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DESCRIPCION
Antigenos recombinantes del VSR
Antecedentes

La presente divulgacion se refiere al campo de la inmunologia. Mas particularmente, la presente divulgacion se
refiere a composiciones y procedimientos para provocar una respuesta inmune especifica para el Virus Sincitial
Respiratorio (VSR).

El Virus Sincitial Respiratorio (VSR) es la causa mas comun en todo el mundo de infecciones del tracto respiratorio
inferior (LRI) en nifios con menos de 6 meses de edad y bebés prematuros con un periodo de gestacion inferior o
igual a 35 semanas. El espectro de enfermedad por VSR incluye una amplia gama de sintomas respiratorios desde
rinitis y otitis a neumonia y bronquiolitis, las uUltimas dos enfermedades estando asociadas con morbilidad y
mortalidad considerables. Los seres humanos son el Unico reservorio conocido para el VSR. La propagacion del
virus a partir de secreciones nasales contaminadas se produce a través de gotitas respiratorias grandes, se necesita
un contacto muy cercano con un individuo infectado o superficie contaminada para su transmision. El VSR puede
persistir durante varias horas en juguetes u otros objetos, lo que explica la tasa elevada de infecciones nosocomiales
por VSR, en particular en salas de pediatria.

Se calcula que las cifras de mortalidad e infeccion anuales globales para el VSR son de 64 millones y 160.000
millones respectivamente. Solamente en Estados Unidos se calcula que el VSR es responsable de 18.000 a 75.000
hospitalizaciones y de 90 a 1.900 muertes al afio. En climas templados, el VSR esta bien documentado como una
causa de epidemias anuales de comienzos del invierno de LRI agudas, incluyendo bronquiolitis y neumonia. En
Estados Unidos, casi todos los nifios han sido infectados con VSR hacia los dos afios de edad. La tasa de incidencia
de LRI asociada con VSR en nifios por lo demas sanos se calculé como 37 de cada 1000 nifios al afio en los
primeros dos afios de vida (45 por cada 1000 nifios al afio en los lactantes menores de 6 meses de edad) y el riesgo
de hospitalizacién como 6 de cada 1000 nifios al afio (por 1000 nifios al afio en los primeros seis meses de vida). La
incidencia es mayor en los nifios con enfermedad cardiopulmonar y en los que nacen de forma prematura, que
constituyen casi la mitad de las hospitalizaciones relacionadas con el VSR en Estados Unidos. Los nifios que
experimentan una LRI mas severa causada por el VSR mas tarde tienen una mayor incidencia de asma infantil.
Estos estudios demuestran una necesidad generalizada de vacunas para el VSR, asi como el uso de las mismas, en
paises industrializados, en los que los costos del cuidado de los pacientes con LRI severa y sus secuelas son
sustanciales. El VSR también se reconoce cada vez mas como una causa importante de morbilidad enfermedades
similares a la gripe en los ancianos.

En esfuerzos para producir una vacuna para el VSR segura y eficaz y que produzca respuestas inmunes duraderas
y protectoras en poblaciones sanas y en riesgo se han intentado diversos enfoques. Sin embargo, ninguna de las
candidatas evaluadas hasta la fecha ha demostrado ser segura ni eficaz como una vacuna para evitar la infeccion
por el VSR y/o reducir o prevenir la enfermedad por el VSR, incluyendo infecciones del tracto respiratorio inferior
(LRI). Van Drunen Lihl-Van Den Hurk y col., Reviews in Medical Virology (2007) Vol. 17 paginas 9859-9864 discute
diversos enfoques con respecto a vacunas del VSR y reconoce que las proteinas F y G formuladas en vacunas
subunitarias por lo general son seguras.

