHTDRYTARSTI SOVEVEASMRO TEPYIDATVITHOPVROPTOATITLADASDNTINSWVY THAADIORR.
P AN DL GOE SO Y VTV T VT QR R AV TS OS GTVHFDONKARR Y FINMQURD T SKAM TN S VDVDREAQTN
QOSANQEIDETSNPFRSATNHRSTSLARETKNENLT PFASNEQRNGENR PR MEVDEEEVRPT! SKRuFPWVDL
GLVYSLAASLFTAIQRVERAK

SEQID NO: 45 amno-acid sequence comprising GAS 238

MM PERVRRVAT I ANGK YOS KRVASKL P SVEFRDDPDFYLERKNPD IV S IGE0GMLL SAPHMYBRELD
FVREVGINTCHLSF Y TDY RDFEVDKL I DN REORGEQT SY PLLEVALTLDDERVVEARALNEATVER I EKTY
HUADVIINEVK P ESFREDG I SVS D Te S TA YRR SLeEAVLEPTI BALOLTEISSUNNRVPRTLGSSTT T PR
ROKTELVPRRLEIYPTS T DNRTV QLK RV EYF IDDEKIHFVSS FSHT SPRWERVKDAR IGEIDS

SEQID NO: 46 polynuctentide sequencs.ancoding GAS 236

A TGACA G AT GAA T LA T A A GG A A GG T A AR ARG T PG A T T AT PECA RN TR TAAGTACCAARAGTAR
R T O A B T T T T G R A P P A A A A A D A T r O P A T O T PO AR A G A AR AT COGR
ATATT&TGAITTPTATTﬁuCGbéGRTGGGATGCTCTTATCTbCCTm?CACATGT&”GAAAAAGAATTAPA?
E\AGL?‘I‘}‘A ¢ G"‘T’PTuTAGGAATCCACACL.G(aTC!ATQTTGCCT TIPATACCGATTATAG GF‘AT"’T'I GRAGTTEA
AT AT EA T A AT T A A ARAAGAC A NG GGRACRRCARRTCTO T AT CRATT TTARAAGT TGCTATTA,
CTTTAGATGATGGTCGTGTGGTTAAAGCGCGTGCTTTGAATG&AGCGACGGTT%AGGGTATTGAAAAAACG
ATGGTAGCASATG I TATTATTARCCATGTCARATTTCARAGCITCCCAGETCATEEEATTICAGTATORAC
oA AGE AR ARG S TAL AR T AA A T T R T AG G I GG TN TE T T TGO AT CCCALCATTER ARCRETGEE
A TG RCEEAAN T T A T O T A I A ORI P T A G ARCC LT GEGC T CATEARTCATTATTCCOAAA
AR AT A GAT TR TTAG PG A AN AC AT T ACRART T TATACCATTPCCATTGATANTAARRCCTATCA
SPTARRAAATETCACCAACGTEEAGT AT T TATCCACGATCAGARMATTCAT Y TIGTITCCTCTCLBAGTE
ATACGAGL T IO CEAR AGAGTCAAGCATECOTITATTGEAGRGAT IEACPCATRA

SEQ IR NO: 47 aming acid sequencs comptising Neterminus leader sequenoe of GAS 238 MTGM

SEQ D NO: 48 amino acid sequence comprising o fragment of GAS 236 where the N-terminal leader sequence is
remaved

HYTEKVRRVATTANGR YOS HRVASKLE SYFKDDPDFYLSKKNPDIVISTSCDEMILSAFHMY ERELDKVRE
VOIHTGHLEFY TOYRDF RVDRLIDNLRKDRGEQI SY PILEVATTLDRERVVEARALEEATVER IEKTHVAD
VIINHVRE RS FREDG T S VST PGS IR YRR S LEGAVEHPT TEALOL T EISSUNNRVFRILGS STTT PEKDRY
ELVPRRLG I T TSI DR Y QLENVTRVEY P IDDER THFVS SPSRTSFHERVEDAFIGEIDS

SEQ 1D ND: 4% amine acid sequence comprising GAS 388

MRKEMAK IMNUTGREY TALANTCMTKADVAPVARALAY AP AARF VOVRE SGREY IVHPLOVAGILADLELD
AVIVACGFLHDVYEDTDITLIE I BADFCHDARD I VDGV TKLGEVEY K SHEEQLAENHREMLMANSKD IRV
LVRLADRLMNMRPLRHLR KUK QRRT SRETMEL VA PLAHRLG I SRIEWELEDLAPKY LNETRFY KT SHMMKE
KRREREALVEATVSKVRTY ITUQCLFGDVY SREEHTY ST Y RRMRDKKKRFROTFDLIATRCYMETOSIVYA,
MVGY THELRREMPGRE KDY IARPKANG Y QS THETVY GPRGPIRI QI RTRDMUOVAEY CVARHWAYRKGVRE
KVROARQAVGHMNWI KELYELGDASNCDAVDFVDSVRRDTFSERIVYFTPTGAVORLPRESGPIDFAYATHT
DIGEKATLGARVHERMNY PLTAELKTEGDVVEL ITRARS PGP SROWVRLVE TNKARNK T ROFFRNOUKELSUNK
GRDLLY S YFOROGYVANKYLDKRR LRATL PKVSVE S ERSLYAAVGFEDI SPT SVINKLIEKRRREEERAKA
KRB RRLVKGGRY K ENKDVLEVRSENGVI T0GASELLNE TAKCCN PV PED R IDGY TTKSRGIA LHREDCH
NIRSQDGYORRLIEVENDLONSSKDYQARTDT YOLNRSGLLNDVLOTLSNSTRS TS IVAQPTKDMKFANT
HYSFOI PN THL T TVY BR CRAVPDVY SUKRTNG

SEQ 1D NO: 50 polynuciectide sequence encoding GAS 388
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AP GAGEANC AN IO AR AN A AT AACC TARCACGAGARBARS PO TECC T IASCGECCACCTATAT
GACCARSECTCATEREGC T I ICICECAAAGEC T T EAGCA TATGCAACAGCEEGCCCATT IO TAE CARGLEA
GRAAG TR GE R A O AT A TG T AT AT T C AC G T G ARG CAT IO TCRC TEAT P TRCN PO TEEAT
A AT RO T T TG T T D D T ACA TEA T TR TACARGATACGEA TATTACC TTASATCAGRTCGA
AGCAGKC T T EEC AT A T TG TR AT AT BT T AT OO TS TCACC ARG T TACCTCAAGT TGAGTACARAT
CTCATCAGEACCARC TCGCCEARARCCATCACAA AT U TGATEEC TATETCCARAGATATTCSOGTGATT
PG TG AR T TGOS A OGO ToC A A AT AN GG CACCOTC AR AT P TS C S ARG CATARACARGAGTS
CAT T ROGCRARRCCATECAAATC TATGUCCCOT TEECCCATCAT T TGUCRATTAGTCOCATC AAATGEESE
AT ARG AR T D D T T A I AN TG AA AL C S AN T T ACARAAT T ICCOATATGATEARAGAR
ARACGTCGCCAGCETEANGCTT TEEPATAGGC TATTCTCAQTAAGUTCARRACCTATACSACACAACAAGS
AP TG A AT T A GG AT AR R A T T A T G AT TTA T GO AR B ATCCUCCAT AR ARAGA
ARCEATTCEATCAGA Y P PCA T DT AT P RCCA T P C T TG TE PCATECARALGCARASCOATATCTATEOT
AT ECC A A T A A T GG A AT OO COTTC ARCGAT TATA P TCCABC TCC TAA
ACC T AN T EECTACCAG RO P ATTEATACCACCE TR TATGEECCARAAGGACC TATTHAGRTTC ARATORENA
CTAAGGACATGUATCAAGTECCTRAGTACGEGETTEC TEC TCACTEEGCTTATAAARSAGGCGTECETGET
AAGETCAN T ARGCTRAGCAACLURTIGECATGAACTGRATCANAGAGCTCOTABART TECARGATGELTS
ARATGGCERPECACTSEAC T T TG TECA T IO R TCARACRASACATTTT T IO PERACGEATTTATEYCTTTA
CACCOACAGRERCCETTCARGAGT TACCAAAAGAATCAGEICCTATTGAT T I IGC T TATGCGATCCATACE
CAAATCEETERARAAAAGCARCAGRTECUARAGTCARTOGACGTATGETTCCTUTCACTOCCARGTTARRRAC
ACAGA T TG T A AP A T ACCA AT O A A N O T D P e O A TORAGACTAEETARBACTASTCR
AMACCRATARGGCTCOCARCAAMATTCOICAGTIC T T TARARATCAAGACARGGRATICTCAGTGRATAAR
OO O A L T R I A P T T ARG AGC A GGG T AL T GO AN T AR AT ACCTTGACARARAACE:
CAT T GARGCCATCC T AARAGTCAGTC TGAAGAGCGAACANTCAC TCTATGCAGCCATTORGTTTEEYE
AR A T T A G D T T A A A G D A A G A A A A A A G G C BT S A AR ACAR ACCECCAAGGERT
AR AR AGAASC TR RGAR T TGS T TARGEECCETEAGETCAARCACGARARCAA AGATETAUTCAASEDTCG
A TR AR T GO AT A T P AT A A GO G AT A GEC O e D A T O AT TEC ARSI T TE TARATOCIG
TACCTEGTCATCCTAT TEACCECTACAT TACC AR AGEGECATCRCATTECCAT CACAGATCGEAC TETCAT
AACA T T ARG AT AR GA TG T C A AGAAC G P PG AP TG A G T C CAC T S EA T TCEACAATTCGAGTAR
AT PAT A T A A T TEATA DO LA TG aaC T AR COTAG TG T O TGO T TARTGATATEC T CCARATRD
TATCAAALTCAM CAAGAGCATATCRACAGTC AATGC PCAGCCOACCAACE R ATCAAG T I IGC TAATATT
AP CAGC TP TG GO AT T AR AT TG AT GCATOTGACCAC TETTETCCARR A AN TCAAGGCABYTCCAGA
TETTIATAGCOTHAAGCEEACEANTRGUTAR

SEQID NG 51 amino gcid sequence coniprising GAS 804

METRITELLNIDY PIFQCCHMAWVANGDLAGAVENACCLE L TEGENAPKEVVRAN IDRVKATTDRPFGVNIY
LLEPFADDIVDLV IEECURVV TG AGNROR Y MERLHOAGT IVVEVVPS VALARRMEXLGVDAVIAESNEAS
CHIGKL N TMSLVROVV EAVEI PV I AAGE TADGEGAAAAFMLGARAVO IGTRFVVAR ESNANONFEDKILAR
KDIDTV ISAQVVGHPVRES IENKLTSAYAKARRAFLIGOKTATDI EENGAGSLEHAVIEGDVVHESVMAGOT
AGLVRKEESCETIDEDIVYGAARVIGNEAKRWOSVISIER

SEQ D NO: 52 polynuciectide sequence encoding SAS 504

ATGAAAACACGTATTACAGAATTACT TARTATTGAT TACCCCATTT T ICAAGCAGGAATEGCTTEOETTAC
A GG AT T T AR AC G AT I T T A AT TR TEE T T AGCCAT TATANGT GETEECARTECTCCCA
ARG AT A A G T AT AT TR T OO T AR A G T AT T A FEAT ACRCOT PP TEOOG T TAR TATCATE
PP AL O T T T TG TR TEA T AT CE T TOAT C IO G ECAT TEAAGARGETHT TAAAGTAGTAACARCAGS
OO A AN AT AC A AR GT A T A TCEA ARG AC TG AL AGGCECE THT BATCET TG TTCCTETTATCCTAR
BT T GCGC T AGCC AR A E TR T O A AR U T TE GGG P AGA TS TG T AT IS T AGCOTATEEBAGUTGEA
CRAC AT AT TEOC ARG T A GAC A TGO T T AGT ARG AC ARG T T T TCAAGCEET TTCGAT TCUTETCAT
P EOEGCAGETEO A T AGC TEA TS T ATO TS A G AGCAGE AT T TATRTIAGCAGCACACSECTGTTCARA
PG AT T I G T P I TGO TARAGAR TCCART U TC ACCARAAT TTTAAAGAT AR AATC T TAGCAGCA
ARAGATAT TEATACAC TGAT T TC TR A ARG T TG TCEEECACCOTETCCETTC TATTARRAATAARTTGAC
T A T G T AR A G A AR AR A GOA T P T P TAAT T CT CAMAAKC RSO TAC TG ATAT THABGARATES
GAGCCAGGATCOCTTCRACACECTO T TATTGAASCUEATETACTCANTEEATC P TTATEEC TEECCARATT
G ACRGC T IO GAGAA A AG A AGE A A GO B TE AR A GA T T T T AA R AGATATTIA T TATOOTCCAGCTCETGT
TATTCARAATCAAGC TAAGUGCTERCAATCTGT T PCANTAGARAALTAL
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SEQ 1D NO: 53 amina acid sequence comprising GAS 509

MTRIYKTITELVOOT R IKLNREI PEAADVY VELERAFNPGSSVKDR Y ALSM T FARPARGLI SFGEVIEE
PPECRTCICLAWVERRKGYRVI IVMPETMSLERRO T INAY CAELVL T PRAERVR GATRAKARTLAT FIGAY
MEMOFNNDANPS THERTTAQRILEAFKEL SLDARTVSGUETCETLSAUSHVLEKANFETVIYAVEARESAV
LSGOERCPHKIQGT SACF IPNILITEAY DRI TRVKEKDALETARLYGRKEGF LV SSGAR L YARTEVAR
OLGKGKHVLTILPDNGERYLSTELYDVEVIKTR

SEQ D NO: 54 polynucleatide senuence sncoding GAS 508

ATGACTARAAT T TACAA AR TATARCAGAATTAGTAGGTCARACACCTATTATOABAC TIARCCEYTTAR
PP CAARC GRS DGO TEACE T T TATCTAR AR T TAGRAGCT I TTAACCOASGATOTTCICTTARAGATES
AT GO T TATC A TEA T IGAAGC T EC TEAARL TR A AL TCTSATAAGICUTCGTGAC BT TAT TATCERA
CCAACARGTRETARNTACAGRTATTGETC T TGCATGCRTARGTCL TRCTAAAGGETATCGAGTCATTATTG
TIATCC OO ACTATGAGC TGO AR ACATGGC AR A TC AT TCABGC TTATEGTGCAGAGCTTGTUTTAAC
ACCTEOAGCARAAGRTATEAANGEECCTATTEC AR AAGC TCAARL TTTAGCAATAGRACTAGETELTTCE
BTGCCPATGCARTTTAATAM COTGCCARTO ARG ATCCATGARAAAACKACAGE TCARGARATTTTCR
AR RGO ACA T T D T T AGA LA T e A T O T e TG I IR T A C TSR AGCAACAC T TC TGETET
T A AT G T C L TRAA AR AGC D AR CCO TS ARG PAT TR TC TATACTETIGARSCTRAAGAAYCTECTETC
AT T e T ARG AR P ECAC CAC AT A A R A T I AR GO P ATAT AGC IO I P ATCOC KRAACACE T TAG
A ACCARAGCO T AT GRCCARATTATCCCTOTTASATC GAAKCATSCITTACARACTECTEGACTARACAGE
AGCTAAGGAA&GCﬁT€C1CGTT&&&A“TTCT?CTrGAGC”GCTCTTTACGECG“TATTG%AGTuGCWAAA
OB AGG A ARAGEC A A A T T T T A AC TA T T T TACC AGATAATGECEAACGOTAT T ATCGACTRAAL
TP AT CATETACCAGTAATTAAGACGAAATAA

SEQ 1D ND: 55 aming acid seguence comprising C-terminug bansmambrane raglon of GAS 508
FLYBISSOAALYAAEVAKQLGKGHHVLTILPDNGER YL TELYDVPVIKTK

SEQ 1D KO 56 amine acid saquencing comprising a-fragment of GAS 508 where the C-terniinal transmembrane
region isremoved

MTRIVKTITREVSQTRI IKLERLI PNERADV Y VELERARNPGS SVEDRIALSMI ERAAEARGLISPGDVIIER
TSONTRIGCLANVGARKCYRVI IVHPETHSLERROI TOAYGABLVL T PGARSMEGA T ARARTLAT ELGAWYP

MOFNNEANPSTHERTTAQE I LEAFKET SLOARVSGVETCRTLAGY SHULKKANPETV T YAVEREESAVE.SG
OEPGPHRICGT SAGF I PNTLDTKAYIOL IRVKSKDALETARL TGAKES

SEGQ 1D NQ: 87 amino acid sequence comprising GAS 366

MRV SN ORK R TL I LG LAR SO EARAK L TR LOAL VI VN D S KD P DON FAAQAL LERG TRV T CASHPVRLLDE
NFEYMVKNDGT Py DN PMVKRALAKE LRIV TEVELAYF VS EAPT TG T TG SNGR Y TP T M I ADVINAGGQSAL
LGN IGY PASKVVOKA TAGD TLVMEL S SFOLVGVNAF R FH T AV TNLMPTHLDVHE SR EDY VAAKWMIOAQ
MTESDYLILNANOET SATLAKT PKATVI PRS0V DGAYLEDGILY PREQAT T AATDLGVEGSHNIENAL
AT IAVAKLSGIADDI TAQCLSHPGEVRERLORVGOTKD I TFYNDSK STNILATOKAL SGFDRSRLILIAGE
LDRaNEFDDLVPDuLGLKGMIILGESﬁERFKRMAN&AEVSYLE&R&VAEATBLAF&@AOTGETTLLSFANA
SWDMY PNFEVRGDEFLATFDCLRGDA

SEQ D NO: 58 polynusleatide senuence ancading GAS 388
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AT A T A T S A T AR T T A AR A AR AR A TR T AN T T TGS U A C AR A TCOASCE AARC ARG
ACCARAATTATTCACC AAACTTGETACTTTARTSAC T TARTGATAS TAAACCATT THACCARANITCAG
CGGCACAPGCCTTGT?GGAR@EGGGGAETA%GGPCATTTGTGGTA&CCMLLCAGWAGRA?TAET;G%?GRG
AACTTTGABTACATGETTAAAAACCCTGECATTCCTTATGATANTCOT ATAETTARACGCGCCOTTCCAAA
B AR AT I AT BAC T AR G TAG A A a T Y P AP P PO T AT TS A AGCCCC PAT PATC CERRTTATAG
GATCARACGEEMGACAACCATAACGACAATGAT TIECCEAT G T T TEAR TGO TGECECECARTCTECACTY
B A P EG AR S S A IO M BB AR O P PG DTC AMAR AGCARTIGC T CETEATAC T TGOTRAT
R T T T T T T T A A T A G TG GG AN T GAR T RO T T T TCOCC O TCATA T GO T I CATCACTAATTTAA
TECCEACTCACCTGEACTATCATGECAGTTIICAGRAT TATRT TRCTRCTAARTGEATGATTRAAGCTAG
APGRCACARTCACACTACC T A T I AR A TG TAR TCARGAGAT TTCAGCAACTC TAGT TAAGACCACCAA.
A AR A AT OO T D A A O AR R A A G T T A T GRS P T AT C T S AR CEA T CGAATACTOTATY
DA AGARC RGO BAD A A A AR CTEAC T T AGG TG TCCCARGTAGCCACARCATYGARRATEOCOTA
GCAAC AT IS AR N GG A T AT T R T A GO T G A T A TA T TAT T OO CASTBCC T ITCACATTITEG
ARGCGT TARACAT G TN GCAACEER T TR TCARATCAARGATAT IACCTICTACAATGACAGT ARG TCAR,
COAAT AT T AGCCAC TCAA A A AGC T M ATC AGG T T T IO AT AAC AT COCT TEAT T T TCATTECTGELCET
O A P G A AT AR P S A G AT PO T OO CAGAC O N T T P ARG AT N PARGU AR PG A TPAN T I TER
AGBATCOGCAGAGTGTATCARGCGAGCTEUTAACARAGCAGAGETCTCTTATC T TEAAGC TAGARATGTGE
A A GO A ARG T E . PP ARG TGO AR AC A GO AT AL AT SR P GO P TAGCCCAGCCARTECT
AGCTGEEATATETATCCTAR TTTTCAGETTCE TGEGEATGRATTI TTTGRCAACCT T TGAT TUTTTAAGAGE
SENTOOCTAN

SEQID NO: 53¢ amino acid sequence comgrising N-terminal jsader saguence of SAS 366
MKVISNFONKKILILGLAKSGEAAA

SEG D NO: 80 armino asid ssquencs comprising 8 ragment of GAS 356 where the N-termival leadsr ssquence |

removed

KLLTRLGALY FVNDSKEFDON PAROALLEEGIKV ICESHPVELLDEN P EYMY KN PGT PY DNPMVERALAKE
TR ILTEVELAYFVERAPT IG T T ENGE PP P TR IADVLNAGEOSALL SONT G PASKVVOXATAGDTLVME
LS S ROV GV A R R O H LAY TN B TH L DY HG S P D Y VA A KW TR QM T E S DY L L LNARO BT SATLAKTTER
T ER S TOKVYDGAY L DG I LY PREQAT LA DL GV PGS HNT ENALAT T AVAKLSGIADD T TAQCLEHFGS
VKHRLORVGOTED T TFYNDS RS TN T LA TORA L SGFONSRLILIAGGLDRGNEFDDLY PDLLOLEOMT TLGE
SARRMERAANKARYSYLEARNVARATRLAFKLAGTED DI LIS PANA SHOMY PNFEVRUDEFLATFDCLRGD
A

SEQ D NO: 61 amine acid sequence nomprising GAS 159

MRKLY SPLAGVLOV IVIL TS LS FILOKKSGECEQS DKLV I YNWGRY IDPALLRKFTKETS TEVOY RIFDSN
EAMY TR LROGGTTYD LAY PEDY T DRMIKENLLNKL DK SXLVGMDN T GKEFLEK SFDPONDY SLPYFWGTY
GIVENDOLVDKA PMHWEDLWR PEYKNS THLIDEAREMLGVEL T TR G Y SYNSKND EOLOAR ERKLOOLTPNY
KA TVADEMKGY M IOCDAA TG T O SCRAS EML DS NEHLEY TV P S RG SNLWP DNLY L PRI MRERKEA Y ARLNF
INRPERAAQNAAY TGYATPNKKAKALLEOETKNDPAFY PTODI IKKLEVYDNLGSRULGIYNDLY LOFKHY
RK

SEQUID NO: 62 polynugieatide sequence encoding BAS 158
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AP A T T T T ACCASC A T T T GG E TG T T AT I T AT D T AR AR GT U T T IO TITCAT
CTTECAGANARRATCEEET U PEC TAG TCARTUGRATAAA T TAG T TATT TATAACTGCEGAGATTACATTS
ATCCAGUTTTECTCARRAANTTCACCARAGAAACEGECATTCA ARG TGUAGTATEARACTTTCCATTCCART
CRAAGCCATETACR TARAATOA AGCACGENCCARCL AT TACGADATTECTEYPCOTAGTRATTACAL AT
TEATAARATCATCAAAGRARACCTACTCAATARGC T TOATARGTCAARATTAGTTEECATGEATAATATCE
CRAAARGANT T T TTAGEEER AN GO P T CCAC A A AR A LA IO T TECC T TAT T IO TORGEARCCRTD
AT T T A T A L A A T T A A T A A EC O TATCCACT U AA A TC TR TCRCETCCAGAATR
AR AR TN T AT TATCCTRA T TEA T GEAGCGLE TG AAATEC TAGGGET I EET T TARCABCTTTTOETTATA
STGTCAATTOTARARATC TAGAGCARTTEUAGGCAGCUGAGAGAAMAC TECAGCAGT TRACGOCCARTETT
ARG AT T T A A A TEASE P OARAGCO P ALK TEA T TCAA S TEACGOTECTATTEEAR TTACCTTTIC
T AAGO AT G ACA TGO T A A AT AR C AR ACC TP C ACTACATCEIRCO T CACR ABGETICTAACE
DT GE T TG T AT TG TAL LA CA R AN AT C AT GAR ACAC GARA A A BARGC TIATGO T DT PTTSARCT T
ATCAATCETCOTERAARATEC TG GCAAAAI‘GbTuCATATAT‘I‘GCT’I‘\TuC SACACCARATAAABARSCCAR
GECOTTAC TP A A TRAGA TR AR BN AT CATCC T RO T P T P TATC CARC ACATEACAT TATC AR AR ARTTEG
ARGTTTATGACARTTTAGSSTCARGATGET T EECEATT TATAM GATTTATACCTCCART TTARAATGTAT
COCARATRA

SEQID NO: 83 amino acld ssqusnce comarising N-terminal leader sequenceof GAS 150
MRELYSFLAGVLGVIVILTSLSF!

SEQID NO: 64 aming acid sequente comprising g fragmenl of GAS 158 whiere the N-terminal laader sequence is
raroved

LOKKSGEGSOSDRL VY NHGDY EDPALLKKFETRETEIEVOY BT P DSNEAMY TR IKOGE I TY DIAVESDYTT
DEMIRENLLNKLDESKLVEMDNIGREFLGKSF DPONDY SLEYFWGTVGIVYRDOLVDRAPMHWEDLWRPEY
KNS IMLI DOARBMLGVOL TG Y SVNSKILEQLOAAERRLOOL T PNVKA TVADEMKOY MT QGDAA IGT TS
GEASEMLDENPHLNY TV S BESHLWF ONLVL PRTMKHEK ERY AFLNF INRPENAAQNARY TGYATPNEKAK
ALLPDEIRNDPAFY PIDDIIKRLEVYDNLGSAWLGT YNDLYLOFKMYRE

SEQID BO; 65 amino acid sequence comurising C-lerminal hydrophobis sequence of GAS 159
WLSYNDLYLOFKMYRK

SEQID NO: 86 amino acid sequence comprisinga fragment of GAS 152 whate the C-{erminal hydraphohic region
ts removed

HRELYSFLAGVLGVIVILTSLOF ILRKSGEGSQSDRLY TYNWGIY IDPALLKKFTRETGIRVOYETFDEN
BN TR RS T LY DIAVE S DY T I DML R BN LKL D SR L VEMDN T GREF LOK S PP ONDY SLEYFIIGTV.
GIVYNDOLVDRAPNHWEPLWRPEY KNS TMLI DGAREMLEVELTT RS Y SVNSKNL EQLOANBRKLOOLTPRY
KATVADEMRGYMIOCDART G P SORASEMLDSNERLHY T VS RGSNURPINLVL PRI MK HEK EA VAR LNF
INRPENAAONAAY IGYAT ENKRAKALLPDE I KNDPAFY PTODT IRKLEVYDNLESR

SEQ I NQe 87 amineacid seguencecamprising a franpment of GAS 158 where the N-terminal legder senuence
and the G-tarminal hydrophobic region Is remoyead.

LOKK GGG DRIV IYNRCDY IDPALLKEFTRR PG I EVOYETFDSNEAMY TRIRQRETTY DIAVESDYTI
DRMIRENLINKLDESRLVAMDN ICREFLOKSFDEQNDY SLPYPRGTVGIVYRDOLVDKA BMHWEDLWRBEY
RNSIMLIDOAREMLOVEL TIREY SVHSKNLEQLOAARRRLOGL TPNVK AT VADEMKGYMIUGDAA TG T TES
GEASEMLOSNERLEY IV P S ECSN LRI VL PR THEKHEK ER VAR LNF T NR PENARCNAAY TCYATENKEAK
ALLPDEIRNDEARY PTNDITRELEVYDNLGSR

SEQ D NO: 68 aminnaci sequente tomptising GAS 217
MR TV TGRS L ADA TVEQL PR ED S LI L LSRN RR L EHC Y OR IDNE EC LR DI TN P VAT BEMVAQTYD
RYGRIDVLINNAGYGAFECFERF SAQEIADMFOVNTLASTHRFACL ICORMAEQGENCHLAINIVSMAGLIASA
S S I AT F AL G SNALRL E LA DK GV VT TV RGP ATKE F DAL PSGHY L ESVEK FTLOBNOVAKRLY
S ICRNKRELNL PFSLAVTHOFY T L PRLSDY LARRVEN YK

SEQ 1D NG 68 polvnuciectide seguense encoding GAS 217
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A TG A AR GAATCAT TG T TATC ACGCRAGC T I I GGARGAC TEGC TCAGGCARTTGT TAAGCAGTTACE
CAAGGAAGACACC TIEATT T AT ACEACGTARCARACAAC GCCTAGAACAC TET TATC AGCATATTGACA
AR AR ATECC TCEAGT TEEATA PP ACC AR T A TARCCA T TOAGARAATGETCECCCAGATTTACCAG
CECTATGGCC G TAT G TR P T GAT TAATAAT GO T BEC TACGCAGT T P TCAAAGGC I T THAAGARTITTC
TECCCARGARATAGC TEATA TETT TCAGE T TAAC ACCCTAGCAAGCAT TCACTE PG T TGO TTGATTEETE
AGARAR T GGCAGAG AGGRGE R ACE T CAC O M P A T T A A TR T I P T CA TGO ACGC T TRATTECATO RS
ARATCGAGCATTTATPTCAGCCACCARGTTTECOC TTATCGEAT TPTCCANTGCCOT TCGCTTAGARTTAGC
GEATARAGRGET T A G TEACCACC E AR PO AGETCC A TGO AL U ARG U T T T I TCACCARSCTERCC
CQTCTAGACK I TAT T GEARAGCGTTEGTARAT P TACTC TCCARCCARATC ARGTGRCTAAGCGTTTGETT
PO TR A T CHGCARAAATARAC G ACAA T TEAAT T ICCCC T T TAGT T TAGC BB TEACCCATCART T TACAC
O T T ICCC A A P AT CTCATTATC T T GC AR CARACE TAT T TARTTATAR AT AA

SEQ D NO: To-aming acid sequence comprising GAS 309

MIEKYLESSIESKCOLIVLFFRISYLF ITEVARRIGLTFLOLNHYCEELNAF FRGELSMTIOKRMISCQFD
HPFKEPYLYQLYASSNVLOLLAFL LK NG SHSRPLTRFARSHFL SNS SAYRMEEAL LPLLANF ELKD SKNK I
VEERYRIRVLIALLY SRR KVY DL OO DN T ISP LSS STHL K T R EWL SES FSEY DI LLALSHERHOFS
VIIPQIRIFQOLRKLFVYRSLKESSHDY IETYOQUNFSAGDLOY LY LIVITANNS FASLOWTREHIRQYCD
LEPRENDUFRLLINS I I TULPNLEEOKAS IV E ALMPF SESFLENLOHF TRETNLFV SPY YRGNOKLY TR

IVEEN AR PORRDLNHERE L EC RV EG S LRI QP PLVVVFVASNE INANL U DEFPRY FADKS IDFHSY
YLLQDNVY QT RDLEPDLVITHSQLI PEVEHELTKGIAVAB I SFRDES I LS IQRLM Y QVKERKFQADLTROLT

SEQ D NG: 71 palypuciestide sequence encoding GAS 309

TTCATAGAARANTACTICRARNTCATCARTCGAATCARAAPETCAGT TAATTCTC PIET T T I T ARCAC AT
T AT T EGC AR AR T AGGTACCABA A AARACTEGC T T AACCT T TP TACAACTARACCATTATIOTGAGS
AACTEAANTECCTTTTICCCTEOTAGTC TRTCTATGACCATCCARARAAGGATAATATCTTECCARTITACA
CATCCT T T ARG A T T AP C T T TR CCARCTC TATGCATCATCTAATCTC TTACANTTAC TAGCCTTITT
ARATRARARATGEITCCCACTCTCETCCCC T IACCEATTITACARGARG TCAT T T T TATCAARC TCOTOAG
G AT CGGATGCOCCAAGCATTGA TTC T T TATTAAGARACT TTCAAT TARARCTCTC TARGARCAAGSATT
BTCEETGAGEAATATCGCATCCATTACC T ATCACTC TR TATATAGTAAGT TTGECATTAAAGT TTATGA
CTIGACCUAGCAAGACARAPACACTAT TCATAGC T T I TP ATCCCATAGTICCACCCACCTTARRACCTCTE
T GE T T GO T BT D T T O T A T G ACA T T PAT T ACC T T TATC AT EGARGUGRCATCAATTIICG
GTARCTATTCCCCARBECAGAAT T TPTCARCARTTAARARARC P TT PG TCTACGATTC T T TEGARARALAG
RGO AT AT AT TATCCAAC T TACTECCARCTAM AT TC ACCAGEABA T PYGGACTACC TCTATETAR
TTTATATCACCGCTAATAAT TCTTITGCGAGCT TACAA THEACACC TGAGC ATATC AGACABTATTETCAR
T T TG ARGARAR TG AT AC T P T T CECCTOC T T T T AR AT U TR IO AT CACTOTT T TACCTARCO TARAAGA
GCARAAGGCTAGTI TAGTAAARGC T I TATG PE T TTTC AR AN C AT IO PRG PR T AATCTCCARCATTTTA
PTCCTEAGACCAAC T TATTCG T TTCTCCG FACTATARASGARAC CARARACTC TATACGTCCTTARAGTTA
AT AACAGTEGA TEECC AR A TTCC T O R AR C G TCAC T TC AR CATAAGCAT T TP CATCTT I T TS
CCACTATETCOAGCARAGTCTAAGARATATCCARCC TCCT T TACT TGP TS T T TTCE TAGCCASTARTT TS
TCAATGCTCATC TCC T ARCGEATTC DI T TCCARGE TATTTCTCEEATARAAGC AT TCAT TP PCATPCCTAT
TATCTATTGCARGATAATET TTATCARA T TCOTEAT T TARAGCCACATTIGRTCATCACTCACAGTCARLT
GATTCCTT P IGTTCACCATGAAC T TACAAARGEAA PRCC T TG TGARATATC I TTTGATCARTCGATTC
TYICTATCCAACA AT TGATETATC ARG T AR ABAGEAABARTTCCAAGCTEATTTAACCARGUARTTARCA
TAA

SEQ D NG 72 amino acid seguence comprising GAS 372

MEQIGKLFAGRYRILKS IGRGGMADY Y LANDL ILONEDVA TKVELRTNY QTDOVAVARFQREARAMARLNHE
NIVAIRDIGEEDGOOFLVMEY VOCADLERY TONEA PLENNEV VA IMEEVL SAMTL AHOKG TVHRADLKPONT
LRGNV T DF AV AR AR S LD TN S MLGS VHY LS PRDARGEKATTOS DT YANS INLP ENLTGHIPYD
GDSAVIIALONF QR PLES T T NNV POALENVY T RETAK KL SR Y G S TR EMS RELMTAL S YNRSRERK T T
RNV RS TR P L PRV AS G P TA SVR LS P T P IV L L S RL DO TN TDAL O P P TEK KK SGRFLATLFR I LESFRT
VOVALFTYL TLTK PP SVRY PNVAG TS LAV AR QELY DVGLKYGK INOT ESDIVABGNUY RTDPKAGTAKROS
SSTTLYVS Y GNEGF DM ENYKOL IV OEAMN S LI ETYGUPK SR IK I ER TV INEY PENTVI SOS PSAGDKFNEN
GRS LISV AV S D LM Y B YA D AV U AL G L DAS R KA Y VE S S S S ATGRVRTHE PE SRR TVEGS
PY YOS LSLSDECE I SLY LY PEETHS S S8 S 888 TS S SNSSS INDSTAPGANTEL S PSETTSQTH
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SEQ D HO: 73 potyrucleciide sequence encoding BAS 372

APGATTCAGATTEGCCARA T TATTTGC TG LETTATCCCAT PO EARAT CTRATTEECCRCRETERTATHEC
SEATG T P TAT T TAGCAANTRACT TEATC TTECATAAGAAGACET TOC AATCAAGETCITCCG TACCARTT
APCAAACAGATCARGTASCAGTIGCECETTTCCARCGACAAGLECREGUCATEECTEAATTCARCCATCCE
AATAT PGP TECCATCOGREAPATAGG ICARGAAGATCCEACAGC AR T T T T TAGTAATCOAATATETECATEG
TECTERCCTARACAGATACAT TCARNATCATGOTCCATTATC TAATAATGAAG TGO TTAGA BT TATEEARG
ARG P TR TR A P T A G U C A A AR N A AR PTG TAC R C A AR T I TRA K AL TU AR RATATC
O A AR T A A G S e R T A R AR T A A T A T T GO A T CCAG T AGC P THCAGAAACAAGOTT
AR AAAD AR CAA TS T T A G AT E T IC AT TAC T TETC T CACA R AGACTC BCEEOTCCARAGCGR
AT AR A A T A T A PG G TGS A T T AT T T P P G AG A TG P T AC AGECC AT ATCCC T ATGAS
GG AT AT O TG TR ACHR T TS OI TG CAAC AT T I CARRAGCUTCT TCCATC TATTATCGASGAGARLGA
ARG R ARG T P ARG T C T O T A T T EACC AR A O C A A RAA T TARG TERTCE T TACGRET
CARCCTTIRAAATGAGTCATGACTTAAPCACGOCGCI TAGTTATARTC O TAGTCGREACCOTAACATTATS
I EAGAATGTTGARAGTACCARRCCCCTCCOCARAS TEEN N TCAGETOOC ACCRC T TC TOTAARNTTETC
DCCCCC T AL O AR CAG TGN T AAC AL ACGAAAGTCEA TTAGATCABAC CARTC AR LS AGATECTTTACAGE
COCOCAC AR AAGAS AR ARG T GETCO T I I T AGETAC T TAT U AR AR TICT TR T IO TI IO I TATT
GGG A A T T P AT TR T T T P A T A A T AR A CA AT RO T O TEARAGT I COTANTETAGCAGR
CRCTAGTC T I AAAGTPECCARACAREARCTGTATGR TET GGG TARAAGTCGETARANTCAGEIARN TS
AGAETGATACCCTTECTCAGGGAAATGTAGTTAGAACASATLC TARAGCAGCAACAGCTARGAGECAASEE
ARG AT T ACOC T A TG TG T A AT T AR A AR LT T P P CAC ATCRARAACTACAAAGEAC TAGRTTA
A AGALGO AT A AT AGT TTAATACARAC T TATGET ST TCCAAARTCAAARA TCARA A TTGAGLGCATTE
AP AR TEAN PA T P B A A A TR T AT AT AN S U C ARG TCCOSRT AT AR AT TR AN TCCARAS
ARG T TR A AR T TACEC T A TR TEC TG T TAGTCATRACEATCAC TATECC T ATHE T AACASANTATAG
CTATCUAGATECAGTCARNTACCT D ARCAGC T I T AGE TATACATECATCTAGAATAABAGUTTATG TG CAA
GUTCTAGCTCARCAACEESC T TEG TECCAAT TCAT PCTC U TAGT T TAAAGC TAT TATCAG TGETCAATCT
COTT A AT ARG IO T AL T TR T C T GATAAAGEAGAGATTAGTC TP TACCTTTATC CABARCARAC
A AT R A T A GO T A TG T e A A T ARG T T AR R AT C T I A ATARATSATAGTACTECAC
CAGGTACCARCACTEANT TRARAGCCCATCAGAAACTACTTCTCARACACCTTAR

SEQ IR NO: 74 amino aoid sequence comprising GAS. 38

ML L L L LG LAY L L R KV G L QOHO LA T LEGNA DL S DOM T Y QLT AN O L L B LT GLANRDDAGL
YOOLIDIRDVLHRSLSDSRDR S DERLEX INQOVNOS LRNMOESNEKRLEKMROT VEER LEETLRNRLHASE
DSV S KOL A VNG LG EMR SVAGTVE P LN EYL SN T IR G I LEELOLGO T TRD TN TSSO VERERVTVEES SER
VEYATRLPONGOGGT I¥ LT DEEN PLEDTYRLEDAY RVCDRLAT BASRKALLARTKRPARDIREK Y LNO PR
PR GVMFL PO EGLY SEVVRNA S FEDSLREEEN TVVAGFSTLEALINS LSVGFRTLRIORNADDT SKILGN
VELEFDE POCLIAKAQROMY TANKTLDOL I S TR INA TVRALN TV ETY ODOATK SULNMPLLERRNNEN

SEG ID NOG: 75 polynudleotids sequence encoding GAS 38
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ADGEAC D AT G T O T TR GG TC T GE D PO T TAGE T T TAGGRGC TTATC TG T TG TTC AAAGTCAR
CEGCOTTCARCATCRGC TTGCCCAARCCOTAGAAGEC AACCU G ATAAT T IO TCTRACARATGACC TATE
AGTTCEATACAGCTAAC RAACAALAATTET TAGRGUPAACACAGC TRATGAACCUACRRCARBLAGEOCTT
TACCARCAATTAACAGR AT T CG T GACE T T TRCACCETAGT T TG PO TEATAG TAREEACCOETCTCACAR
ACCCTTAGARAR AR T TAACCAGCAGGTCARCTAATCECTCAR RAATATCCARGAATC TAACGAARRARCETT
TGGAGAAAATECGCCACATOGTTGAAGAAARATTEGAAGAARCCT TARARARTCRTCTECACECOTOTTTS
AT TO TR T CCA RGO ARC T AG A A TE T AN DA A RGO T GO A G AR R T U TARCETEECTCARGATET
CRGTACTTTARATAAGET T IO TCCARTACCARAACACGAGRUAT I TAGGCGAAC TTCARC TAGGUTARA
TN TTEAGCATATCATGACATC AAGCCAB TACG AAAGARA AT T TOTARC GETI B TECTPC TAGT GARCEE
GTAGAATA PGCGAT TAAGCTCNC AGCARATGOTCARGECEE T TAT AT I TACCTACCOA T IGACTCARAATT
OO TG AGR T T AT T ACCGAT TARAR AT GO T TACEAAGTTEATGATARAC TRGLCATC BAGGCTAGHS
GEARBSCAT T TEGCAGC PATC ARRLEC T I TGCCARAGACATICATAARARGTAC TIRAACCCCOCAGAG
ACGACCARTTTCEEAGT TATG T TC TTACC AACAGARGETC T T TAT TCACARG TG TCACARATECETCTTE
TG T AR T T G T OGO CARGA A A A T A T TG T BT I B AGGCC P T CRACCC TG T TRC T PTG TGRRNTY
COTTATC TG T TGG T TCAAGACCC T TAR TATCCARAAAAATAC TGATGACATC AGTAA AT TTTAGGOAAT
GTCANGTTAGAAT TCGATARAT T TEECEECOTECTTECCAAGEU TCARRRACARRTCARTACAGC TAATAL
TACOCTEEATCAGUTCATTTCARCAAGGACARATCCCATYGTTCGAGCCTTGARTACCGTTGAARCTTATC
BRGRCCAARCRACARRATOTC T T AACATGCC U TAT TAGRAGAGCALAATARTGAABATTAR