Sumario

La presente invencion se refiere a antigenos recombinantes del virus sincitial respiratorio (VSR). De forma mas
especifica, la presente divulgacion se refiere a antigenos que incluyen una proteina F recombinante que se ha
modificado para estabilizar la conformacion de prefusion trimérica. La presente invencion se refiere a un antigeno de
virus sincitial respiratorio (VSR) recombinante que comprende un polipéptido de la proteina F soluble que
comprende un dominio F2 y un dominio F1 de un polipéptido de la proteina F del VSR, en el que no hay sitio de
escision de furina entre el dominio F» y el dominio F1, y en el que el polipéptido comprende adicionalmente un
dominio de trimerizacion heterdlogo en posicién C-terminal con respecto al dominio F1. Los antigenos recombinantes
desvelados presentan una inmunogenicidad superior, y se usan de forma particularmente favorable como
componentes de composiciones inmunogénicas (por ejemplo, vacunas) para proteccion frente a infeccion y/o
enfermedad por el VSR. También se desvelan acidos nucleicos que codifican los antigenos recombinantes,
composiciones inmunogénicas que contienen los antigenos, y procedimientos para producir y usar los antigenos.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1A es una ilustracion esquematica que resalta las caracteristicas estructurales de la proteina F del VSR.
La FIG. 1B es una ilustracion esquematica de antigenos de Prefusion F (PreF) del VSR a modo de ejemplo.

La FIG. 2 es un grafico de lineas que ilustra resultados representativos de analisis de fraccionamiento de flujo de
campo asimétrico (AFF-MALS) de PreF.

La FIG. 3 es un grafico de barras que muestra la inhibicién de neutralizaciéon de suero humano con antigeno
PreF.
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Las FIGS. 4A y B son graficos de barras que muestran titulaciones de IgG en suero provocadas en ratones como
respuesta al antigeno PreF.

Las FIGS. 5A y B son graficos de barras que ilustran titulaciones de anticuerpos de neutralizacion especificos
para el VSR provocados por el antigeno PreF.

Las FIGS. 6A y B son graficos que indican proteccion frente a estimulacion proporcionada por el antigeno PreF
del VSR en ratones.

La FIG. 7 es un grafico que evalua leucocitos BAL después de en inmunizacién y estimulacion.

Descripcion detallada

INTRODUCCION

El desarrollo de vacunas para prevenir la infeccion por el VSR se ha complicado por el hecho de que parece que
algunas respuestas inmunes del hospedador desempefian un papel en la patogénesis de la enfermedad. Algunos
estudios iniciales en la década de 1960 mostraban que algunos nifios vacunados con una vacuna de VSR inactivado
con formalina padecian enfermedades mas graves después de la exposicién al virus en comparacion con sujetos de
control sin vacunar. Estos ensayos iniciales dieron como resultado la hospitalizacién de un 80 % de vacunados y dos
muertes. El aumento de la gravedad de la enfermedad se ha reproducido en modelos animales y se cree que resulta
de niveles inadecuados de anticuerpos de neutralizacion de suero, falta de inmunidad local, e induccién excesiva de
una respuesta inmune similar a la de los linfocitos T auxiliares de tipo 2 (Th2) con eosinofilia pulmonar y aumento de
la produccién de citoquinas IL-4 e IL-5. Por el contrario, una vacuna satisfactoria que protege frente a la infecciéon por
el VSR induce una respuesta inmune desviada hacia Th1, caracterizada por la producciéon de IL-2 e interferén y
(IFN).

La presente invencion se refiere a un antigeno del virus sincitial respiratorio (VSR) recombinante que comprende un
polipéptido de la proteina F del VSR que comprende un dominio F2 y un dominio F1 de un polipéptido de la proteina
F del VSR, en el que no hay sitio de escision de furina entre el dominio F2 y el dominio F4, y en el que el polipéptido
comprende adicionalmente un dominio de trimerizaciéon heterélogo en posicién C-terminal con respecto al dominio
Fi.