SEQ 1D NO: 76 amino acid sequsnse comprising BAS 42

BRIV AT SOAHA R PAWLO R RLAA L EAT PNLEL P T L B RVK P AN LD T L ENES L ASY PO I A TGN
BRLVOVGTOTYLEQL PMALL DKUY SDEYTALREL PEVI EAHFGOALAFDEDKLARYHTAY PNSARVLYY
POHLEITTRIEA T FLODSDSDVEFNKHVLV IAGKESKFTYLERFES ICNATQK T SANISVEVIAQAGSQIR
PSAIDRLGRSVTTY I SRREGRUEKDANI DWALAVMNEGNVIADFDS DL IGOGSOADLEVVAASSEROVOGID
PRV Y COR TV GH L LOHGVI LB RG TL I F NG I G I LR D AR GADANO RS RVLME SDOA RADAND T LA T DENEY
TAGHARS I GOV D PR Y Y LM ROL D ETARR LV I RGN LAV IS E L PIPSVROET IEVEORELLER

SEQ I NO: 77 palynucheolide ssqusnoe enonding GAS 42

ATGACARARGAR AR AT TAGTEEC T D TR TCCCARGCOCADEUTEAGCCTRC P TCRCTECAAGAADAGCETTT
AGCGEUATTAGARGCCATTCOAAATTTAGAATTACCAACCATCRAAARGETTAAA TTICACCETTGRARTC
TAGGAGATESTACOT TAR ASARAATGARAG TC TAGC TACTET TCCRGAT T T TATAGC TATTGEAGATARL
COAMAGOTTGTTCACCTASCCACGEAAACAGTU T TACARCASTTACCARTGECETTARATIOACARGEERGT
TCITTTCAGTGATT D TTATACGEC OO T TEAGEAAATCCCAGR AT AAT TERAGCTCATTTTGETCAGETAY
TAGCTTTTCATEAAGACARRCTAGCTRCOTACCACACT ST TAT TR TARTAGCGCASEOG TR TUTACHTT
O AT AL TP G A AR T CAC AR ST CT AT TEAAGC T AT T IR CYTAC A ACATANTAACAGREACETTCOTTT
TAACANGU AT G TR TARTEATTECAGCARA AGARAGTARGTICACC AT TTAGAGC ST TT TEAATOTATTC
GUARPGCCACTCARAAGATCASCHUIARTATC AGT O T AC ARG PO TECTC ARG AGRCAGCCKGRTTARR
P e T A T R O O D A G T T A T ACARCE TATA T TAGCCOTC O GGACET TTACAGAASEA
O AR AT T GA T T GG T T AGC TR TG A G A A T CA AGGC AR TR TC AT CUTEAT T I TG A AG TEATT TG
PREGTOAGERITCACAAGCTEAT T TGARAGTTETTECAGCCTCAAGTEETCOTCAGGTACARBETATTIGAC
ACGCGUETEACCARDTATGEICARCEIACGCTCERTCATATT T TACACCATERETGTEAT T TTSCAALGTER
CACCTTAACG T I I AACGREAT TEE T ATATTC TAA AAGACCUTAACOCASC TOATEC TUARC ARGARAGCE
GIST T ECATGC I T T T CACC ARG ARG ACECCATECCARTCCARTCCTOT TR TTERYCAAMA TEARITA
ARG CE P AP GO AT T T IR T OO G ORGP GAC SO T AR A P AT A ACT T OB S AR TCRAGGART
GUATCARGARACAGCAGARCEAT T T TATTABAGGA TTCCTAGEAGCGETTATCGC TEARAT PCOTATTC
AT AGTCCRCCAASACATTATTAAGGT T T TAGATGAGAARTPCC TTAATCETTAA

SEQ 1D NG 78 amino acld seguence comprising GAS 58

MRS CEMKTKSRRELNLATLCLAL LG T TLLMAHEVIARVI BERDYMTRFCLEDL EDDSANY PENLRARYKG

YLRGYEXGLEGIDT PERPKIQVPEDVOPSIHG DY RDEY FRGPGEGGHKRDPLETEARDDSQEAROESROGH
QEGADSSDLVEESDGLSVIDEVVEVIVOAFSTINTVLEGLY

SEQ I NO: 79 polynusiaolide sequencesncoding GAS 88
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AR AP GAS TG T T TATGA A AACARAATC AR ACGO T I L TARACOTAGCAACCOITIGCTIMSCoCE
ARG ARG T P EC TR AT R ACATC G T AL AGECECAGETCAT A TC AR AR RGCAGALTATATEACTS
SO PG Ga T P A GO AT T A A A GA T A T AGO T AR T AT OO P T CAR A T T TAGAAGCTAGATATARAKEGA
AT P EAGAGEGAT AT S AARARGCCT T AR AGGAGAT GATAT AL CCEAN GGCCOARSATTCABETTOCTGA
GEATETTCACCCATCTEACCATCRCBACTATAGACATEATTATEACCARGEATT TECAGAAGGATRACATA
BACETGATCCAT TAGAARCAGAAGCAGAAGATE AT TCTCAARCAGEACETCAAGARGEACGTCARGCACAT
CABGARGGAGCAGR T O T A TOA T P TG AACE T P EARGA R RS AL G T TG O RO T T AP S AT GARGTAGT
TR T AT TT AT C ARG AT P AGTAC TATT TAGACAT AC T TAAGCEETT AT IO TAR

SEQ 1D NO: 80 aminy soid sequencs comprising N-termingl feader sequence of GAS 68
MKWSGFMKIKSKRFLNLATLCLALLGT TLLMA

SEQ 1D NO: 81 aming acid sequence comprising a'fragment of GAS 58 where the N-terminal leader sequence’is
remoyad

HPYQAEVISKRDYMTRFCLCULEDDSARY PENL BARYKGY LESY FEQLEGDDI PERFE LOVPEDVQPSDRG
DYRDGY EECF RGN KR ETRA RN DS QUG RN EGROGHQEGA DS SDENVERSDELEVIDEVVEV I YOARS
TIWEYLESGLE

SEQ 1D NO: 82 amine adid sequance comprising GAS 290

MEHILFIVESLREGSFNHQLAROROKALEROAVVSYLNWKDVEVLNODIEANAPLPYVDARQAVOSADATW
IPTPVYNESI PGS VENLLDWLORALDLSDPTGPS AT GORYVIVESVANGEHDOVFDOFKALLEF IRTS VAR
EPTRATVRPDAWGTCRLEL SKETRANLLEQARALLAAT

SEQ ID NO: 83 palynucieotide sequsnce encoding GAS 280

AEARRCATAT T T AT AT TS P TEEOTC OO C R IOARGRETCTT I TAACCATCAATTAGCEROTOAAGE
A A ARG T GG A R T ARG A T T O A T T T A P AR T T O G R AR GACH T P CTC T TTTSAATC ARG
ATATCGRAGTIAATECACE P TACAG TG TTHAC GOTCC TCARGC TETTCAGTCAGCEOATCCTATOTES
AT A ACCAC T ACA A DT O T T A T T O U AGE P T TR T T AR A A ACC PEC TAGAC TRE T TORCTOETES
TOTTENT T TG T TEATCCEALGEECICATCTEC TAT TREUGETARGETCETTACGEICTCTTCRGTTICCAR
ATGCLEGE A T EA T AL S AT T T SA T AG T T TA ARG CAC TATTGUCATIIATCOSARC TTCAGTAGCAGEA
AT T A AR A G CR AL T e T EA N PO AT GO PEEGEAAC ARGA RGO T TCACAT T TC A AARGAGACAR
ASCARACTTECPRATCTCRGEEAGASECTC T T TTAGCCSOTATITAG

SEQ ID NQ: B4 aminc acid seguence:camprising 84S 511

MTDVSRILKEARDGGRL T T LI AL I P DD FMELHG DR P S DDCA TVEGLAY LAGOPVIVIG LOKGKNLODN
LARNFEOPNPRGY REALRLMEQARKEGR BV TE INTAGR Y POVGARERGROEATAKNLMEN SILKVELIAL
I IGERGGSEEALALEVAN AV MLEN MY AVL S PEGFAS TLNK DG S RATRAARL MR T TAGRL Y EMEIVORI T
FHOYFSSEIVDIIRANLIBEQITSLOARPLDQLLDERYQRFREY

SEQ 1D NO: 85 polynucleotide seduences spooding GAS'S11

HIGACRGATGTATCARGART T T TAAAAGARCCACETCAT  ARCCHCET TPAACAAC TTTGRATTACGOCAR
LoD DI AATEAC T T TAT AR TEC AT GECEATRRCCAT T T PTCAGA TEATGERGCCATTETAGGTS
BCCTAGC T TAT T TRECECEACARTC IO T TACGETCAT TEGTATTC A AR AAGGTAAGAAT TTACAGEATAAT
AR T RGO CAGC AN AGA RSB T T AT C O I AR ACC T TG GCC T IAT CARACAGGC AL
ARNATTTERACGECC AGT TG T TACETI TATCAATACTOCAGRAGLCTAT U ASCTE TCCRTGUGEAAGAAT
GAGCACARGETGAGGLCATTEC TARAAAT TTGATGGARATGAGTATC TCARGET TECORTTATCECCATC
AT TATTGETCAAGGACEC P TGS TRGTCC AT T ASCOTTAGCORTTECCCATCAGETC TGS ATACTTERARA
AT TR GG T P T AGCC C ARG RO T T T D TC TAT T T TA TE CARG G A TERTTC ARGERCEACTS
BEGCOCCTEART THATGAARATCACAGCEEETEARC TCTAC AR AATGGEAATAGTAGACCETATTATTCCR
SRR T I T T T T AR G T G AR T O P TS A A TC ATC AR AGC TARC CTC AT C BARC AARTIRACCAGTTT
GO RGO A AGCCA T TACAN A AT T AT TAGATOACCEOTACC AR GCUTICET ARATATTAR
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SEQ 1D ND: B8 amino acid sequence comprising GAS 533

MAITVADIRREVEERNVT FLALMETOINGVMENVE I PATRESLDEVL SKRRVME DGS S TECFVR IRESDMYL
¥ DLW IVE PG ENGAVAGLIC I Y TAEGK PRAGD FRGNLKRALKHMNET GYKSFNLG PEPEFFLERMD
DR NP L VDN GG FDLA P I DL ADRTRR R I VNI L IR MG P EVEASHHEVAVCQHEI DF K Y ADVLEACDNIG
IFKLVVK T IAREHGL YA TPMAK PRF G IAG SANHC NMS LEDNGCNNAT Y DEADKRGMOLSENA VY PLGGLMK
AN T AL TR TN SY KR VRS Y BADYY VAR AGENR S P L I RVEASRENGTRLELESVD P TANPY LATAVEL
EAGLDGT TR L EAPEPVEANT Y IMINEERNEAS I I DL P STLHNALKALOKDDVVOKALAYHI Y TRFLEAKR,
IERSSYATEVIOWETDHY IHNY

SEQ D NO: 87 polynuclestide sequencs encoding GAS 533

AT AR T A AR AGC T G AT I CATC S TG ARG TCA AR GAA AR A AN TOT A CE T T RO T CECTIGATGTE
CACTGATATCATCEECCTTATEAA KR ATE TEEAGAT TCCTECAAC TARAGARCAGT TAGALBBAGTATTET
CTAACAAG G T NI T P CATEE T TCATC A TCCAAGS T T P ETACECATC AR TCAS TCAGATATETACCTY
AL CCC AT T AGACAC T e A T I T I OO T RGRCACATCARANTCEAGUAG D PEC AGG TTTARPITS
AR A A A S S S A AGEARRGCC Y P T TECAGGAGATCOTAGAGEAAATTTAR R ARGALLCOTCAMALD
AT RGO T A AR A T A R A T GO A L U AGA A CC AGRA T P T I T T TEAA GATGGAT
AT ARG I RATCCRACAC T T ARG T AR CATAAY CETRETTATTY FEAT P PAGCECC AR TICACT TASE
AGACAACACCCOUCGTCARA T TG TCARTA T T T TAACGE AAATHEOT T T IS ARG AAGCTAGTCATCATS
AT PO T SO T AR A A G T TR R T A A AT A T O AR IO TP TEAAASCT TEIGATAATETTCAA
AT T ARG TAC T IS T AR AAACGATT GO TCAACATCELC DT RALGC TAC T T TCATEEC TARRCC AR
AT ECAATAGC TG AT AGGER TEC AL TG T A A AT T CT T IG T T GAT A AC C ARG TAR TARTIGOTTTET
AGATCRAGCTEATARGCEACHGATECAGT TATCACARAGATECT TATTATT IO T IGEGACCAC TARTSARG
AT G T AT ARG T A A TR P ATC AT TR O TAC A TG AR T PU T TA T AR AC G AT T AT I CAGOT TATES

GO AT DA e T T TG AR G TR A T B P T A C GO T A T O AT PO A AT CACGTRETA
PECGAACGCSTTTGGAGT TACE TR CEEI TENTCUCACACCTARTCC T TATTTAGCOTTGECTEITE IO T TG
A A T AT A B TR T A T T A A A A A T T A AR C A A C O T T AR CC TAA A T TATALCAT
G A G A AN A A AG A G A T T PG N T RO AT AR B C DI CATAATRCCT I LB AACCTT
TTCARLBAGATEATGTGETACAAAAGGCAC TAGET TACCATATCTACAC TAAT T TC T TAGAAGCARARCEA,
A AT T AT S AR T TG D D T T AR P GG AR A T T GAC AT TATA T T AP AN A TT R

SEQ ID NO: 88 aming acid sequance somprising GAS 527

MR TNV L IV L DY GOV NOL T ARR L RN GV S RL K S HR IS AOELR ETNP I IVL SGGPNEV Y ADNA,
PGIDPEIFELA I PTG ICYGMOL I TR LG KV R AGOACHRE VG BT LHLREP SR F SO T POROLVLESHE
DAVIRT PEGFHLVGOSNDC Y AR T BT RRNLY G I OF H P EVRES VY GND L LENFA T STCGARGOWSHONE ID
MBIAKIRETVEDRIVILGLECEVR S SVWEVLLOKALGDOLTCIFVDEGLIRKDEGVMEMLOGRFGLNT T
RVUDASKRFLOLLADVEDPERKRR I TGNV Y VRDDEAS KL EGVDF LA QG PLY TD T TESSTETAQTI R SHAN
L MO PR B P LR LR KD BV RALG LA L G PR IV R OPF PO PG LA TR VMGA L TEEK L ETVR DAL,
REEIAKAGLDRWVWDXFTVWTGVRQVGVMGDGRTVDYTIAIPAITSIDGF“ADPAQLPWDVLKAIQTRIVN
EVDHUNRIVYDITSENPATVRWE

SEQ 1D NO: 89 polynucleotide sequence encoding GAS 527
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ATGACTEAAATT TCAR T TPTCARTGATCT TCARRRAATTATCRT T I TSAT TATGSTAGCCACTACARTCA
SO AT TGO ACAC e TA T CGAGACT I B TE T T I O T GAAC TARMARSCCATARRATCRCUGCTCAAG
AR OGP AGA TR TC O AP AGC TP T T T I AT CAGGAGEECLTAACTUIC T T TACGC PEATAACERE
T GG CAT G AC O T AT T T T AR TAGE AT TCCRAT To T TRETAT L TE TR ACRE TATGOAN T IANT
CRCCCATARNTTAGS TGO TAAR T TRITCCTCLTCEATAAGC PEETARTCET GRATACGETCAGTCARCCE
PTCA T T T ETCARACOTE AR AA T T AT P TCAGGCACALC TCARCARC AR FC G T T T TRATEAGLCATERT
CATGCTRTTACTRASATICCACAAGETTICCARCTTE T PEEAEACTCAANTRACTETCCCTATRCAGCTAT
TEAAARTACTCAGARAMACCTTTACGETATTCACTTCCACCCAGAAGTEAGACAU TCRETTTATRCANATYE
ACA T T A AR AT T GO TATATCAA T T T TRGURCER R TR TGATTOR T CA AT CCATAAT P TATTCAL:
ATGERR AT TRCTAR AT TG TRARAC TR ASR G AP CE T AR AR T IO T CTAGGTC TTPC TSR TECAS DA
T CAG TG TG G T AT A AR A GO TATCOETEACCAATTARC T TET AT T ICHTIGATCACG
ST T O ARG AT GRS GO EAT ARG T T AT AA TGO T TEECHECABATT TERCCTARRTATITATC
SO G TEERTEC Y P AR S T IO AGAC O PO T TG AGACA T TR AGA P COTEB G A A B A RSO TARAAT
TAPTGETARTGART PTG T TATG TP P SATGATEAAGLOAGUAR ALY AR ARG TET TEACTINC TTECCT
AROGRACAC YT AT T CATN DU T PR AGORBC AGR R AC TG T ARACCATCARATCACATCACRAT
GGG TEETC IO CEAASAC A TECAT D I CARTTGA T PEAGCOC T TAAACACTCITT TCAALGATRAAGT
TCEARCECTIGCARTCACTCT TEGAATGICTCARGRAN IR TTTARCEUCARCLMTTTCCASRTUCTGEAC
TTECTATCCCTOTOATECRACCAATTACTGAA SABARM PTGARACCOTTCGCGARTCAGALSCTRICCET
COTEARGA R AT GO TAAG R TERAC T TCATC S T O OTR UGG ARTACT T PAC AT TAACACACETETCLE
T TOT TR GC G T A TEHCACA TR T CCTAC I ATCA T TATACC AT GECADTCGTEE TATTACCTCTA TIN
A GATATGACACT AT TG T A AC TP T CCGA T TC T TGAA B AARATC T AR CACOTATCOTARAT
GAAGTIGAL CACH N TARCCETATCE TE A GACATCACA AG T ARRC CACCURCARCACTTCARTGREEAATA
2

SEQID NQ: 20 amina aoid seguence camprising GAS 294

MSQSTATY INVIGAGLAGSEARY I ARG T PVELYEMRGUKATPOHK TN F ARLVOSNS FREDSLINAVEL
LEEBEMRRIDS T IMINGEANRV P ACCAMAVIR EGY AR SV AR L ENHPL IRV IRGELTEI PODATTVIATGRL
TEDALARK THAL NECDSFY FYDARA P IDRST I DNSKVY LESRY DKGEARY LNC PRTKREFMAFHEALTTA
EEAPTMAFEKERY FEGOMPT BVMAKREI K IML Y GPMR BV LEY PRDY TS PRUGEFKERYAVVGLRODNAAG
SLYNIVEFOTHLEWGRIERVFQMT POLENARFVRYGVMHRN S YMPS SRLL T BT FOSR SUERLFFAGOMIGY
EOYVRSAASCIVAG TN ARL PR REEAL I FPOT P A TG L PHYV THADSKHF QP MINVNF G IRELEGPRIRDK
FERYERIASRALADLDTICLASL

SEQ D NQ: $1 polynuclestide sequence encoding GAS 284

TPETCPCAATCARCTECAACTTATATTAM GTTATTEGAGCTCEGC TAGITERT TUTCAAGCTECOTATCA
AT TG T AAG S GE AP OO P A AT TG TR T A A TGO B TCE TRTC AR ARG A ACACGCARCATRARS
CCACTAATPITECCEAATIGETODGTTC CAAC TCAY T P CETECTEATACO T TARCO AR TR ARTORETCTT:
CUCARAGRAGABATECGECEATTASRCECOATTATTATGCATA AT CETGAACCTAACTEOGTACCTEUTTS

GGGaGcnamuGCTGTmanccuTGAGGGGTgwecasasAcTGTCACTGC}GAGTTGGnAAATEATCCTCTcA
ARG T T T OO CAA A T TACA A RA T O TR G AT GUT AT CACCE T TATERCGALERCACCETTS
ACTTCEGATECOCTEECASARARAAATTCACCCECTAMATCRTCEGLEACEEATTCTATTIT TACGATSCAGT
AGCOCT I APCATTEATANATC TACCAT TEATATCAGCALGET M T ALC P IAARTC TCGUTAUGETABAGGRG
ARG T B A T AR GO T A A GO A A A G A A T P AT A T IO C A TG RAGC T RARC ARLICEOA
GABGAASCEC NG A ATCCOP T T CARABAGRARA GTATTTIGARGSC TG ATOOCGA T TERARGTTATCGEC
T@AACGTHG{AHTAAAACLA&GnT@qﬁ@G&ALCTATGAAALyQGrHvCATTGGA@?ATPC&GATGA TTRTA
ARG PCCTOCCAATGOAGAN PP TR AR CCAT AT CETURTECARTTCCATC ARG ATARNTACAGTTEGA
AGLCT“TATAA’ATCGT?GGTTTpLAAALCCATCTPA&APGCPGTGAGCAAAAACGCGWTTTCCAARTGAT
O AGEE TG AR T RC TR A T G TGO TAC SR T CATROATCGCANTIL OUAPATGCRTTOACTAR
AT T AR O G A AR O A A T R A R AR T A AR L T T T T PR A S TCAGA TCAC TEGAGTY
eaAGGTTAmGTLLagmcgbc*ucTTLAabTTTAﬂTanauaA&TGAATGQTGCTLGTTTCTTCAAARGAGA
ARG AT A T e A AL AR A G T A T TERGAR T TR TCATTATO THACTC A TGLUGACABTA
AK:C AP TCCARCC AR TR AL GTC AR T IESCATCATCAAAGACT TAGSASECICACBCATTOETEACARA
ARRGARCGTTATGANSOTA T PSCTAGTCOTCU T PR ACAT T TACACACC TOCTTAGC G TCECTITAR

SEQ D NQ: 92-aming gold segusnce tomprising GAS 253
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MPRRT LR PEOETVGHVILNL TL L PR I RDCWEVE Y TCDRNG T EE Y ETEXSGLDVTFHA TATGRLRRY FSWQ
NLABVFEVALSLLQSLFIVAKLR PQALY SKAGFVEV PPV AAKLLGKPVE THE S DRSMGLARKTAYRFATT
MY TR EQRDOLS KVRHLEAVIKVFKDANQMPRS TOL RAVKEY FSRDLETLLF ICESAGAHVFNQF ISUHRE
LRORYRI INI TEDPRLNELS SHLY RVDY VI DL Y OPLMAMADL YV PRGGSNTIL F ELLAMAKLHL IVRLGKER
SRGDOLENATY P EKREYAKOLOEPDLILHNFDOAMA DL EHOAD Y EATMLATKETOS PDFFY DLLRADISS
AIXEK

SEQ 1D-NO: 93 polynuciaatids sequence encoding GAS 283

ATSCCTAAGRAGAT T AT T TACAGHT GETEERACTGTAGETCATGTCACCT TEALCCTC NI POATALY
A AR T TR T ARG A G TOGE ARG A A T T A TA T TGS T O A TAAA AT GO A T TG AR ATAC ACABATTG
ARARGTUAGECOTTGRCGTEACC TR TCATEC TATCSCARCAGGCAAGT TTAGACGCTAT TR TTCATEECAR
B AT G T AT R T T T T A AR T T C A TG O T e A A T O P O O T T AT PG TG C ARG IO GRS
A GC O T D T T ARG TG T P G T T AT AL SO AT IO TR TECTAAATTROTTGETAAAD:
CAGTC T T PATTCATGRATCAGATC R TC AATECEACTAGT AAAC AAGATTGCCTAC ARATTTCCANMI TACS
AICTAPACCACT PPTCARCAGCAAGACCASTTEPC ARG T TAARCACCTIGGAGCOGTCACRRAGETTTT
CARRGATECCARCCARARATECC T CAR P CAACTCACST TACAGECGGTEALAGAGTATTTTAGTAGAGACOTAA.
AAACCOTOTTCT ITATIGE TR T TCRECACGECCELATO TG T T TAATCAG T T TATTAGTGATCAT I CAGARA
TTGAAGCAACGT T ATANT ATCATCAATAT TACAGEAGAICCTCACC T TAN M GAATTCAGT TCICATC TOTA
T»GAGTAQETTATCTTACCGATvTCTACLA%FCTTT&ATGwCGATGGCTmACCTTG@&CTGACAAGAQGG@
SCTCTARTACRACTIRTIGACCTACTEGCARTCECT ARGCTACACOTEATCETTCCTOPTECTABRGAAGCT
AGCCOSTRGCOATCACTTAGARAATCCCACTTAT T TTCACARGAGGRRCTAC ST ARACANPTACRBEAALT
AT PRRC T P PG I AT TR GA T AGSCAA TEEC T AT T IR T TIGAACATTACEC TEATTATCAGTOTA
AR T IS C AR T A AGRACA T T AR A S A T I P I T AT GACC T TP ICGACACCYCATATTAGLTCE
BCORTTRAGSAGANGTAA.

SEQ D N 94 amine 4G spgushcs comprising GAS B9

MO GIVEVVENRNATDILMOGLERLEY RGY DSACTF VANANOTRLI KSVGRIADLRAK I GL DVAGS TG IEHT
WA THG O ST RDNAR P HT S QTG R PV L VHNGV I ENY LB I R T R LAGHDFXGOTDT B AVHL IGEFVEBDRL SV
LEAPKKSLSI TRGSYAFALMDSCATDTI Y VAKNKE PLE IGLGEGY MMV CSDAMAM I RET SEFMETHDEELY
ILTKREVIVIIN DGR EL T RDSY T ARLRLSDIGRETY PRYMLKEIDEQPTVMBOL L S TYADETGNVQVDEAT
ITSIQRADRLY I LAAGTSYHAGFATKNMLEQLT DT PVELGVAS ERG Y HMPLL S KK PHRPILLSUSGETADSR
QVLVRANAMGIPSLIVINVEGETLEREATY ML IBAGPETAVAS TRAYTAD TAALAF LAKAVGEANGEQRA
LOFNLVHELSLVAQS I EATLSEKDLVARKVQALLAT TRAF Y TGRGHDY YVANEARLKLKEL SY IQCEGRA
AGELKHGTISLIERDTPVIALISSEQLVASHTRGNIDEVAARGARVLIVVEESLDREGDD T TVNEVHPFLA
PIAMVIFTOLIAYYASLORCGLDVDKPRNLABAVTVE

SEQ 1D NO7 85 polyvniudiedtide sequence eheading GAS §29

ATCTETCEEARTTET TGGARTICTICEAAATCECAATECAACEEATATT ITARTCUARGECCYTEAABAGCY
TEANTAUCCORETHATCAT TCAGC AGGAA T T TP GEC AR T GCO AR TCARACA RS TTGATTARATOAG
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TEEGECECATTRCTEATTTECC TECOARCGATTEECATTCATET RO TGO T CARCRGEEATTCRTCACACE
G P TGEGGC AR CECATEC AN BAC A A A TARTOCCCATCC TCACAL ST CACARAC TESACETITICT
ACTTETTCATANTEETRTCAT TGAR RATTACC TTCAN A TTAAAACARGAGTTCLTACUTGGACATGATTTTA
ACGGECAGACAGATACTEABAT TECACTACALTIGAT TCEARRAT TG T GEARGAABAC AAGTTEPCAGTA
I GARGC TP AL AR AT T A AGC AT T AT TERRAGE T TCOTACGCCTTTECATTANTGGATAGCTRAAGE
ARCTEATAC TAT T T ATCTEEC TAAARACAASTCTLCATTET TEATTCCAC TTOGTCGAAGETTACARIATES
TG ICAGRIGOCATEOCCATGAT TCETEARACCARTOAR T T TATERAARTTC AT CATARGEAGL TAGTT
ATTTTAKCCAMNAGATARGETARCTOT TACAGRC TAD GATECTARM I AGC TEATAM CAGATTCCTACACTER
TEAA P TAGACT T ATC LA TAT T ERCA A AGERAC T TATCL P T T TATATC CTEAARGABA T TGATGAGCAAL
CARCCETAATCCETUAN T AR T T TCRAC T PATCCAGATGARAC TES TAM QTR ACEY TUNPCCGERTATS
AT TACC T AT CAAGAGR PEACC T P I AP AT T PAGC GECAGERACTTCUTACCATGOTEETTTICC
AACBAARANT ATGCTTEASCANT TR AGAT ACACCAGT T CAGTTEGECETRECTTCTGACTCERGTTACE
ACATECCTC BT TACCAAGARACCAR TG Y T TATTCTACTAAGUTANTCAGGAGRARC COCAGATAGTOGT
ARG T AG TARAGEC AR T G T A G C AT T OO CART U TEACAG TAACTAACETTCCACGATCARCOTTE
APCACETEARGCAACATACA U ATETTEATTC AT GO TREACTIGARN T TRC TE T TELETCTACARAAGCTT
A TGRACARA DI PR LU TGO T I I TG e TAAGGC AR T TS TEASGCARAT R ATARGCAAGAAGET
CE TR P R AC P IS E T ACATGATTI TR TCATTEETTRCCCAATC IR TTGAGRCSACTE TG RO TS ARRANGA
ICTCGTEGCAGAAAAGGTTCAAGE TTTECTAGCTACTACTCETAATGC T T T T TACATOGRECHTRECARTS
BT TATTACG T P ECEATGEARGC TGO TTTGAR AT TAARAGRAGAT T TP EATATTCARTSCCAAGGITITECG
GOTGCTEAATTCRARCATGEAACCATTTCATTAATTEAGGACSACATSCCASTARTCEC TTTARTATCRTT
PAGTCASTTRET TROCTOTCATAC GO O TR G TAATATIC AL G AAS T TCCTROC O TERECOTOATATTTTAS
CRAGETC TGRS ARGEEC T T EACCETCAS AR IGACN I TATCGICAATAREGT TCATCCTTTCCTAGCE
CCOATTRCTATGRGTCAT TR CAACTCAAUTORT P TTACTARGCTICAT TACAALCTEGACT TEATETTGA
TAAGCCACETARTTTGOLTAAAGU TG TARCAGTASANTAA

BSEQ D NG: 98 amino acid sequence comprising GAS 45

VTR S WL AAY SVATLSV AL AR GNENASGE SR ATK TY KV VNEFES LI TLTNEGE TTDVI TOMVI
GLLENDEYGNIAVP SLAKDWEY SKRGLIY TY P LRDGV SRY TADGCERY APV TARDF VTGLEHAVIIDE SDALYV
VERS IRRLKAY ONEEVDEEEVEYRALDDR EVOY TIAK PREYWR S KPTY SULT PYNARFLE SKEKDFOTTOR
B I L VRGAYF LS AR SR SR FHENER Y WA KRVG IRSVEL DY SDGSDEG S YKNFURCERSVARLY PNDP
TV S AR A DN L Y AL DD I R L W N LR T S P RN T KR DR ACODAGKKALNNE D PROATOF AFDRASFQA
QTASODAKTKALRNMLY PRTFVIICESIFGSEVER EMAK LEDEWKDVNLADAGDGR INPEKARARFAKAKE
AL DB EGY T F PV L DY VDA AN TV EAQ S PR SVEAS L KENV IV LE TR TS THEAQOFYARTPEQODY.
DTS BUNG R QD PRIV LD IN S OVEEESY IOREC T RAGON KDV ARRGLDPY QT LI RARA T TODNDARYK
AR AQAY LI DAV DI PV VALGG T ERVIRAY PR SCE P HAG SREPLAYRGMILODK I VR OV ER AR BEHK
KARAKSNARYABKLADIIVEK

SEG D RO: 87 palynuciestide seguence encoding GAS 45

A T A A A R A ARG T A A A T G I R A S AR S T TR AT TTE I CAR TATUCRUTTIGES
AGCTTGTEETAATARAPATCCT TCAGETOEITCAGAAGC TACRAAAKCCTACAAGTACGTITTIGTIRACG
ATCCARAAPCATTESAT AT AT TP TEAC TARTGEC RIS GAAL BACTIEATETEATAACACAAATEATPEAT
GEICT T TP ECAAARCGATGAGTATGETAA TTTAGTALCATCAL TIGCTARAGATTREAAGGTTICAARAAGE
CGETCTGRC T TATAC T TATAC T T TGO GA TSR TC T T T TG R TATACGGUTEATGETEARGARTATECCE
CAGTAACAGCAGARGAT TP TETCACT CE T T T CARCCACCC BETTEAUSATAANTCACGATEC TCT T TACHTY
GTTEASGSATTCRATARAARMAC TTAARGGUTTACCAABATEATCARGTAGAT I TTARAGAASTTGETETCAR
AGCCOTTCACEATARAACTET T CASTAT ALY PTG ARCAAGCCIRARA G TACTUGAATTC AARARCAADTT
ARG RGO IO CAS T TAATGCCANAT T TP TGARGTCAAAAGSTARAGATI TPGCTACARCTRATCCA
TCATCARTC O T P AN TS TGO TTACT IO PEAGLRCOT TCACC T ARMATCH IO TATGERNTTUCATAR
ANATGARARC PACTREEATSCTAAGAATGTTGECATAGARTCTATTARA TTEACTTACTCAGATEG T TRAG
ARG T T G T A ARG R AL T PG A C ARG ORI CAR T CARCETTECACCAC TITACCC ARRTEACCCT
ACCTALABATC AL TAAGARARRCTATHL TGATARCATTACT PACGRARTETTEAC TEGAGATATOOGTCR
TTTARCATCEAATITEAACOETACTTOT T TCAARARACAC TAABAARACACCCTECRCARC RAGATGLUGETA
ACARAGCTCT TAACARCAAGEAT I TCETCARGC AT TCAGT TISC TR TTHACC GARCETCATPCCRAGTA
CAARCTCCAGGICARBATECCARMAUARAAGUCTTACGTARCATCU TTUTLCCALCARC ATTTCTEACCAT
TGGAGCRARGTEATTTTGETICAGRACTIGARRACGAAATGECAAAAC T TRETIA TR AR TS CARAGHIGTTA
AT T TG TGO I ARG EE T T TC T ATAR OO T EAAAAAGC AR A NGO TEAGTTIGC ASAAGCLARAGAR
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WV\JM BN R B R AV NE

T A AGC R ARG GG AR T OO AT IC AR T TAGAT TACCLY B TICRACCAMGIARACGCAGCRARS
PEPTCAGGARGCCCAGTCTTTCARACAAT U PETTRAAGCATCTCTIGEARABAGAATGTCATTIGTCAATG
T T GARACACA AR ATC A A T ACGAA S CUARSECTTC TATEC TEAGACCOCAGR ACARCARGACTAC
GATATCATTICATCATGOIGEEACCAGA TATCARBATCCACERACC TACCTICACATCATGAGTCCALT
AGGTCEETSGATC TETTATCCAAAAACTTGERATCARAGCAGETCAARATANCGATETTC TEECAGCTGRAG
BCCTTEATACCTALCANACTCT PO TR GM TEARGCAGCARCAATTACAGACHACKACEATERRECGC TATA LA
GOTTACGCARAAGCACAASUCTACCT TACAGATAATCUCGTAGATATICCAGTTETGRCATTOGETAECAL
A A T AL TARRGCCE T T CA T T TAGC GRS T T I C T TR GCACGE TO TR AAGITCC TCTRGCAT
ATRARCERATHERARACTTCAAGATARRCCTETCACAGTAASACAATACGAR AR AGLAAARGAEAAATEEATE
ABRAGUAARGGUTARGTCARATECAAARATATGCPEAGAACTTAGCTGATCACETTGARARE,

SEQ 1D NO: 98 amine gcid sequence comprising an N-termingt leader sequénoee of GAS 45
VIFMKKSKWLAAVEVAILSVBALAK

SEQ 1D NG: 8% amino acld sequence comprising & fragment of GAS 45 where the N-terming ieader sequshoe s
remoyved

CENKNA SRS R K Ty K VI PR LY LI NG G TRV T P MV DS L L ENDRY GNLVE SLAKDWR VS KDGE
LY TYTLRDGV SWY TADGREY APVIARDFVIGLKHAVE DR SDALY VY EDS EENLKATONGREVOFKEVEVES,
LR TV T LR R S T W S R T T VL E PN AR F L SRR D PG T D P S L LV NG A YR L EA R TSE S SURPHER
BB ES VR LY S SDEGAFY KNP DKEER SVARLY ENDPTY R SARKN YA BN T T VENLTED TR,
PWNLNRDAFENTRRIPAQQDAGKKALNNKDFRQATOF AR DRASFOAQ TAGODARTKALRNMLYPPTEVIIG
S DRGSRy ER A LS DR VN LA DA DGE YN PR EA A R FAK AR EAL TARCV IR BVOLIY PVDOANARTY
ORAQSFKOSVEASLGKENVIVAVLETETS THERQGF YARTP PEQUDY DT T SEWRGPDYQDPRTVLDIMSPVE
GESVIQKLEIKAGONE BV VABAGLDEY QT LLDEAZA TPDONDARY RAYARAQAY L TDNAVD I PVVALGETP
RVTKAVEFSEER SWATSKEPLAY KOMKEODKPVTVEQ Y ER AR ENRMEAK AR SNARYARK L ADHVER

SEQ 10 NO: 100 amtino anid sequence comprising GAS 95

MR KTV N T A VL TV LA LGV Y LT S AY TR S TG EL S KT FRDE S TS SNE SDATRITRARS TLIMGVDTRS
SERASKW BN S DS ML LV VN PR T R T TN TS LR L T L SO PR NN EMNGV BARLMAR Y AR GEAOMATMIVE
DLINTTIDNYVQINMGCLIDLVNAVEGITVINEFDFRT SIAE’NEPEYQAWAPGTHK INGEDALVYARMRY
DD B DY GRORRGREV IRV K LA L DS L S8 YR T L AV S SO TN IR T S S R T I PELLGY RDALRTIRTY
OLKEEDATLSDEESY O IV T NHLLEI ONR IR TEL O LK VNQLK TN ATV Y ENL Y B3 TESQTVRNRNY DS SGOA
PEYODSHE S YARY 358GV D TR S AR TRODS TASSHREAT PSS SSDALARDES SR G SEE VP PANINEQT

SEQ IDND: 101 polvticleotide saquence ehedding GAS 95

APCARAATICGAAAARABATACG P T T TART R TCACABC TATICTGT TAACAACTETCITRERATTACGTCY
CTATCTAACTAGTGCTTATACCTTC TCRAACAGEAGAATTATCARAGACCTT TARABATTTTTCGRACATOTY
CAARCARAAGTCATECCAT TARAC AAACARGAGE I T IO ATC TG ITOATERETETTCATACAGROTCT
TCAGAGLETGCCTCCARGTEEEANGGAAACAGTGATTCGRATGATTTTEETTACGETTRAATOCAARGACCARA.
GRARACARCTATCGACTAGTTTAGAARCCACATACCTTAACCACEITATCTGEACCCAAAAATAATCARATEA
ATEETETTGAACCTRAGETDARCECTEUTTATCCAGCACGTEECCCTCAGATREUTATTATGACCEPEUAR
SATCTTTTGARNTAPCACCATTCATAACTATSTTCAART PAAPATGCAAGGLCTTATTSATO I PETGAATEC
ACTTRGAGCGATTACEAGSTTACAARIGACTTISATPTTCCTATCTCEATTEU TCAR AACEARCCTEARTATC
AR ACTE P TECeL N TG AACACACAARA TTRACCATAARC AAGC T TR T TTATGCTCOTATCCOTTAT
GATGATCCTGAEEEAGATTATEGTCEACARANGLEICAACETCAACTCATTCARMAGETATTCARARAANT
OO BT CT I EAPAGCATPAGC POTEA T CRCARGA T P T ATCTRCTE TAACTAGTARN P ATTRCA RACCARTA
TCEARATCTCTICICECACTATCOCTAGTC TATTAGGT TATCETGACCCACTTAGAACTATTAAGACTTAT
CARCTARAKAGCGAGARGATGCCACTTTATCEGRTGETCGATCATACCARATTCTTACLTCTRATCATTIGRT
AGBRAATCCARRATCOTATCCOGAACAGEATTAGGACTTCATAAGATTAATCAATTALAARCAMARTGCTARTG
TPPATCARRATTIGTATCECTCAACTARGTCTCAGAC AT RAACARCAACTATCACTCTTCAGRICAGRCT
CCATCITATTCPEATAGTCATAGCTCTTACGOTMATTATTICARCTECAGTAGATALCGGLCAGAGTACTAG
TALAGACTAGEACTCTACTGCTTCAAGCEATAGHCCAGCTACRCORTCTTICTICATCAGATGC T TAGUAG
CTCATCAGRTCTACCTCATCAGGGETC TECATCATTAGT TCC PCCTECTAATATC BACCOTCAGACCTAR
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MKIGKKIVEMFTAIVUTTVLEALGYYLTSAYIFS

SEQ D NO: 103 amino acid seguence comprising 3 fragrent of GAS 85where the Neterminal leader sequence is
removed.