La presente divulgacion se refiere a antigenos del virus sincitial respiratorio (VSR) recombinantes que resuelven los
problemas encontrados con antigenos del VSR usados anteriormente en vacunas, y mejoran las propiedades
inmunoloégicas asi como de fabricacién del antigeno. Los antigenos del VSR recombinantes desvelados en el
presente documento implican un analogo de la proteina Fusion (F) que incluye un polipéptido de la proteina F
soluble, que se ha modificado para estabilizar la conformacion de prefusion de la proteina F, es decir, la
conformacién de la proteina F ensamblada madura antes de la fusidon con la membrana de la célula hospedadora.
Estos analogos de la proteina F se denominan "PreF" o "antigenos PreF", por cuestiones de claridad y simplicidad.
Los antigenos PreF desvelados en el presente documento se basan en el descubrimiento inesperado de que
algunos analogos de la proteina F soluble que se han modificado por la incorporaciéon de un dominio de trimerizacion
heterélogo presentan caracteristicas inmunogénicas mejoradas, y son seguros y altamente protectores cuando se
administran a un sujeto in vivo.

En el presente documento se proporcionan algunos detalles de la estructura de la proteina F del VSR con referencia
a terminologia y denominaciones ampliamente aceptadas en la técnica, y se ilustran de forma esquematica en la
FIG. 1A. Una ilustracion esquematica de algunos antigenos PreF a modo de ejemplo se proporciona en la FIG. 1B.
Los expertos en la materia entenderan que cualquier proteina F del VSR se puede modificar para estabilizar la
conformacion de prefusién de acuerdo con las ensefianzas proporcionadas en el presente documento. Por lo tanto,
para facilitar la comprension de los principios que guian la producciéon de antigenos PreF, algunos componentes
estructurales individuales se indicaran con referencia a una proteina F a modo de ejemplo, cuyas secuencias de
polinucleétidos y aminoacidos se proporcionan en las SEQ ID NOs: 1 y 2, respectivamente. De forma analoga,
cuando sea aplicable, se describen antigenos de proteina G en referencia a una proteina G a modo de ejemplo,
cuyas secuencias de polinucleétidos y aminoacidos se proporcionan en las SEQ ID NOs: 3 y 4, respectivamente.

Con referencia a la secuencia de aminoacidos primaria del polipéptido de la proteina F (FIG. 1A), los siguientes
términos se usan para describir caracteristicas estructurales de los antigenos PreF.

El término FO se refiere a un precursor de la proteina F traducido de longitud completa. El polipéptido FO se puede
subdividir en un dominio F2 y un dominio F1 separados por un péptido de intervencién, denominado pep27. Durante
la maduracién, el polipéptido FO se somete a escision proteolitica en dos sitios de furina situados entre F2 y Fq y
flanqueando a Pep27. Con fines de discusion que sigue a continuacion, un dominio F» incluye al menos una parte, y
tanto como todos, de los aminoacidos 1-109, y una parte soluble de un dominio F1 incluye al menos una parte, y
hasta todos, de los aminoacidos 137-526 de la proteina F. Como se ha indicado anteriormente, estos posiciones de
los aminoacidos (y todas las posiciones de los aminoacidos posteriores mencionados en el presente documento) se
dan en referencia al polipéptido precursor de la proteina F a modo de ejemplo (Fo) de la SEQ ID NO: 2.
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El antigeno de prefusion F (o "PreF") es un analogo de la proteina F soluble (es decir, no unido a la membrana) que
incluye al menos una modificacion que estabiliza la conformaciéon de prefusiéon de la proteina F, de modo que el
antigeno del VSR retiene al menos un epitopo inmunodominante de la conformacion de prefusion de la protein F. El
polipéptido de la proteina F soluble incluye un dominio F2 y un dominio F1 de la proteina F del VSR (pero no incluye
un dominio transmembrana de la proteina F del VSR). En realizaciones a modo de ejemplo, el dominio F; incluye
aminoacidos 26-105 y el dominio F1 incluye los aminoacidos 137-516 de una proteina F. Sin embargo, también se
pueden usar partes mas pequefas, siempre y cuando se mantenga la conformacion tridimensional del antigeno de
PreF estabilizado. De forma analoga, también se pueden usar los polipéptidos que incluyen componentes
estructurales adicionales (por ejemplo, polipéptidos de fusién) en lugar de los dominios F>y F1 a modo de ejemplo,
siempre y cuando los componentes adicionales no alteren la conformacion tridimensional, o de otro modo influyan de
forma adversa en la estabilidad, produccion o procesamiento, o disminucién de la inmunogenicidad del antigeno. Los
dominios F» y F4 estan situados en una orientacion de N-terminal a C-terminal disefiada para replicar el plegamiento
y ensamblaje del analogo de la proteina F en la conformacion de prefusion madura. Para aumentar la produccion, el
dominio F» puede ir precedido por un péptido senal secretor, tal como un péptido sefal de la proteina F nativo o un
péptido sefial heterdlogo elegido para aumentar la produccion y secrecion en las células hospedadoras en las que
se va a expresar el antigeno de PreF recombinante.