PORLSK R P ST SN S DAY KO TRAFS TL LMV D IS S R A S W RGN S DEM T LY TYNPR PR KT EMTSLER
DL L SO P KN EMNGVEA R LNAA YA GG AOMA IMTVORL LN T TIDNYVQ INNOGLI DLV NAVEG LTV T E
FLF IS IAENE P Y R T VA P TR TN BTV Y ARNE Y DD P EGDYSROAROREVIORVLKR ILALDSISSY
RETLSAVS SNMOTNIRTSSRT I PSLLOYRDALRTIRTY QLEGEDATLSDEGSYQIVISHHLLETQNRIRTE
LV LR TR ATV Y BN L Y G S T K SO VRN Y DS SG0A PSY SDEHS S Y ANY SEOVITOUSASTDONSTARS
HRPATPSSSSDALARDES S5 SGRGSLVERANINEQT

BEQ RO 104 amino ackd seguence comprising GAS 193

MEEPKLIAYTLLS T T LS AV PLYVAD T S LANS TS STRORT AN TDI DD B ET PR K DR K SKETAS GHIINK
DHKPSHTHP T PP ENDTROTOOAS SEATDE PNKDKND TR QDS SDOS TIPS FRDRS SQHESINKDGRPTRSED
QQXDOTROKTPEKSADK T PERCPRRATDK T PEPNRDAPKR IO PPLAANPYF IFWRESDEDLEKLEPSERES
ARYVRHWIGDSAYTHNLL SRRYGLTARQLIGR LNS LG ITHY DEERINGKRULENEK L TGLDVRA TVATAMAR
BSLGTOGVAKEKGANKF Y GAFDFNPNNAKK Y SDEVATREMYED DT TANKNQTFRRODLKAYKRSLGQLDT
LIDEGVYFTDTSGSEORRAD IMIRLDOWIDDHG S TP ET PERLK T TSGPOF SEVEVAYRRSOPONVLTYRSE
PY SFENCTWYAYNRVEELGYQUDR YMGNGRUNORK PCFVI THK PEVEYVVSFAPCOAGADATYSRVAVVED
IKEDESTLISRSHVNGLITISYR TR TARQASLLTY VVEDRLERP

SEQ ID NO: 105 poynucieatide saguencs ensoding GAS 183

ATGAAGRARAGEARAT TG T TAGCAGTAACACT AT TARGTACCATACTCT TANACAGTSCAGTGCCATTAGT
TETTECTEATACCTCO TTCOGTALTAGCACATCATCCACTGATCAGCCTACTACAGCAGRTAT TEATACES
ATGACGAGAGTRAAACACCAARAARSSACARANAAAGCARGEARACAGCETCECAGCACCACACCCARRAR
GRCCATARGCORTCACACACTCACCUAACCCNCOCTTCARA TGATACTAAGCAGACCEATCAGRUATCATC
TEAAGCTACTGRCAAACCARA TARAGAC AA N A ACGACACCAAGCARCCRAGACAGCASTEATOARTCOACCE
CATCTCCCARRGACCABTORTCTCAAARAGAGTCACARAACAALGACGECCEACCTACCCOATCACC TUAT
CAGCAAARRGATCAGACACCTEATARRACACCAGE AAAATCAGCTCATAARACCUC TGARARAGGACCARA
HAARGCAACTUATRAAACACCACAGCCAAATCATEACECTCCARRRCCCATCCARCCTCCT TTAGCASC TR
PO T ATALC T TGN ASAGAR AT EACARAGACC TEAGCARGC TANARCCARGCAGTCGOTUATCR
GOGGET TACCTCAGAC A TERACASH T RACTC TECT TACAC TCACARCO TRT TR TCACECCHT TATGGCAT
TACTECTGAACACCTASATGET T PTIGRACAGT O TARGTAT TCACTATEATAAR GAACGCTTARRCEEAR
AR T AT TACAATREGAAARACTAAC AGGACTAGACHTTCGAGCTATC O TAGT SAPTGC AR TURCAGRR
AGCTCACTAGETACTCAGGEASPTACTAAAGRARARGCARCCAA TR G T PG TTAPGECACCTITEACTT
CAACCOARACAATACCAAAA AN TACAGCER TGAGHTICCTATTCETUACATGOTAGARGACACCATCATTS
CCARCAAAAACCARACCT TEGARAGACARGALC TCARAGU AR A ARARTEGTCACTAGEECAGTPRGATACT
TYEATTGATEETERRE T T TAC T T ACASAPAC ARG TEEC AT ERGECAAACANGAGCARKTATCATCACCAR
ACTAGACCARTEBATAGATHATCATOEAAGCACACCTGAGATTCCABAACATCTC AACATARCTTCORGEA
CACAATTTAGCGARGTOCRUSTARGTTATARAACRAGTCAGCCACAARAL GPTTPGRCOTACKAGTCAGAR
ACCTACARC PP TEGCCARTCCAC T GG TACEUCTATARTCO TG TCARASAGC TAGE T TATCAAGTCGACAG
GPACATGEGTARCEETSECHACTERCAGCECAAGCCAGETTTTGTGACCACCCATAAATC TAALG TREGTT
ATGTCRTCICATI TECACCAGECCANECAGEAGCACATECARCC TATRGTL ACG TTCO TG T TR ASAGCAR
ATCAAAGAA‘GATGG’X‘TCTATCTTAA’PTTCAG‘A@TCAAATGTTATGGG&CTAGGQACC}XTTTCC’I‘ATCG‘GAC
G TCACAEC TEAGCAGEC TAGTTTCT TEALCTATG TCGTACGEGACARAC TCOCARGACCATAR

SEQ N0 108 anivo acid segustice comprising BAS 137

MSDREINLY IVECMSBAGK VAT O8F EDLGY PP T DMM P PALVPRFLELT ROTNENR RVALVVDMASRLEFK
EINSTLDET BSNPSIDFRILFLIATDOELVSRYKETRR SHPLAADCRVLDGI RLERELLS PLESMSQHVVD
PRI PROLRKTT EDOF SEESNOASFRI BYNSFOFR YEL P LDADLVEDVRFLEREY YOVRLREKTELIEDY
FRYVMSHPESEYFYKHLLNL IVPILEAYQKEGKSVLIVA TGO TR UHR SVAPAHCLARS LATDHS VNESHR
DONRRKETVNRS
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SEQ 1D NO: 10T podyrwuclectide sequence encoding GAS 187

ATCTOAGR S AR ACAC AT AR T TAGT AT TR CAC AGGAA TGAG RECECTCRARRAACARTIGCCATICA
ST T T A G AT P AGG O T A P A O AT G A TAATATGCCCCC AGCC T TG T T C A AN A TT TP IAGAATD
TR AT T AR AR AL TCA AR A TC R T GGG T O T G e T IS TG A TATCAGH AG TR T I G T T T T TCAAG

A AT AR A O T A AT A G T AT TS AR A AR T TAGC AT TR AT P T ARAT TC T E I T T I G EATEC
AACGUATEGAGAATTEG TG TCACGCTATARAGARACCAGACGEAGLCACCU TP TGECTRCGEACEGTCETE
PR T T A TEC TA T C AT TR AR A GAGAR D IO O TATC PO O T I TGAR B A CCATACCAACATETCGTGEAT
ACAD, L.FLAAA’T‘TGAC‘CCCTA{SACAATTGCGTAA}\ACCAT‘TTCA&E&CCAGTTTTC'R}AAGGGTETAQTQAAGL
O T C G T T TG AR G T CATGAGE T TP e T P AR A TA TG TP T CC T TECATGCHCAT TR TE I TG
ATG TGS T T CTACCCARTCO T T AT A TC AR TAGA GO T COTEA AN ARRCAGCAC TAGATCAGCACETT
TR AT PG T GA TS O TC ACCCAGAR TG AGA GO TG T T T TACARGC AT TT G T TARACC TIATTGICCO AT
P AC OB T A C AR A G A G GRS TC T O T T T AR G TEGC PAT TG TGO ACAGEAGGCCARCACT
GCACCETTECC T T TeCCCA T TEC T IR CAGAAAG TCTGRCARCABAT TGO TGO T TARTGARRGLCATOGT
GATCARRNTCE TG TARGCABACOTEARTCETTCATGA

SEQ 1B NGO 108 amino acid sequence campising GAS 84

MITRKRTVATLATAS SFF'LVACQATKSLKSG{}AW:GVY OROKSTIVEFDNTFVPMGYRDESGRCRGFDIDLA
KEVEHOY GLRVIE QAT NWOMKELELANGK IOV TWNGY S TTKERODK VAFTD S YMRNEQT TVVERRSDIRTT
SOMEHRVLOAOSASSGYDSLLRT YRLLKDF TKNEDAROY ETFTOAR TDLKSDRIDG ILIDKVYANY YLAKE
GOLENYRMI PT P R RNEAR SVELRREDK TLOAR INR ARRVEL Y QRGKEQA L SERWE GDDVATANTKY

SEQID NO: 108 polynuciestide sequence encoding GAS 84

ATGATTATAARA AR BAGA AL O AGCAN TP TAGCCATAGCTAGTAGU T I TCTTOETAGCTTGTCARGT
TACTARAAGTCTTAAATCAGGAGATGCTTCCHEAGT T TACCAADAGCAR AR RAGTATTACAGTIRGTTTITS
ACAATACE PP TE T IO AT EGEO TATAACEATGARAGOAGIAGATEC AAAGET T TGATATTCAT TEGECT
ARAGAAGT T T ACCARTATGRACTC ARG T TAAS T I T CALSC TAT TAAPTGCRACATGAR AGABGLAGA
ACTAAACANTCGTARAATICATC TANTC PESARTRCTTATTCARTARC TARCGARCETCACRATAAGETTE
SO TR TG AT T TP ACATGAGR A ATGARCAA R TTAT TO T TG TCAAA AR GATC TOAT AT T AR RACAATA
TOAGRTATGARACATARAGTGTTAGGARCACAAPCAGC T TCATCAGG T TATEACTCC T THTTAAGARCTON
TARAC TGO TCAAAGAT T T TATTAARAATAAAGACGC TAR P AN TATORAALCI T TACACRAGC TP IATTS
AT TARRATCAGATCE TATC A TR AT A T GA T TS AC AR A TATATGCC AR TTAC TATT TAGCABAAGAR
OGO AR T TAGAGAR TTATCEAA TEATCCCARCGACT TI I CAAAR TGAAGCAT TP ICCRTTCEACTTAGARR
AGRAGACARRACOTICC ARG AR A T TARTC GTRO T T IO AGEG TEO T T TATC AARATCCCARN T TCARG
AT e TC P A G ARAT SO T P TOGACATEATG T TECCACTRCCARTATTARATCTTAA

SEQ 1D NO: 110 amino avid sequence cornprising N-terminal feader sequence of GAS 84
MIUKKRTVAILAIASSFRLVA

SEQ ID'NO: 111 amino apid sequence cumerising & fragment of GAS 84 where the N-ferminal leader sequence ig
removed

COATESLRSGRANGUY OROKS TTVEFDRTFVEMGY KDESGRCKEFII DLAREVFHOVGLRVNEQATNNDMK
RARLNNGHIDVINNGY ST TEERGUBVAFTDSYMRNEQT TVVEKREDIRT L S PMEHKVLEAQSASSGYDELL
RTEVLLNDE IRR AR B TP TOAF IDLE S DRI DG I LI DEV AN Y Y LAK BOOL ENY RMT PITPENEAFEVE
LEEEDKILOARINR AP RV LY QNGKPOATISEXWEGDDVATANEKS

SEQ D NO: 142 amina acid sequsnce comprising GAS 384

MR TS DN L S LA LR TLL A DM LN L KRSV LA T DF LM TOLK PODL ER TVVARGREEYTG
LRVAVATAK LAY SLNI ALV G I SSLYALAAS TCKC Y PNT LYV PL I DARRONAY VG Y Y ROGK SVMPOARASE
BV ROV E EGOL T F VG R TA PR A R I KLY OA L PP LS AV ECO L LAQALA PENVDAF VPOV LERVRAR
ENWLKUNEIKDDSHYVKERL
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SEQIDHO: 113 pelynucleatide sequence encading GAS 384

ATGRAGACACTIGOA T IGATACCTC ARATAARACC PTETCCCTTGC TATACT TGATGATGAGACACTTCT
ACCAGATATGACCO T T AACA T I AGASA A ARG A TAG L T TAGCC T T A TGO PEC TAT TCAT TP T T IGATCA
CPPGTACEGATC TTAAACC TCARGA TTTAGA RACARTAGTEGETTC AR AR GGC O TERATC T TACACAGET
D A RO A T GO T A TEC A A A AR CH T T ACCE TACA ST T TARR TAT TECAT TG TCGEEATTPOUAS
TOTATATGC T TTGECIGCETC T ACT IS TANACAGTATCCAAATACT T PO PEETECCATTEATTGATECTA
GAAGGCAARATGOO TATG TAGETTATTATCCOC AACCAAAN TCASTGATGCCACARGTCCATGCT TCACTA
GAAGTTATTATAGARC AR T AGTAGARACAAGRACACC TR P T I T TOCERAGAT TECTCCITTTECTEA

SRR T T A ARG R ARG AR LA T AL T AC T CCA RGO T PCO T TO TEC T TACCAATCISBTC Ty
TEHGECAARGTTTAGCACCAGARARTETAGRCRCC TTTRTLCCTCAATATCTCAASAGAGTGEARGCTGAR
CARARCTEGCTCAAAGATAATEAGATARAAGATCATAGTCACTACGTTARSOGARTCTAR

SEQ B NG tidamine scid sequenion comprising GAS 202

MLERIMLI LGP LI AR VLV I T IR SF P TOL DN S TACER A NEVAT TS S FRNGL I KROAL SUETCREVEFRG
G ORN SR SMEPS VLA RR Y KRB Y RFF L ICKRGEA ST SHY YO OO T INENORKKAT FVVS POWF TAQC INES
AV L AN OV LR R L AR T DR ES P A MY R L L BN PGV S K SNL LK RV S KGR SLERTDRATLRCOHGVALRE
BSLFSFLOKSTNYEKRILPRVEGL PKVE SY KOINATATKREQLATTNNRFET KNTF YRER TAPKYNLY KNE
UMY S LAS PEY D RO L L S B AN R T OV LV LT DV N AWAD Y TOLNOOKY OARVRR T FQLESOGFHRIA
DESKDCOE Sy MO TR LW GWE AT DE VO PELETEO PV BN Y KM P YFY SK TWANREDLO

SEQ ID'NO: 115 polynuciectids sequances sncoding GAS 202

AR ARG IS T T A A T O LA OO R T T T T A T T e O T T IS T T T A TACTGATTAC TATTTT
AT T T ACACAAC P TGA T AT TCC AT AGCICAGEARRAACC AAATCCU G T TECGATCACAGATAGTT
T DT ARAR NP EE T TG A A A AR GAL B A D D T AT C ACRT GAGAC DRG TG T T T TR FIT I T TIRET
PO AGCE AR TGRAG T CARTCEATACTATGCACCC T I CEE TR T T ASAGCOC TACARGCSGACCTATAG
A T T AR T PR G A A A GRS S AT A AT T T G P CGUAT A TTATCC TATACAACAAATTAGUCRATS
AARTECAAARGARAANAGCCAT T I TG TASTATCTCCTCARTEG TTTACT O PCARGEGATTANTCOTAST
ST AR AT AL T TR T AR AC T ARG P GA T I CA AT T I TAC T A AAAGC TAGAAC TCATSARBAATC
ACASTTIGECACCAAARCETITECTIGAGCTTAACCCTEOPETOTCTARAICAARC PTAT TCAAAAARGTAR
ARG A T T T T ASTCES T TAGACAGAGC TAT T L TEAAN TG TCALT ATCRACTAGCATTCRACARRA
RGP D T A T T T TAGGC AR A TO DA A AC TATC AR AR AACAATITTOCCTCECCTTRAGEGEATT
ACCTAARGTATTTECETATARACAA T PERA AT ATTAGCAACTAACAGAGECC AATTAGCAACARCCAACA
ACCOT T TG AT T AR A AT ACA T T AT COTAAACGAA TACCATC TARATACARTC TTTATARGARTITE
ARG AN D AT A G T A B G e A AGR A TAC A R TG AT T P TCAGO T T T R AT TATCACAATTTOOTAR:
ACCAAAAACACATETACTC T PTG I TA TARC TCC T T TAATAARAGCTTERGCGEAPTATACCEGCTTAARTC
ARGET ARG TATCAACCOGCAGT IO R P ABAA TAAAR PPCCAGTTAARGTCACARGGE T TTOATCECATIGOT
A A AR A AT GO T e D AT T A T T A T C O ARG T AL CR T CATO R C GET P HHAR PG EOTEETT
ACCT T GA A A A ARG TECARCCATTIC TAGRAACGAAGCAGCCAR TECCCAACTATAKBATCAACCCTT
AT T A TAC T AR AL TITHRCC AAATAGCARAGACT IGCARTAS

SEQ D HD: M6-amino acid sequence comprising GAS 057
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MEREORFSLRKYKSGTFSVLIGSVFLVNITTVARDEL STMS ERPT T TNHAQQOAGHL TNTELSSABSKSODT
SO PLKTNRRKEQSODLVSRPT P T RLADTDAASMAN TGS DATOK SASLE PYNTDVHDWVKTKEAWDKGYRG
OGKYVAVIDTGIDPAHQSHR TSDVS TAKVK SKEIMLAROK AAGINY G SWINDKVY FAHNY VENSORTKENG
FEOFDEDYWENFEF DARREPKATKKHK T YR QS TOAPKETY IK T EETDG SHD IDWIQT DDDTKY ESHGHHT
GIVAGNSKEAAATGERFLGTAPEAQVNFMRVFAND IMGSAESLE IHA T EDAVALGADVINLSLETANGAQL,
SCSKRLMEATEXARRAGVSVVVARGNERVYGSDHDDPLATN DY GLVGSPSTERTEPTSVAAINSRWVIORY
MTVKELENRADLNHGKALY SESVDFEDIKDSLAYDK SHQFAYVEESTDACYNAQDVEGK IALI ERDPNKETY
DEMIALAKKHGALGVLIFMNKPEOSNRSMRLTANGMG T PEAR I SHEFCRAMSQOL NANGTGSLEFDSVVSKA
PSDKGNEMNHE SNHOL T SDEYLEPDT TAPGED I Y STYNDNEY GEQTGTEMAS POTAGASLIVROYLEETOP
NLPFKERTADIVENLLMSNAQ LHVN PE PRI T TS PROQGAGLLN T DGAVTSGLY VTGKDN VG S I 8LGNITDTM
TFOVIVHNL SHE DK TLRY DT ELL TDHVD PORGRFTLT SHE LK T Y QGG EVIV PANGKVTVRVTMDY SQR TR
L TROMPNGYYLEGFVRFRDSODDOLNRVNI PFVGFEGOF ENLAVARES TYRLKSQGKTGFYFDESGPKDDT
PVCREPTCLVIGES BTNV S TR DL S ONGLET LG TFRNADOKEF L LEKNAQGNPVLA L SPNGINNODRARFEGY
FLRKYOGLASYYHAS DK RN P LWV S PESFRGUENF NS DI RFAKS T TLLGTAF SCKSLICARL PDEHYEY

I SYYPDVVGAKRROENT PN ILOROXPVLSDATFDRETNRFK PEPLEDRELAGVRNDSVE YL ERKDNEFYT
VTINDSYEYVSVEDIETFVERQADG SFILPLOKAKLGDF Y YMVEDFAGNVA TAKLODHL PQTLGKTPIKLK
LRGN YT BT LK DNL ENTO S DTG LV TRDAOLAVVHR RO FOS QL TR MRDDF F LS PNEDGNEDFVARKCLEN
NV YRDLIVNV Y ARDDHORG TR TS S0AGASY S AT ES TAWY G I PARGS KVMPEDY YV TY RDERGREHOKD
YT SVNDKE P L TOGR DT INGVDHF T PDR TR ALDS SEIVRBEVE Y LAKKNGREFOV TRGE DT TV ADNEY
VI PKRPDGSY TISKRDGVTLADY Y Y LVEDRAGNY S FATLE DL RKAVEKDKAVVNFGL DL PVPEDKOIVNFTY
LV RDADGK P ENLEY YNN SN S L I L P Y SRY PV ELL T Y DTRAAKLESDK IV S FTL S ADNNFQOVEF KT TMLA
TSI TAHFDELLPECSRY SLETAODOLT PLEQSLYVFEA YGRTVOEGTY EVYVSLPKGY R EENTRVNTL P

NEVHELSLRLVKY GRS ST e DRV S KNNS QAL TASAT P PR ST IS ATAK AL DS TGERMGLELRIVGLVIL
SLTICVESRKKSTED -

SEQ D NO: 117 palnusisatide: sequence encading GAS 057
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GGG R ARG A ACE T T O T AG AR A TR A A T CAGCAACGT T T TCGETC T TAA TAGARAGLET
P TG R AT GAC AACRAC AT AGC AGCARATEACCTAAGCACAATGAGCCARCCARL AATCACERATC
ACGCTCAACAACALGCECANCATC TCACC AR TACASAG T TCAGCICAGCTEANTC AR AR PO TCARGACACA
TCACAARTCACTCTCAACACARATCETGAR AL AGABCANTCACAAGATC TAGTCTC TEASCCARCUACEAD
TGAGCTAGCTEACACAGATECACUATCANTRCCTAATACAGETTCTEATECCACTCAAAARAGCECTTCTT
A GO A T O AN A R G T P T A G A T GG A A A A ARG B AGU T TERGAC ARCECATANABAGEA
CRAGCCABGET TGS TCACAST TATTGACACAGCEATCCATCOGRUCTATCAAABC ATECCUATCAGTGATET
A PO ARCTCC TR ALGTAAAATC AR R AGARGACATECTAGCACECC AR ARG BCCGETATT AT TATGAGA
GG GAT AR AT GA TR ARG T S T T PG AC AT A A M R T GO AR AATAGCCATAN PATCAAAGARBATCAN
PYCCACGATTTIGATCAGGACTEEEANPACTTTCASTTTGATGCAGAGECAGASOCAAAAGCCATCAMARA
AR ARG R T O T A T ARG CC RGO AL COAANG AR RO TG T TATC AR AACAGAAGA AR CRGETS
CYTCACATCATATIGRC TEAACACARRCAGACCATGARACCAAATACGAGTCACADGETATGUATGTGROY
GO AT TG AL CCC AR TAG AR AGA RGO O T T AC TG GACAACEC T T T P T AGG AR T TECACC AGAERL

CoAABTCATGTICATSCATETITTTCCCRAACCACATCATOERATCAGUTEAATCACTCTITATCANAGCTA
TCGARGATGCCETERC T TTAGCACCACATETGATCARACCTGAGTC TIEGAACCET AR TGGRECACAGCTT
AGTEOCAGCARGCOPO I EATCRAAGCAATTHAAARACC T A ARRARGUC OGS TETATCAG TIC TIRTAGCRGE
AGOARATGAGCEOGTCTATERATOTGACCATCATEATCCATPEECCACARNTCCAGACTATEGRTTTOETES
GITCTCCCTCAACARETCEARDACCRACATCAGTGECAGC TATEARCAGTAAGTGEATEATTCARCETOTA
ATGACEOTUARKGANTTACRAALCCRTGCCEATTTANACCATEETAARGCCATC TATTCASRGTETETIGA
PP TAAAGACATAAAAGATAGCO PAGG T TATCATARATCCUATCAATTTOU T TATETC ABAGAGTCAACTS
ATGCEEETTATARCCCACARGACETTARAGETAAMATTGCTT TALT TEAACCTGATCCCANTABAACCTAT
BACGARAT AT TGO PTG TARSARACATECAGCTC TEECAGTACTTAT Y I T TARTARTARGCOTEETEA
APCRAACCECTCARTCCRTC TARCAGC AR RIGATGEGCATACCATOTEUTITCATRICCUACERATTYS
STAMGOCCATEICCCART TAAATGGUAATCETACAGEAAGT TTAGAGTTIGACAGTEIEOTO TCARAAGCA
COCASTCAARAASCCAATEAATEGAATCAT T T T TCAAA TTEEECUCTAAL T TOTEATOGU TATTTARARCC
PR T AC TR CAGE e CEATATOTA T IC TRACC TR TARC CATARCCACTRYGOTARCCARACAGERA
CRAG I ATGEC OO AR TR T RS CCOCAGLC T I T GG T AR ACAR TACC T RUA RBAGACTUAGCC &
ARCTICCCARARGAAAAAAT TG TGATAT ST TAAGAACCTAT TGN T CAGCAATEOTCAAATTCATET AL
TCCAGAGACARARROCACCACCTICACTGCETCASCRAGCEEIASCATTACT TANTATTGACCEBBCTETCA
CTAGRECCCT I INTEIOACAGCAANAGACARCTATGECAGTATATCATTAGGCARCATCACARATACGATR
ACETOTEATGTCACTO L ACARCC TARGU AR AARGACAARACH T TACG T TATCACACSGEATTGOTARL
AT TG A A A R A A GO O GC T T AL T T GA T T T ACTCC T AARAACGTACLARGGAGEAS
AAGTTACAGTCCOACCCAATCEARARGTECACTATARGART TACCATECATOTO TCACAGTTCACAARACRG
CTARCAR AR AGA TECCARRTAG TTRCTATC TACA G T I TETCCOCTI TACAGA TAGTUAAGATEALCCA
ALTARATAGAGTARACATTCCITT I TGETTT TARRGHGC AATT TGAAAACTTAGCAGTTOCAGRAGRET
CORNTTTACAGAT AR ATCTCAAGGUAARACTGETT TTTACT T TEATERAATCAGCGTCCAAARGACGATATC
TRYGTCECTAKACACTTTACAGEACTPETCACTCPIGE T TCAGAEACCARTCTPCARCCARAACERTTIC
TEACANTGEOTCTAUACAC AP IGECACC T P AMAAA TCEACATGRCARA T TTATC TTAGAMAAARATGCTC
ARGGAN A TGO T AT T T I A AR T E Y G A A A A U A A AT I T P CCASTCT TC AR RGO TETT
TECTTCACARRATATCARGCCTIAAAAGLAAGTETCTACCATECTAGTGACARGGAACAUARARATCCACT
B CGE T A GO AN ARCCT T TARAGGAGN T ARA A ACT T PAATAGTCGACA T TAGA T TCCARAATCAACEA
CCCTGTTAGGCACAGCATTITCTGRAANATCOTTAACAGEAGC TEAAT TACCAGATEGECATTATIATIAT
GTEE TSI TTATTACCCACATETEETCAA TR CARACCTCAAGARRTGACATTTEACATGATTTTAGACCE
ACAAARACCGETACTATCACKAGCAACATTTCGATCCTRARACABACCOATTCAAACCAGAACTCCTAAARG
ACCETERATTAGCTEETET TCECARAGAUAGSTETCT I TTATCTARARAGAARAGACARUARGCCTTATACA
ST PACGATABACCATAGC TACARATATGTC P U A TAGRAACAAT AR AAC AT TG TCCABCGACARCCTRA
TEECAGCT T IRTCTICCCGC T TCATARAGUARAAATTAGCEGAT T IO TATTRACATGETCCGAGEATTTTEOAS
SRR TEGCCATCEC TR AT TAGCARA IO AT TACCAC AR A ATTAGE TRA R ACACCARTTARACTTARG
CPTACAGALGETAATTATCAGACCAAAGAARCCC TTAR AGRTARTCTTEAARTCACACAGTCTCACACAGE
TOIRGTCACARATCARGCCCARCTARCAGTERTRCACCECANTCAGLOGCARAGCCAGC TARIARAGATGA
ATCAGGAT T P D AT T ACCA A A ARG A TG CE A A T AAAGAC T T T I BEC DT T AAAGSC T TGARM AT
AACETE A T AR TGAC T T ARG T T ARG TATACEO TARAGA TEACCACCARARACRRACCCCTATOTGRTS
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A ARG A GG G T A TG T A TR O A T T ARG TACAGCOTRETATCGCATAATAGCCCOAGEARGEA
ACETCATGRUAGSTRATTATCAGTATG T TRTCACCTATCETCACGANCATCETAR AGARCATC AARRGCAG
A A A A T TS TG A R P EAC A R AR A O C A A T AT AT C A A G I T P AT ACCATTAN P ECCETTEA
COACTTTACTCCTERCBAGACARRAGCCC TTEACTCATCAGRCR T TRTCCRCCARSRAGTCT T T TALTICE
ARG AR AR TG OGP AN L P T A TE T A A A GG DA L A GA TG T A CACAG TTAG TEACAATAAGETS
AT AR AN TCCAGATE T I T T ACACCA T PO AR A ACACATEO TETCACAC TRTC AGRT T AT
AL D D TG A A A TAGAG S T B T AN e T T T G A C O T G R T GA N C T AR A AGCART CONARRAG
AR ARG AT AGTC AT T T REA T TAGAC T AL ETCC T GARGACARACKAATAD TR C TP ACTAC
TG T A OA TGO A A P aU T AR C A T AN A CC PAGAG TR T TA TRRTAR S T A GO TAAC AGTOTTAT
CPTCECATRCGECARATACACGETCCARTTETTGRCCTATEACACCARTGCAGCCARACTAGAGTCAGATA
AR T T O AT TG T AR N S AT A AC A A O D R A AU A AGT T AL DT T TAAGK TARCCA T ETTAGCH
ACTTCTC AR T RAC TECCCACT T IEATCATC T TIICCCAGARSECARTCACH TTACCOT TAAR ACAGCTCA
AR A T A AT O TG A A G T T G SIS U C T A S A GO TATCECARABRLCETICAAGAAGECA
CTTACGRAGT I T TETC AGCCTECCTAAAGGU TACCETATCAARGEC AACATARAGETCAATACCCTACEA
BATGARRTCC A SAAC T AT C AT TAC BTG I AR A TAGCACATCL CTCAGRPTC AR TEOTGATCATAR
GO TATCTCARRARATAA T I ACAGEU T TIRADAGCOTC LOCCACRCCARCTARSTCARIGAC CTCAGTAR
AR ARG O T R AT AR CEETCA R A AR TR T O LA RS T TRCECATAGCTARGICTIGTETITACTE
GGACTTACTTGCG’PC:TTTAGCCG&W&AATC’MCCAAAG&TTGA

SEQ 1D-NO: 118 aming/acid sequence comprising N-terminal jeadet sequahce 9f GAS Y
MEKKGRFSLRKYKSGTFSVLIGSVELVMTTTVA

SEQID NO 118 aminoiacid sequance somprising a fragment of GAS 57 where the N-terminal leadsr sequence s
removed

ADELETMSEPT I TNARGOOACHL PN TELS SARSKEORTEQITLR TNREKEQSORLVSRPTT TELADTDRAS

MANTGSDATOKSASL P PUNTDVHDWVK P KGAWDKGYKGQGRVVAV I DTN I DPARGSMRISDVS TAKVKEKE
DML A ROK ARG TNV C S LN DRV AN TV RN S DI RN EDPDEDWENF EF DARAEPRATKRHE T YR BOST
OA PR TV IR EETDGSHD I DR T TR DD TEY RS RGMHV TG T VACN SKEARATGRRFLAT AFRAGVNMEMRVEA
NDIMCSARSLIFIKAT KDV ALGADY I NL SLETANGRQLS GORPLMRAT REAKKAGVS VVVARGHERVYGSD
HDDPLATMEDYCLVES FSTORTPTSVAA TN SKWV I QOREMTVRELENRADLNHGKATY SESVDFRDIKDSLG
YDRSHOFAY VKRS TDAGYNAQDVEGK IAL T ERDPNKIY DEMN T ALAKKHGALGVLIFINKPOQSNR SMRLTA
HEMGT PSP SHEPSKAM SO LNCRETESLEFDSVVEKAPSOXCNEMNHE SGE TS DEYIKPD I TARGGDT
YEPYNDNHYGEQTETENAS PO AGASLLVEDY LEKIQPNLPEEK TAD T VRNLLMSNADT HVN P ETETITS P
RCAGLLNIDGAV T SOLYVIGRDNY G5 L S LGN LT DT ML P DV IV HNL SN DKL RY DUBLLTDEVDPORGR
FILSHEL KT QeEEV IV R ANGRY TV RV TNV S QR TR L T KM NG T Y LECFVRFROS QDDO LN R NI BRY
BRRGOFENLAVARRS TY RLE S OGR IO Y F DRSS PRDL LY VEKHF TEL VT LGS EINV S TEDISDNGLHTLGT
PRADGEF ILERNAQGNPVLALS PREDENQDPARFREVF LR IQOLEKASVYHA SDEEHKNPLWNUV SPESFRGE
DERENSDIRFAKSTTLLGTARSGR ST GAELPDCHY HYVV ST Y PDVVGAKROEMTF DM LORUK EVLEQAT
FOEETNRFKEEPLRDEGLAGYRR DSV Y LERKDNKEY TV T IRD S YR Y SVEDNETF VERQADGS F I LRLDK
ARLGDF Y Y MVEDTAGNVAT ARLEDHL POTLOR TR IRLEL T DG Y UTHETLRDNLEMT QS DICLVINQAQEA
VYERNGFOS QLMD PR L S PNE DO VA R KGN VY N L I VNV Y AKDDHOKQT R NS S DASARYRA:
IESTAWYGITARGSKVMPEDY YUV Y RDEHCREHOKQY T I SVNDRK PMITQCRFDTINGVDHE T PDKTRA
LOSSGIVREEVE Y LAKKNGREKFDVT RGEDS I TVSDNRVY I PENPDGS YT L SERUCVTLADY Y YL VEDRAGK
VSPATLRDUKAVEKDKAVNFGLDLPVPEDKCI VNP TY LY RDADGE P TENLEY YN SGNSLILPVGKYIVE:
LY DI NARKL RS DTV S P S DN F GOV TR R T AT S QT TAHF DHLLPECSRVSLRTAQDUIL T PLEQS
LYVPRAYCKTVOECTY BVUVSLEEGY RIEGNTRVNT L PN EVEEL S LRLVRVEDASDS TEDHR VM S ENNSOR
LA AT PTR T TS ATARAL PETCRRMOLELRIVELVILBLTCV R SREKSTED

SEQ IDNG: 120 amine acid sequence. comprising S4erminal hydrophabic region
LPSTGEKMGLKLRIVOLVLLOLTCVFSRRRSTRR

SEQ 1D NO: 121 aming scid senuence com g‘isinga fragment of GAS'S7 where the Cerminat hydmphcbi’c region
t& temoved

155



MERRCRESLREYKSGTFSVLIGSVILVM T I TVAADEL STMS EPTT TNHAQUOAHLTNTELS SARIKSQDT
ST LK TN R EDE DLV S EF T R L AD TR A AN TS S DR TGRS A SLEPUNTDVHEW K TKGAWDEGVRG
QERVVAVINTCIDPARQSMRISDVETARVESKEDMLARDRAAGI N Y GSWINDRVVPAHNY VERS DN ITKENQ!

PR DN FEF DA AR PR A T K I YRPOSTOR PR TV IXTRETDESHD I DWTQID DDTRY ESHOMEUT
GIVAGNSKRANATGERFLGIA PR OVMFMEV P ANDIMES AR S L IRA T EDAVALCADY INLSLGTANGEL
SRR PLMEA T EKAKRAGYSVYVARCNERVY G DHDEPLATN P DYELVGSPAT R IR IS VAR TNS KWV IORL
MV L BN R AT LN HGR AT Y SR SV RO S LY DE SHOP AY VI RS TDABYNAD VRS KT AL T ERDENETY
DEMT ALK KHGALGVL I NNR PO S HRSMR L T ANGHME T PSAF I SHEFCRANSQLNGNG TGS LEFDEVVERA
PSRN EMNHE SNWG LT S DG Y LA PRI TAPGED LY STYNDNAYGAQTOT S AR POTAGA STLVEGYLERTRP
ML PKER I ADIVINLLNSNAQ I HVN R ETR Y T TS PROOGACLENTDEAV P SCLY VI ER I YOS TR LGNI TDTH
P VN SRR T LR Y TR L L DRV DB KGR PP LT SHS LRIV QB GEV TV PANGRU T VAVIMDVSQTTRE
LR OM NG Y YL G PV R RS QDO LNRYR L PRVORECOFENLAVAEES T YRLKSQGK DGR Y FDESSPRDD L
YVGKHFTGLVTLOSEINVS TR T £ S DNGLAT LET T NADGKF ILEKNAQCNPVLAT S PRGDNNQDF ARFEGY
FLRRY(GLEASV Y HA S DEEH R FLRV S PR FREDERFNS DI RFAR S T T LGP AR SORS LY CRBLPDOHYHY
Y ROV ROEN T DY L L DR R BV LS CA T F D PR TNR P K P FL KDRGLAGVREDS WY LERKDNERYT
VIS YRV VBN P FVERGADG S F I L PL DA LD P Y Y MVE D FAGK VAT AKLCDHT. POTLER TR IRLY
LERGNYOTRETLKINLEM TOSDIGLY TREA LAV HRNG PQSOLTKMNODEF LS ENEDCNKDE VAR VGLEN
BV NDL TR Y AKDDHOROT PING SOAGA SV S AT RS TANY CI TARGE R VHEGD Y QY VLY RDEHGKEHDKQ.
S VRDEE PM TP G Ry D T NG VDA DR DR T AL DS S I VR E RV PY LAKKNGRKF IV T ECKDG ITVSDNEY
YRR DGS Y T SHRDGVTLS DY Y Y LVEDRAGNY SFATLRDLEAVEKOXAVYNFCLDL B VP EDEQIVNRTY
LYRDADGE R BN B Y N A ONS L L L P Y Gy TV B L L Ty D I NA A K LB S DR IV SR DL SADNENF QOVTEK T THLA
SO T TARFDHLL RS SRVELR P ANDOLI P LEQS LY VPEAY CRIVORGT Y RVUV ST PRE Y RIEGNTRVNTLE
NEVHELSLRLYRVEDA S DS TRDHEVMS NS 0AL TASATP PRATTSATARA

SEQIDNG! 122 aniino acid seguencs tomprising g fragmentof GAS 8T where both the N-terming! feader sequance.
and the C-teraingl hydrophobic esgion are remaved

AL TS T ONH A A OHL TN TR S S A R SRS O DT SO T T L TR EK ES NIV S R DT ORLADTDAAS
AN FC S AT UK S AL P PV D D VHDWV K PR AR CY KOGV AVI D G LD PAHOSME E SOV S PARVESKE
DML AR ARG TN Y G SH TN RV ATV ENS DN I KRN FEDF DEDW BN P EFDARAEPEA T RRHKIYRPOST
OAPKETVIETEETDGSHDI DN T QD DDTEY S HGHE VRS IVACNSRERAATCERFTO T PRAOVNEMRVES.
NOIMEOARSLEIRATEDAYALGADY INLS LG TANGADLSGSKPLMEAT EKAKKAGVSVIZ VAR CRERVYESD
DL AT P DY L UGS P TR T P S VAR TN S KWV IQR LM T VR EL RN RADENHGYATY SE SVDPRDIKDSLE
Y DRESHUP A TVE RS TDAGY RAD VRO K TA L IERDENK TYDEN T ALARRHGALAVL IFNNK POQSNREMRITA
NOMG ISP T SRR G AMS QL NGRG TGS LEPDS VY SKA R SORCN EMNHF SHHGLTEDOY LKPDIPARGEEDT
YT Y NDONEY SO TR SMAS PO T AGASTLVEQY LEN T P NL FEEK I AD T VENLEMSNAQT HVNPETR TTTSP
RO L LN I DG A TEAL UV T O DN Y C S LA LGN LD B DY DV DY RN S N DR LAY D PR LTIV D RPQR AR
‘ E‘T1 P SHSEK DY QECEVTY PANGR VT VRV TNDV QR TE R EOMPNGY YEEGFVRFRDSQDDOLNRVRIPRY

CFKGOFENLAVARES TYRLESQRK TGP Y F DR S G PRODT Y VEKHE DOLY TLES ETHVS TR T T SONCLHTLAT
rmmsr{?rmmm@mwr AL S PG DNNQUFAAFKGVELRR Y QGLEASVY FASDRRHENPLINVEPESFRG
RN SO TR ARSI T LG AR SER S LT GARL DGR Y VWS Y PRV VGAKROEMTFOME LORGE PVLSQAT
FORETRR K PEPLEDRGLAGVRK DS VE Y LERKDNK Y TV T INDS YRV VSVEDNKTFVER QADGSFILPLIK
ARLGDFYYMVEDFAGHVATAKLGDHL POTLGK TP IELR LT DAY QPR ETLRENLENTOS DTCLVINDAQLA
VUHRROPOSOLTRMRODFF 1S PHEDENEDF YAFRGLIINVYNDL TVIV YAXDIHOKO TR TS SQAGASV SR
IS TANY G U ARGSKYMPEDY oY VY RDERGKRHOKS VP I AVNDEK PMI P OGRFDTINGVDHE P RDRTES,
LSS T VREEYF Y LARNGRK BV TRGHDE ID VS INEV Y I PRNPDGS Y PTSKRDOVILS DY Y YL VEDRAGN
VP TR DL KAV K D AN PG DL Y PEDRO T VNP Ty L VR BADG K P T BN L E Ty NSO S LI L P YORYTVE
LT TN A AR LB S DK TV S P T LS A DN F GOV T KT LA TG T P AHE D HLL PRESRVS L TAQDOL T BLEQS

LYVEEAYGRTVORGTY RV VVELPRGYRT EONTKVRTL PN EVHRLSTRIVRVGDASDS TH M KVMS KNS QA
LTARATPTRETTSATARA

SEQID NG 123 aniino-acid sequence of 2 GAS Mprotein
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MARNNINREY BLRKLRIGTARVAVALTVLGAGF ANDTEVRANGDEN PREVI BULAANNP A TONIRLE YRNE
DLEARLENAMEVAGRDPKRABELEKAKOALERORKDLETKL R BLUODYDLAKE S PSWDRORLERELEERKE
ALELATHOASRDYHEATALFK ELERKKKAL ELAT DOASHDYNRANVLERRLET I TREOQE T RRNLLONARLE
LDGLESSEREQLY IBERAKD BRRK DY SHASRQSLARDLDASREARKQVEK DLANL TARLDE VU KEDKD I SDASR
QGLRRDLDASREAKKOVEKDIANLTAELBKVKEEKOI SDASRQCLRRDLDASREARKOVE KALERANSKLA
ALERENKRLEES KL CERERA BLOAK L RARAR ALK BQLAKOR BRLAK LR AGKAS DSOT PEITRPCHRAVRER
GOAPHACTH PHONKAPHEETKRGL FSTCR TAN PR PTAARL T VMATAGVAAVVERKEEN

SEQ ID NO:124 anting acid seguence of GAS Sthl

MEF DGFFLHNL I NEL K ENL LY GRIQK VO PP ERELVE T TRNHRENY KL L LS AH PV GRY QI TOADF N POV
PRTFTHIMRKY LOGAVI EOLRQIDEDR I IRIKVANKNRIGDATOAYTL. L TRIMGKHSN T TLVDRAENKIIES
IKHVCFSQRSYPOTLPGETY I EPPRTAAYN P I LTIV PLFEILOTORL TVR SLOOHFQOGLORDTAKELARL
LTIDELERFREFFARP TOANL T TASFAFVLF SDSHATFETLS DML DHE YODKAERDRINCOASDLINRVOT
RLDKNRGELSKORARL LA TENARLPROKGELLY TY LS LV PNNOD SV IL DN Y Y TRER Y ETALDRALT PHONE,
QRYFEKYORUKEAVRHLSGLIATTEQS TTYFESVDYNLSQASIDDIED A REELY QACFLKSRORDKREKRK
KPR LA S DE T D L MY G RN O ER L TR RMA K KGR LW HAKD L PESHY T KDL DR S DEVK TDAARLARYY
BEARLSRLVOVDNT EAKKLEKP SCAKPEPVRYTRORTLAVTPDOAK IL SMRLS

SEQ D NO: 125 amine scid sequencef a GAS Shpprotein

MKV TRQLTOY TV FME SL S TWINLT Y ADKGQI VGO T TORNY RHP L 8GO T EDSGOEHSFRIGOCMVERTY
¥ S DANMLEVSDAGK IVL O FRMSLADY SENY OFH I PGE TR SFOAVDYN I T OKGTDERGTITLLTA L SLPTVNS
TIRGSMFVEPMGREVVEY L SASEL IOKY SN AQLV TR TN SQRORV R DSQK PVDTKLOESQDESHTGAY
ITONKPKANS SHNKSLEDKKILESKMGL T TS LELKKEDRFREKKIL S IMIVY FPOF FLMLGEFAVIVIKKR
FKNDETM . ' .

SEQHD O 126 amino acids 10 to 30 of BAS protein Sagh
FRIATGSONSDBGRGSYTRGKE

SEQ ID NO: 127 polynuciectide sequance comprising fusion consiruct 117:40a-88
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ATGCCCTITARCACARGCUAGASTEICASTECACSACT I TATACCAN P EGAAGEETATCACC AT ATTICAS
AR A A N T A A O GO A DA T AG T A A A GAC AR BCAC AR T CA R ICAGABATATCOT TRACSEOT
ACCAAARTOACCTACGEASACAL TACTC TAGC TATTAT TAC TACARC CTARGARCCOTTATGGRROTATCA
ACTGnC‘CAAuZSCAT’I‘GAAAAACM’TA‘I‘ AACAGCT’IAAC‘AAEM("TTACAI’GATATG‘lACnATCAT'T‘A’I‘g(J'
A TS TCTAGCCETATC TOACCAAGTCARAGCACATUATAGAGCUTCAGGAGARA
COR ARG G AT AT A C T AN CAC CATAG T T TACCARAACCAGAR AU A AT TCAACAGGUAR AGEUARCTATT
CGATGCAGTTGARAAAACTCTCAGYCAACARBAAGCAGRACTCACAGAEO TTELTACCECTUTEACAAAAAC
TACTOOTGAL A TO ARG AC T TR ARACASCAGCEACA TAR T GAACA AR AR GO T T TAACCTUTRCAC AAGRAR
P PACACTRAPACTC T TOCAAGTAG T CAGGAGACCO TATTAGCLUAA CEAGCCGAACR TCAAAGATAGTTA
ACAGCTROTCARACABAGCITCATAATEC TCAAGCARATC ARCATICAARAGAGAC TECATTETCAGHACR
ARG GC AT PG AGA A T T A T ARG A T I T AG TR AR CARGTCAAALCGTCTEAACAAR
AT RO ARG T YO AR TGO T AP GAT T AGC AR T O T BA TGO ATC AC TABAG U AGC RO AMACHGOTARTEAT
AR A AR AR GCA T ARG TCAGA AT POGAGAAGEC PARRCCTEACTTAGAAANTCARAAAGC TAARGTTAR
AARGCRATTCACTRARGAGTIGECAGCTL AGAMAGCTEC T TAGCAGAA AR AGACECAGRACTTAGTLGTC
TTARRTOCTCAGOPOCETCTA CTCAAGATAGLATTG‘I‘GGC‘TAATE\ATALCAI’GRAAGCALLGLAA&GC,?AT
GO T EA R AR I T AR AR AT TACALGU IAGTEE T TATA T TG AT CASC T AT I ACA NI AAPTATTACAR
BOAGCATGEACATCAAMT TATTCCCARAGCTAGTCCAGSTRATUARTTAAATCAATACCAAGATATTCOAS
A GATC G AR TCE L PP TGP T GATCCCEATAATTTCACAC U AGARCTEC A AR ATGAGC TAGCGCAST TTIRCN
GOPCACATEATTAATAGTCTACGE COLCAR T TACETCTACCACCAGTTACTCTTACAGCASEATCACAAGA
ATTISCAAGATTACT TAGTACCAGC TATARGAAN ACTCATEOTAATACKBGATC AT ATTTCTCTACGRAL
ACCOASERETATCARRRCATTATCEIGT TEEECOTCATCATARARC AT TATTGARGACTCTECCRGAGUE
T AGGRRCTCA T A AA TGA TOAT AR ATOTACGAGAATATCSGTOU T TTARCGATGTECATACTETEAR,
AT T A AL G TG T T T TATGACAG TATC A A TATATEC IO T TACAGATCATTTACACGGAAATACAT
ACGEUCATES TAT TAAC Y TITTACCTC TAGATAARCATARCCO TARY G GRCTETTIALCTICCATTETIA:
A AGCAR PG A AT DT TCARPGRAC AL T TG T AAT S DT ECCAGAGT CTARC R TTGC TAACCATCAACE
CTTTAATARGACCCOTATARAAGCCE T TCEARG TACRARASAT INTOCCCARAGRGTAGECACTETATCIC
A AT T E AGC A T A GO AR A AG TR A D AT A GA A AR O T I I T C G T AT I CATCAACA ALY
L:AT.R““T:;TGGCAL:CCQAAGCTP@RG”A}SGTCA?LC"ITCAP@"TAAATTAGCRAGQ%CACT‘PAAGCAGTCAGA

RGO RATC T C ARG TOAGAC A AT T A AR T GA T AC T AR RGO L TP T T O AGAACACA AT TACTAGCAGCTA
AAGCAAAALAAC’ ACBACTCEARGCTACTCRTEATCAATCATTAGCTAAGUTAECATOOTIGAARGCCGCA
SO AC AT AR A R G T T A CAGAG S A AGC O G A B C AGAGTO AN GOAC TCRTCEU TRA R A AAGOTCE:
PITCCARTATCPARGECACTTTAAATPOARTCCLAACDUCTTICASGTCATACOTCAGCECATTGATARNTA
CAACCAACAT TSSO ARA RS TADCRCATC T T PO T TAAA TEC ACAASA AGC T T TALCAGEC TR CARSCT
A AR R A AT T A A A TAL A T T TA U ACAG A ACATC AR T T RAC T PG P TR AACE T TAGC TRA
CORARRASGANTATCGLCACTTACACEARGATATARCTACTE TRCCTEAT T TGCARGTAGITCCACTTCTTA

CEGECETAARACCEUTATCATATAGTAAGATACATACTACTCCEU TIGTTCAAGRANTGOTTAMACARAALG
ARACAACTATTAGAAGCTTCAGCAAGRT TAGC TG ICAA AATACAAGTCTTETACCAGARGCGUTTRTTER
CCARRCCTC TRAAA TG R I AGCAAGTAATCCC AT IR TG I C T AR AR TCACA TE P TCRAT TACTCAGCOCTEAT
CTAAGRCATCTTATCEU TCAGGATCTICTACARCGACTAATCTCATTICTGATG T TCATGAARCTACTIAR
oBtgcggeoyeactogaglACCACCATCACCACTAT

SEGID MO: 128 aniing acid sequence pomprising fusion oonstruct 117-408-RR
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MAFNTSQSYSAQVYSNEGY H @ HLRQYSKDN
AQLRLRNILDGYQNDLGRHEHY 8 RTVMGEL S S
EQDIEEHYEELENRLHDNMNY N HY GG M S VEVSHO
VEKAODRRASGETKASNTHDDS LPKP TIQEAKATIDA
VEEKTLSOQQXRKAELTELATALT KTTRAEINALKEQQDNSE
QREALTSAQEIYTNTLASSERETLLAQGARHOREL TAT
ETELHEHNAQADODHEXETALSE QKASIESEAEBETTRAQDLY
EQVKTSEQNIAKLNAMISNYG DAITEAAQTANDNTERESA
LSESELEXNAXNADLENQEKARVEX KQLTEELAAQRKAALAE
KEAELERLESSAPSTOQDSIV  ONNTMXKAPQGYPLEEL
ERLEASGY YGCGSASYNNYYREHADQIIAKRKASPGNQLN
QYQDIPFPADRNRFVDPDNLTP? EVQNELAQFAAHMINS
VERQLGEGLPPVITVTAGSOBEFARLLSTSYXETHGNTRYP
SFVYGQPOGVEGBGHYGVGEGPHDKTIIEDSAGASGLIRND
DNMYENIGAFNDVHIVNGIXK RGIYDSIKYHLFYDHL
HEGNTYGEAINFLRVDKHNP?PN APVYLESFSTENVESLN
EHFPVHMFPESNIANHQOQRPNRT PIRAVESTEDYAQRVG
TVSDTIAAIKGIRKVYVESLENRL SATHQEADIMARQARY
SQLOGRLASTLRERQOQIDELNLQ VROQLNDTHRKGELRTELL
AAKAKQZQLEATRDQOQSESLARXL ASLEAALHOQTEALRBREDCQ
AAARVTALVAKEAHLQYLRED FELNPNRLOQVIRERID
NTEKEQOQPLAETT?TSSLLNAQEAL AALQAERKQSSLEATIANY
TEHOLTLLEKTLANERBKXEYRHEL DEDIATVPRPDLOVAPPL
TEVEKPLSYSRKRIDTTPLVOQEM VEETKQLLERSARLARSA
ENTSLVAEALVEOQTSEMVAS  NAIVEXITSSEITOPS S
KTBSYGCSGESSTTSNLISIDVDE STORAAMAALIEGHEHHEER

SEQ ID NO: 129 amine acid sequence comprising a linker in the 117-40a-RR consiruct
YASGGGS

SEQ ID NO: 130 polynucleotide sequence comprising 40a-RR-117 fusion construct

ATGAGTETAGGCETATCTCACCARGTCABRACCAGATCATAGACCCTCAGCGAGAAACGARGECEAGTAATAC
TCACGACGATAGTTTACCAAARCCAGABACAATTCAAGAGGCAAAGECAACTATTCATECAGTTGARARLA
CPCICAGTCARCAAAAAGCAGRACTCACAGAGTTTGC TACCGCTCTCACARAAAACTACTCUTCARATCARC
CACTTARARGAGCAGCRAGATAANTGAACEAAAACCTTTAACCTCTECACRAGAAATTTACACTARTACTCT
TCCRAGTAGTGAGCERGACGCTATTACCCCAAGGASCCEARCATCARAGACGAGTTARCAGCTACTGARACAG
AGCTTCATAATCCTCAAGCAGATCAACATTCAMAAGAGACTECATTCTCAGARCAAARRGCTAGCATTTCA
GCAGARARCTACTCGAGCTCAAGATI TAGPECAACARCGTCAAAACGTCTCGARCAAANTATTGCTAAGCTCAA
TCOTATGATTAGCAATCCTGATCCTATCACTAAAGCAGC T CABACGECTARTGATAATACABRRAGCATTAA
GOTCAGAATTCRAGAAGGCTARAGUTGACTTAGRARATCAAABAGCTAAAGTTAAARAGCARTTGACTGAL
GAGTTECCAGCTCAGAARGCTECTCTRAGCACAAARACAGECAGAACTTAGTCETCTTARATCLTCAGCTCC
GTCTACTCAAGATAGCATTGTGRGTAATAATACCATGAALGCALCGLAAGGLTATCCTCTTGAAGAACTTA
AAARATTAGRAGCTAGTGETTATATTGGATCAGCTAGTTACAATAAT PATTACARAGAGCATGCAGATCRA
ATTATIGCCAABGCTAGTCCAGETAATCAATTAAATCAAT ACCAAGATATTCCAGCAGATCETAATCGCTT
TETTGATCCCGATAATTTEGACACCAGARGTGCAAARTGAGCTACGCECAGTTTGUAGCTCACATGATTAATA
GIEPACRECBECARTTAGGTCTACCACCAG I TAC T TTAC AGCAGGATC ACAAGAATTTGCAAGATTACTT
AETACCAGCTATAAGAAAACTCATEE TAATACAAGALCAT CATTTETCTACGGACAGCCAGCGETATCAGE
GCATTATCOTETIGECCCTCATGATAAARCTATTATTGAAGACTUTECCECAGLGTCAGEECTCATTCRAL
APGATGATAACATGTACGAGARTATCEGTCCTTTTAACCATETGCATACTETEAATCETATTARACGTAGET
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ATTTATSACACTATCAAGTATATGLTCTTTACAGATCATTTACACGEAAATACATACGGCCATECTATTAA
CTYTTTACGTCTAGATAARCATAACCCTARTGC GCCTSTTTACCTTSGATTTTCAACCAGTAATGTAGEAT
CTPTCAATGAACACTPTGTAATGTT TCCAGAG T C TARCATIGCTARCCATCAALGCYTTARTARAGACCCLT
ATAARAAGCCCTTOCAAGTACARARGATTATECC CAAAGASTAGGCACTETATCTCGATACTATTGCAGCGAT
CARAGGAARAGTAAGCTCATTAGRAAATOGTT T GTCGECTATTCATCAAGAAGC TGATATTATGECAGCCT
AACUTARACTAAGTCRACTPCAAGGTAAATTAG CAAGCACACTTAAGCAGTCAGACAGUTTAAATOTCCAA
GTERGACARATTAAATGATACTAAAGETTC TP TG AGAACAGAATTACTAGCAGCTAAAGCABAACAAGCACA
ACPCEAAGCTACTCETGATCARTCATTAGCTAMGCTAGCATCETTGAAAGCCECACTECALCAGRCAGAMNG
COTTAGCAGRGCAARCCGIAGCCAGAGTECACAGCACTEETECCTAARARAGUTCATTTGCAATATCTANGE
GACTITAAAPTCARTCCTARCCGCCTTCAARTG ATALGTCGAGCECATTCATAATACTARGCRAGATTTGRC
TAAAACTACCTCATCTTIGTTAAATGCACAAGA AGLTTTAGTAGCCTTACAAGCTARAC ARRGCAGTCTAL
ARGCTACTATIGLTACCACAGRAACACCAGTIGACTTIGCTTARRACCTTAGCTAACGAARAGEUARTATCGT
CRCTTAGACGRAGATATAGCTACTGTGCCTEGAT I TGCCAAGTACGCTCCACCTCITACGGGCEGTAARACCGLT
ATCATATAGTAAGATAGATACTACTCOGCTTET TCALGRANTGETTAAAGAAACGCARACERALTATTAGAAS
CTTCAGTAAGATTAGC TECTCAARATACAACT T I TETAGCAGAAGUGCTTETTGECCAAACCTOTEARATG
GTAGCARGTAATCCCATPGTGTCTARAATCACA T CTTCGATTACTCAGCCCTCATCTA AGACATCTT’%TG(“
CTCAGEATC T TCTACAACCACC AR TCTCAT TP P EAPETIGATEAAAGT? ACTCAACGEE m: dgf‘gg ]
ggé C,A‘I'G GOCTTTAACACRAGCCAGAGTCTCAGTGECACAA GTTTAI’AG(‘AATGAAGGFTATFAC Cé
TTGAC TEATGAMARATCACACCTECAATATAGTAAAGACARACCCACARCTTCARTIGAGARATATCOTTGA
CAGUTACCAARATGACCTAGGCAGACACTACTC T AGCTATTATTACTACAACCTAASAACCETTATGGEAL
TATCRAGTYGAGCARGACATTGARARACACTATCAAGAGTTTAAGARC ZAGTTACATGATATETACAATCAT
Targoggeegeact ogaglACCACCACCACCACCAL

SEQ 1D NG: 131 amino acid sequence comprising the 40a-RR-117 fusion consbrust

MSVEVSHQVKADDRASG ETKASNTHDDSLPKPETIQ
EAKATIDAVEKTLSQQK AELTELATALTHETTAEINEH
LEEDQQODNEQKALTSAQE IYINTLASSEETLLAQGAR
HORELTATETELHNADA DOHSKETALSEQRASTISAE
TTRAQDLVEQVERKTSEQN IAXLNAMISNPDAITKARG
TANDNITEALSSELEKAKXK ADLENQKAKXVEKIXQLTEELA
AQKAALAEKEAELSRLK SSAPSTODSIVENNTMERAFP
QGYPLEELEXLEASGYI GSASYNNYYKEHADQIIAK
ASPENOLNOQYODIPADR NRFVDPODNLTPEVONELRARQ
FAAHMINSVRRQLGLPP VTVTAGSQEFARLLSTS YK
KTHGNTRPSFVYGQPAGV SGCHYQGUGPHDKTITIEDSAG
ASGLIRNDDNMYENIGA FNDVHPVNGIKRGIYDSIK
YMLFTDHLROGNTYGHAYI NFLRUDKHNPNAPVYLGFS
TSNVGSLNEHRFVMPPES NIANEQRFNKTPIKAVGEST
KDYAGRVGTVSDTIAAI KGKVSSLENRLSAIHQERAD
IMAAQAKVSQLOGKLAS TLEKQSDSLNLOQVRQLNDTE
CSLRTELLAAKAKQAQL EATRDQSLAKLASLEAALH
QTEALAEQAAARVTALV ARKKAKLQYLRDFKLNPNRDLE
QVIRERIDNTRKQDLAKT TSSLLNAQEALAALQAKQS
SLEATIATTEHQLTLLK TWANEXKEYRHELDEDIATVEP
DLOVAFPLTGVRKPLSYS KIDTTPLVQEMVEKETKQLLD
EASARLAAENTSLVAER LVGQTSEMVASNAIVSKIT
5SITOPSSKTSYGSGSESS TTSNLISDVDES TOQRASTEE
EEMAFPNTSOSVSAQVYS NEGYHQHLTDEKRSHLQGYSK
DNAQLOQLRNILDGYQND LGRHYSSYYYYNLRTVNEGET
SSEQDIEKHYRELKEWNEKEL EDMYNHYAAALEHHHEHEHNEH

SEQ 1D NG: 132 polynucientide sequence comarising fusion construct GAS 117 - 40a

ATGGCCTTTAACACAAGCCAGAGTETCAGTGCAC AAGT T TATAGCAATGAAGGETATCACCAGCATTTGAC
TEATGARZAATCACACCTGCAATATAGTAAAGAC AACCGCACAACTTCARTTGAGABATATCCTTEACELECT
ACCAAAATGACCTAGGGAGACALTACTCTAGCTA T TATTACTACAAL CTAAGAAC:.GTT?—‘ TEGGACTATCA
ACTCAGCARGACATTGARAAAL ACTATGARGAGY TTAAGARCAAGT TACATGATATGTACARTCATTAT S
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O oA A ICA G TG TAGGCG TATC TC ACCARGTCAARGCAGATGATAGAGCCTCAGGAGARA
CGAAGGCGAGTAMACTCACGACGATAGTTTACCAAAACCAGAARCAATTCARGAGGCARRAGGCARCTATT
GATGCAGTTGARAARACTCTCAGTCAACAABAAGCAGAAC TGACAGAGCTTGCTACCGUTCTGACARARALC
TACTGCTGRAATCAACCAC P A AR AGAGCAGCARGATAATGARCARAAACCTTTARCCTCTGCACARGAAR
PTTACACTAATACTCTTCCAAGTAGTGAGGAGACGCTATTAGCCCARGGAGCCCAACATCARAGAGAGTTA
ACAGCTACTGARACAGAGCT TCATAATGOTCAAGCAGATCARCATTCARRAGAGACTGCATTGTCAGARCA
AAAAGCTAGCATTICAGCAGAAACTACTCEAGCTCARGAT PIACTCEANCAAGTCARARCETOTGRARCARA
ATATTGCTAAGCTCARTGCTATGATTAGCAATCCTGATCC TATCACTAARGCAGCTCARAC GRCTAATGAT
AATACAAARGCATTAAGLICAGAAT PGGAGAAGEC TAAAGCTGACTTAGAAAATCAAAARGCTABAGTTAA
AARGCARTTCRACTGAAGAGT TEECAGCTCAGANAGC TGO TCTAGCAGRARARAGAGECAGAACTTAGTCGTC
TTABATCCTCAGCTCCSICTACTCAAGATAGCATTETGEGETAATARTACCATGAAAGCACCGCAAGGCTAT
CCTCTTEARGARC PTARBAA A TTAGARGCTAGTGRT TATATTGGATCAGOTASTTACARTARTTATTACAR
AGAGCATECAGATCARATTAT TGCCARAGCTAGTCCARGTAATCAATTAAATCAATACCARGATATTCCAG
CRGATCOTARTCGCTTTSTTEATCCCEATAATTTGACACCAGAAGTCCAAPATCRCTAGCGCAGTTTGCA
GUTCACATGATTAATAGTETAAGAAGACAATTAGGTCTACCACCAGTTACTGTTACACCAGEATCACAAGA
ATTTCCAAGRTTACTTASTACCAGCTATRAAGAARACTCATGETARTACAAGACCATCATTTGPCTACGGAC
AGCCAGGEGETATCAGEECAT T ATGETET TGEEUCTCATCATAARACTATTATTGARGACTC TECCEEAGCE
TCAGGGCTCATTCGAAATGAT GATAACATGTACGAGAATATCGGTGCTTTTAACGATGTGCATACTGTEAA
PEGTATTARALCTCETATTTA TEACAG TATCAAGTATATCC U T T ACAGATCATT TACACGGARA TACAT
ACGECCATEUTATTAACTTT P TACGTGTAGATAAACATAACCCTAATGCGCCTETT TACCTTGGATTITCA
ACCAGCAATETASGATCTTTGAATGAACACT TTGTARTGT TICCAGAGTCTAACATTGCTARCCATCAACE
CTTTAATAAGACCCOTATABA AGCCGTTGGAAGTACAABAGATPATGCCCARACAGTABGCACTGTATCTE
ATRCTATTGCACCEATCARAGGAARAGTARGCTCAT TACRAAATCOT PTCTCEECTATTCATCARGARGCT
GATATTATGECAGCCCAREC TARAGTARGTCAACT PCAAGGTARAPTAGCAMGCACACTTAAGCAGTCAGR
CAGCTTAAARTCICCAAGTEAGACAATTAAATGATACTARAGGTTC T T TGACAACAGAAT TACTAGCAGT TA
AAGCAAARCAAGCACAACTCGAAGCTACTCETGATCAATCATTAGC TAAGC TAGCATCGTTAAAAGCCGCR
CTECACCAGACAGAAGCUTTAGCAGAGCAAGCCECAGCCAGAGTGACAGCACTEETEECTARAAARGCTCA
TTTGCARTATC TAAGEGACT T TAART TGARTCC TAACCELCT TCAAGTGATALGTGAGCECATTGATAATA
CTARGCABGATTTGECTARAAC TACCTCATCTTTET TAAATGCACAAGRAGCTTTAGCAGCC TTACARGCT
BARCARAGCAGTCTAGARGC TACTATTGCTACCACAGARCACCAGTTGACTT TGO TTARARCC TTAGC TAR
CGARRRGEARTPATCACCACT TAGACGARGATATAGCTACTEIGCCTEATTTGCAAGTAGCTCCACCTCTTA
CGRECETAAARCCECTATCATATAGTAAGATAGATACTACTCCOCTTETTCAAGARATGETTAAAGRAACE
AAACARCTATTAGAAGCTTCAGCAAGATTAGCTECTGAARATACARGTCTTETAGCAGARGCECTTETTGE
CCARACCTCTGAARTGGTAGC ARGTARTGCCATIGTGTCTARAATCACATCTTCEATTACTCAGCCCTCAT
CTARGACATCTTATEGCTCAGGATC TTCTACARCGAGCANTCTCATTTCTGATETTGATGARAGTACTCAR
eGtgogycogeactogagCACCACCACCACCACCAL

SEQ I NO: 133 amino gcid sequence comprising fusian panstruct GAS 117-40a

MAFNTSQSVSAQVYSNEGYHOQHLTDEKSHLQY SKDN
AQLOLRFILDG YQNDPLGRHYSSYYYYNLRTVHGL S S
EQDIEKHYEEL KNKLEDMYNHYXSGEEENEVEVEHRQ
VKADDRASGET KASNTHDDSLFKPETIQEAKATIDA
VEKTLSQQKAELTRELATALTRKTITARINHLREKEQQDNE
QKALTSAQEIY TNTLASSEETLLAQGAEHRQRELTAT
ETELHNAQADQHSKETALSEQKASISAETTRAQDLYV
EQVRKTSEQNIAKLNANISNPDAITRARQTANDN TKA
LSSELEKAKADPD LENQQHKAKEVXEQLTEELAAQKAARLAE
EEAELSRLESS APSTQDRSIVENNTMEAPQGY PLREL
KRLEASOGYIGS ASYNNYYXKEHADQITRARKASPGNQLN
QYQDIPFPADRNRFVDPDNLTPEVONGLAQFARHUNMINS
VRRQLGLPPVT VTAGCSQEFARLLSTSYEXXTHGOGNTRP
SFVYGOPEVSGHYGVGEPHDETIIEDSAGASGLIRND
DNMYENIGAFNDVHEHTVNGIKRGIYDSIKYMLFTDHL
HENTYGHAINF LRARVDEHENPNAPVYLGFSTSHVGSLN
EHFVMFPESNI ANHQRFPNKTPIKAVGSTRKDYAQRVG
TUYBDTIAARAIRG KVSSLENRLSAIHQEADIMARQAKY
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SO0LOGKLA STLROSDSLNLQVROLNDTEGSLRITELD
AXZKAKQAQLEATRDOSLAKLASLEAALDHQTEALAEQ
ARAARVTPAL VAKKAELOYLRDPELEPNRLOVIRERTD
NTRKOGDLAKTTS SLLNAQBALAALOQAKQSSLEATIAT
TRHOLITLULDETLANSREYRHLDEDRDIATVEDLOQVAPRPDL
PEVEKPLESY SXIDTORPLVOENVEETKQOLILERA SARL AR
ENTPESLVARALVEQOTISENVASNAIVYVSKITSSI?PQRSS
ETESYESES P TSNLISDVIRDESTORABZLLEHNERESESY
SEQID RO: 134 paiynucieotide sequence comprising fusion consiract GAS 11740N

ATGECCTITARMACAAGUUAGAGTE GTCAGTGCACAAGTTTATAGC AATCRAGCETATCACCAGCATTTGAC
TGATCA.W.‘:‘{‘ACACC'I‘GCAATATAGTEAAGACAACGCP«CAACTTCRATI‘wﬁGAAPThTCFT’P ROGECT
iéECPMTGACCTA&GGAGACACT&CT\.TA"‘CT?\ ‘ATTAGTACAACCTAA\:MCCGTT%TGGGALQATCA

( ARRAACACTATGAAGAGCTTARGARAALTTAUATEATANPETACARTCATTATHE
s CGATCGACTETABCCETATUTCACCARGTCASAGCAGATERTAGAGICTCEGGAGARA
.C'.:AAGG RGP AC T ACGAC AT RS TP T ACC AR R AL CAG AR AC AR T TC ARGAGECARAGEE MR TATT
GATGCASTTEAAARE ACTCTCACTCAMANARAGCAGAAC P EACAGASC TIGCTAUCEU TC TEACARARAC
T ACTCCTGARATC AACC AL PP AAAAGAGC AGCARGATAA TGARC AR R ARG TP TARCC PO TREACAACHAN
PPTACACTARTAL TC I GCAR G TAGTEAGGAGACECTAT TAGLCCAMGRAGLCGAACATCAAAGAGATTTA
'ACESSCTAC'PG»A.MC&GAGC'I‘TCATAATGCTCMGGAGATCAACATTCFMGAG&G‘I‘GCATI‘GTCAGAA@A
AARAGC P AGCAT T T ACTASARAC TACTCEAGCTCAAGAT T TAC TEEAACAARTCAARACSPOYCARCARR
ATATTGCTARGUTCARATCOTATEATTAGL? Z&ATCCTGATGC TATCACTAAAGCACCTCARALGGCTARTGAT
AATACAAAAGCATTAAGCTCAGA.K'I“TGGA&»MGGCTAAAGC’I\:ADT‘H&GZAAAATCZ&MAAGCTAAAGTTAA
BAAGCARTTEACTCABGAGTTGRCAGCTCAGAARGL TET TCTAGCAGA AR AAGACCCAGARCTTAGTCETE
AR T A TG PO TACTCAAGATAGLAT TETEGGTAATAA TALCATERAAGCACCCCAABEL TAY
T T B A G A T A A A A AR T T A G ACC TAG TGS T ATAT TG CA TCAGC TRCTTACA AT AN PATTACAR
AGAGGA‘X‘G«CASA’I‘CAAA‘IVI‘A’I‘TGCCAMGCTAG'I’CIEAGGTMTC&ATTMATEMTAEG&AQSggcc’gcac
LogagCALCACTARCACTATTAL

SEQ D NO: 135

HAPNTSQOE VEAQVYSNEGQYHOHLTDERSHLOYSKDR
AQLQLENI LDGYQNDLGEGRHEHYSSYYYYNLRTVHEGLS S
HEQODIBREY EELENKLHDM YN H} Emsveveng
VEADPDRASGETEASBSNIEDDSLPEPETIQRARATI A
YEETLELQO XKAELTELAPALORY TAEINSLEEBEQODNE
QHKALTSARY EIYTHNILASSEEY LR LADCAEREHOQRELTAT
ETBLENAGQADOHEFETALSBOEASISABTTRAQDLY
EOVETEEQNIAKLNAMISKRNPDAITKAAQDRANDN ¢ RA
LESSELBES EADLENGQEAKVEREQLTYTEELAAQRAAL AR
EKEAELSRL XSSAPRTIDDEIVEONNIMEAFQOYPLEEBL
EELEASGY TC¢SASYNNYYKEHRADRQIIAKASPOSRGLN
CY¥QALALE HHHHYHHE

SEQ I NO: 136

ABTTGETA
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REIVINDICACOES

Composicdo imunogénica compreendendo uma combinacdo de
antigénios GAS, consistindo a referida combinacdo de 2-
10 antigénios GAS, na qual a referida combinacdo inclui
GAS40, sendo o dito "GAS40" uma proteina gue compreende
uma sequéncia de aminoadcidos (a) que tem 95% ou mais de
identidade para SEQ ID N°: 1 e/ou (b) que é um fragmento
de pelo menos 200 aminoé&cidos consecutivos da SEQ ID N°:
1 e em que a referida combinacdo inclui GAS57, sendo o
dito "GASLH7" uma proteina que compreende uma sequéncia
de aminoadcidos (a) tendo 95% ou mais de identidade com a
SEQ ID N°: 116 e/ou (b) que ¢ um fragmento de pelo menos

200 aminodcidos consecutivos da SEQ ID N°: 11l6.

Composicdo da reivindicacdo 1, em que o vreferido
antigénio GAS40 compreende uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo uma primeira regido em espiral enrolada, e

uma segunda regido em espiral enrolada.

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em qgque o
antigénio GAS40 compreende uma sequéncia de aminoéacidos

que compreende uma primeira regido de espiral enrolada.

Composicdo da reivindicacdo 3, em que a referida
primeira regido de espiral enrolada compreende uma

sequéncia de amino&dcidos que compreende a SEQ ID N°: 12.

Composicdo da reivindicacédo 2, em que a referida segunda
regido em espiral enrolada inclui uma regido de fecho de

leucina.

Composicdo da reivindicacdo 5, em que a segunda regido
em espiral enrolada, compreende uma sequéncia de

aminodcidos que compreende a SEQ ID N°: 13.
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7.

Composicdo de qualquer das reivindicac®es anteriores

para utilizacdo em terapia.

Processo de fabrico de qualquer uma das composicdes

imunogénicas das reivindicacgbes 1 a 6.

Kit compreendendo um primeiro componente que compreende
qualguer uma das composicdes imunogénicas das

reivindicacdes 1 a 6.
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FIGURE 1: Anuotation of GAS 40
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FIGURE 3: BLAST results of Coiled-Coil regions of GAS 40 with other
Streptococeus bacteria

3(a) BLAST alignment of aniino acid sequence of GAS 40 including the first
cofled-coil region with SpA precursor of Stroprococcus gordonti

»gi} 25990270 | b [ BACL4302 /3] streptopocoal surfege protelin A precursor
[Streptosocous gordonii]

Lengtlk = 1575

sraf NP 268623.11 putative suwrface exclumicn protein [Shreptocostus pyoyenss]

Chength = 373

Score = 63,28 hits (153}, Bxpect = Se-11
Identities = 65/293 (22%), Positives = 124/283 (43%), Gaps = 13/203

(4%)
Query: 112
T87

Sbice: 33
92

Quayy: 188
23%

Sl 93
182

Query: 238
288

Sbickt: 153
2312

Quary: 288
34%

Bbict: 213
EFE

Queryr 3486
shjets 273

QDTS DR PAT T AR ENAQKOARIKELYAROA ~ -~ - EEIRICTTRAY KKEVERHOARTDKIN
G+ D¢ T AN L A R 51N + KT X B+ K
OVEARDRASSETKA SN THI DAL PRPETIOEAKATIDAVEXTLSQURABLTELATALTKTTY
AENEANRDNYOBRLEAHQARVER INTARATAKAEY EARLARY QKD LAAVQOKENEDSQLDY
AR N + X8 + B Rtrd B Al B+ LS et
ARINHLKEOODROKALTSAQRIY TN TLAS SEETLLACCARHORELTATETELRNAGADO
ONRLEAYORELARVORANABAKEAYE ~~RAVKENTAKNAA LOAEN AT KOBNETAKANYD
K +R o B+ Ay B K 4N AR A+ + A1 4+ 4+TA W
HSRBETALS BN AS IS RAETTRACDLVEQVK T SEQNIAK L NAMISNPDATTRKAAQTANDNTK
ABRMEQVEANLART EKAREDUDADY QAKLAAY QARLARVOKANADR AR VEXAVEEN TARN
AR OFE A%+ K LA 4B LA 4 + K % Bod

ALS S ELEK AN LRNORAKYKKOL T EELAAQKARLABKRAEL SR LK S SAPS TODE L VAR

TRTIOAEN~~~ERIKEPNAR- - ~AKATYRAALKOYEADLARKEKANEDRSDADYQ 392
T ¥ B oKy A% B+Y K++ AD &K + % YO
THEAFOCYFLEELNKLEASGYTGSAS YNNYYKEH -ADO T TAKASPENOQLNQYQ 324
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FIGURE 3: BLAST results of Coiled-Coil regions of GAS 40 with other
Streptococcus bacteria

3(b) BLAST alignment of amino acid sequence of GAS 40 including the first
coiled-coil region with SpB precurser of Sireprococcus govdonii
»>gqil25055226 1 gblARC44102.3] gtraptococeal surface protein B pracursor
[streptococous gordoniil]

Langth = 1492
sTref NP 268623.1] putative surface exclusion protein [Streptoceccus
pyogenes]

Length = 873

Score = 34.3 bits (129}, Expect = 2e-08
Identities = 53/226 (23%), Positives = 98/226 (43%), Gapz = 13/22s
{5%)

Query: 111 QDOTSDEETATTAAENAQKQAEIKSDYARKQR----~ERIXKKTTEAYKREVEAHQARTORIN
166

g+ D+ v+ TANW + K & 4+A + ++RT K E+ K
Shiot: 33 GVRADDRASGETKASKTHDDSLEKPETIOQEAKATIDAVEKTLEQQKAERLTELATALTKIT
82

Query: 1£f7 AENKAAEDKYQEDLKAHQAEVEXINTANATAKAEYEAKLAQYQKDLAAVOKANEDSQLDY
238

AR o + KA + B By B AreQ++ls A+ ++Q D
Shijon: 93 AEINHLKEQRINEQKALTSAQEIYINTLASSEETLLAQGAEHORELTATETELHNAQADQ
152

Query: 227 OQNKLSAYOAELARV- - QKX XXX XX XIZX R KENTAKNAALOAENEA TKORNETAKANYD
284

+K +A + A 4+ ¢ N BK A+ + +AY + +TA N
Sbjct: 153 HSKRTALSEQKASISARTTRAQDLVEQVKTSEQNIAKLNAMISKRPDAITHKAAQTANINTK

Query: 285 AMMEQYE.--ADL<---~AATIKKAKEDNDADYQAKLAAYQAELARVQ 323
A + B ADL A +EK + A +A LA +ABL4+R#+
Sbjot: 223 ALSSELEBKAKADLENQRAKVEKKQLTEELAACKARLABKEAELSRLK 258
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FIGURE 3: BLAST results of Coiled-Coil regions of GAS 40 with other
Streptococcus bacteria

3(c} BLAST alignment of amino acid sequence of GAS 40 including the first
coiled-coil region with Surface Protein PspA precursor of Streptococcus
Dreumoniae

>gi| 282335 Jpix||A41971 surface protein pspA precursor - Streptococcus
pusumonliae
»ref |NP 268623.1] putative surface exclusion protein {Streptococcus

pyogenas]

Length =~ B73

Scora = 48.1 bhits {(113), Expect = ge~07
Identities = 46/200 (23%), Positives = 897200 (44%), Gaps = 237200
{(11%)

Query: 13% KTEKENTVRAMVVPEPEQLAETK----~---KKSEEARQKAPELTKKLEEAKAKLEE ~AEKK
120

+fX + +P+PE 4+ B K 4 + K+ EBL Lo +  Ab+ B+
Shijct: 43 ETEKASNITHDDSLPKRETIQEAKATIDAVEXKTLSQOKARLTELATALTKITARINELKEQR
103

Query: 191 ATEAKQKVDAEEVAPQAKIAELENQVHRLEQELKEIDESESEDYAKRGFRARLOSKLDAK
2BO

R K A+E+ + B o+ 4+ + 4B+ $EB+E + + 4 L2 N PR
Shict: 103 DNEQKALTSAOEIYTNPLASSERTLLAQGARHORELTATETELHENACGADOHSKETALSEQ
162

Query: 251 KAKLS---~-KLERLSDEIDELDAETAKLEDQL~~- -~ -~ -KAARENNNVEDYFPEESLEKTY
299 )

K& +8 + Al b + TAEKL + KAas+ N+ LEK
Shijct: 163 KASISARTTRAQDLVEQVKTSEQON TAKLNAMISNFDAI TKAAQTANDNIKALSSELERA -

-
a3

Quary: 300 AAKKARLEKTEADLEKAVNE 319
EA4+LE +A +XK + R
8bijct: 222 ---KADLENQKREVEKGLTE 238
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FIGURE 3: BLAST results of Coiled-Coil regions of GAS 40 with other
Streptococcus bacteria

3(c} BLAST alignment of amino acid sequence of GAS 40 including the first
coiled-coil region with Surface Protein PspA precursor of Streptococcus
Dreumoniae

>gi| 282335 Jpix||A41971 surface protein pspA precursor - Streptococcus
pusumonliae
»ref |NP 268623.1] putative surface exclusion protein {Streptococcus

pyogenas]

Length =~ B73

Scora = 48.1 bhits {(113), Expect = ge~07
Identities = 46/200 (23%), Positives = 897200 (44%), Gaps = 237200
{(11%)

Query: 13% KTEKENTVRAMVVPEPEQLAETK----~---KKSEEARQKAPELTKKLEEAKAKLEE ~AEKK
120

+fX + +P+PE 4+ B K 4 + K+ EBL Lo +  Ab+ B+
Shijct: 43 ETEKASNITHDDSLPKRETIQEAKATIDAVEXKTLSQOKARLTELATALTKITARINELKEQR
103

Query: 191 ATEAKQKVDAEEVAPQAKIAELENQVHRLEQELKEIDESESEDYAKRGFRARLOSKLDAK
2BO

R K A+E+ + B o+ 4+ + 4B+ $EB+E + + 4 L2 N PR
Shict: 103 DNEQKALTSAOEIYTNPLASSERTLLAQGARHORELTATETELHENACGADOHSKETALSEQ
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299 )
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EA4+LE +A +XK + R
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FIGURE 3: BLAST results of Coiled-Coil regions of GAS 40 with other
Streptococcus bacteria

3{d) BLAST alignment of amine acid sequence of GAS 40 including the second
coiled-coil region with SpB precursor of Streptococcus gordanii
>g1{23380384 | gb | ABN18299 .2} immuncreactive protein 3e89%.2 (fragment)
[streptococcus agui]

Length = 210
>ref INF 268623.1] putative surface exclusion protein {[Streptococcus
pyogenes]

Length = 73

Score = 173 bits (438}, Expect = 4e-43
Identities = 98/209 (46%), Positives = 144/20% (68%)

guexy: 1 ESDIVDATRFSTTEIPRESCOVINREAS INALTNDTASIRGKIASLESRLADPSSEARVTA
60

ES+I + RF+ T I @ D+ o+ 44+ TAFIKGK++SLE+RL+ Ed++ A
Shijct: 50% ESNIANHQORFNKIPIKAVESTEDYAQRVGTVEDTIAATKSKVSSLENRLSATHOEADINA
568

Query: &1 AQAKISQLOHOQLEAAQAKSHKLIGOVEQLANTKBSLRTOLLAAKKEEQAQLRKANLDKALAL
120

AQAKFSQLO +L + +8 L+ QV QL +TK SLET+LLAAK +QAQLIA D++LA
Sbhjct: 556% AGAKVSOLQOFKLASTLKOSDSLNLOVROINLDTKGSLRTELLAAKAKGARLEATRDOSLAK
628

Query: 121 LASSKATLRKLEAAMEEAKARVAGLASOKAQLEDLLAFEINPNRIELAQEKVAAAKKALA
180

LAS XA LM+ EA E+A ARV L ++KA I+ L F+ NPNR+++ +E++ K+ LA
8bjct: 629 LASLEKAALHOTEALAEQRAARVTALVAKKAHLQYLROFPRLNPNRLOVIRERIDNTKODLA
488

Query: 181 DIEDKLLAAQASLSDLOAOQRARLOLEIAT 288

) T LL AQ +L+ LOA+++ Lo +IAT
Shict: €89 KTTSSLLNAQEALAALOAKQSSLEATIAT 717
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Figure 41 Secondary Structure Prediction of GAS 40

Figure d(a) Secondary Structure prediciion alignment with GAS 40
amino acid sequence

3

i ! | !
ML N OV KT AL D S T L AL LS A SV VEH AV A DR AR R T A SN TS L PR R ET TOEA KA T IDAY
LCCOCOCE sk hhHEHENEhc coes BEBe 20 000U a oo COoo OCe o i e s EHHHREHNEHAN
EXTLEOOKARLIELATALTR T TAE T NH LKEQODNEQKALTSAQET YTNT LAS SEETLLACOARHORELTA
HHR RSB  HEE AR B h R e ot hER RS HEHE
TETELHNAQADCHSKETALSEQRASEBARTTRACDLVEQVK I SRON T AKLNAMT SREDA T TKAAQTANDY
BHENEHHENHC oo chBHHEEhh oo el R s e IR B B h e Co BN RN HERMhe
TKALSSELE KA KA KAR Y KR P EE LA A O KA A LN E KRB ELORLKS SAPS TODS TGN THKABQaY
CHE R RN B R R T R B R HH R R HE SRR o O 0 SO0 e Baloangodng
PLERLEKLEASGY IGSAS YANY YKEHADYT I AKAS FONLNQYODL BADRNREVD PENS T PEVONELAQE
CHHEHBEMHhoC ot es s Och HEMHERBHE SR O chihhhhcasern solCUrCCCIC hH R R URREY
ARHMINSVRROLAL PPV T TAGS QR FAR LS TS YK THGN TR P S F VY GO P GVSSH Y GVEPHDRTT IRDRA
HEHEHNHHENHA OO0 e e s COOHRERRENNRhenoeaC0nCeRE eI Cesac ce ol Cle BERRST
GASGLIRNDDNMYENT GAFNDVH TVNGI KRG I YDS I KYMLF TDHLEGN T Y GHA TN FLEVDEHN PNARVYL
(R elt o gt S i K inta sy Jepovar HEHERE heecvaCooc hhRdheesas o CQUCOTUERR
GRS T ONVGS UM B P VM P RSN IANHOR FNR T P I KAVES TR VACRVETV S DT IR AT KGR VESLENRLSAT
EREsaoolooessecnoreot B RO o on o B HEHHER e hEHE BB e Co o CHEENRMRE
HOBADIMAROARYEQLOGKLAS TLROS DELNLOVROLND TKES LR PTELLAARAKOADL BATRDUS LAKLA
RN N R h e o OO e hhER B o O o ON MY H S M H B S R E R
SLKARLHOTEALARQARARVTALVAKKAN LY LR KL PRRLG VIR B IONTRODLAKT TS SLLNAQER
HHRHER R R S H AR o U o R M D R E RS Y R R
LAALOAKQESLEATT ATIRHOL T LUK T LA NS Y RELDED I ATV DLV AP PLIGVKELSY SEID LY REN
HHEHEHhIp ST oese o o hHBHEEMSHEEE bR ERRhhe c COC0a Qo sesg o CONER
OEMVKE TROLLEAS AR LAREN TS LVASALVEQ TS EMVASNA T VEKT TS 8 I TOPS RIS YEEGS 8T TENLT
BHHEHEHHAHEHHEHEH RS hERHHEHREh chBERI R hohbhhoSeRRe cCloeene 0o oot
BDVEES T RAL KRGV UNMLAAVEL TOFRERKESY
oURehHRHEHERhcospe Easoronreeeouil

16 20 a0 44 Rage: &0 76
| X

Sequence langth B3

PHD ¢
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Figure 4(b): Secondary Structure prediction based on PairCoil Score
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Figure 4(c): Secondary Structure prediction of Lencine Zipper within

coiled coil.
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Figure 8: mmunization in Murine Mou
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