Los antigenos de PreF se estabilizan (en la conformacion de prefusién trimérica) mediante la introduccion de una o
mas modificaciones, tales como la adicion, delecién o sustitucidon de uno o mas aminoacidos. Una modificacién de
estabilizacion de este tipo es la adiciébn de una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio de
estabilizacion heterdlogo. En realizaciones a modo de ejemplo, el dominio de estabilizacion heterdlogo es un
dominio de multimerizacion de proteina. Un ejemplo particularmente favorable de un dominio de multimerizacion de
proteina de este tipo es un dominio de bucles superenrollados, tal como un dominio de cremallera de isoleucina que
estimula la trimerizacién de multiples polipéptidos que tienen un dominio de este tipo. Un dominio de cremallera de
isoleucina a modo de ejemplo se representa en la SEQ ID NO: 11. Por lo general, el dominio de estabilizacién
heterdlogo esta situado en posicion C-terminal con respecto al dominio F;.

Opcionalmente, el dominio de multimerizaciéon esta conectado con el dominio F{ a través de una secuencia de
engarce de aminoacidos corta, tal como la secuencia GG. El engarce también puede ser un engarce mas largo (por
ejemplo, que incluye la secuencia GG, tal como la secuencia de aminoacidos: GGSGGSGGS; SEQ ID NO: 14). En
la técnica se conocen numerosos engarces conformacionalmente neutros que se pueden usar en este contexto sin
interrumpir la conformacioén del antigeno de PreF.

Otra modificacion de estabilizacion es la eliminacion de un sitio de reconocimiento y escisién de furina que esta
situado en los dominios F» y F1 en la proteina FO nativa. Uno o ambos sitios de reconocimiento de furina, situados en
las posiciones 105-109 y en las posiciones 133-136 se pueden eliminar mediante delecion o sustitucion de uno o
mas aminoacidos de los sitios de reconocimiento de furina, de modo que la proteasa es incapaz de escindir el
polipéptido PreF en sus dominios componentes. Opcionalmente, el péptido pep27 de intervenciéon también se puede
retirar o sustituir, por ejemplo, mediante un péptido de engarce. Ademas, u opcionalmente, un sitio de escision que
no es furina (por ejemplo, un sitio de metaloproteinasa en las posiciones 112-113) en proximidad con el péptido de
fusion se puede retirar o sustituir.

Otro ejemplo de mutacion de estabilizacién es la adicion o delecién de un aminoacido hidréfilo en un dominio
hidréfobo de la proteina F. Por lo general, un aminoacido cargado, tal como lisina, se afiadira o sustituira para un
resto neutro, tal como leucina, en la region hidréfoba. Por ejemplo, un aminoacido hidrofilo se puede afiadir a, o
sustituir por, un aminoacido hidréfobo o neutro dentro del dominio de bucles superenrollados HRB del dominio
extracelular de la proteina F. A modo de ejemplo, un resto de aminoacido cargado, tal como lisina, se puede sustituir
por la leucina presente en la posicién 512 de la proteina F. Como alternativa, o ademas, un aminoacido hidréfilo se
puede afadir a, o sustituir por, un aminoacido hidréfobo o neutro dentro del dominio HRA de la proteina F. Por
ejemplo, uno o mas aminoacidos cargados, tales como lisina, se pueden insertar en o cerca de la posicion 105-106
(por ejemplo, después del aminoacido que corresponde al resto 105 de la SEQ ID NO: 2 de referencia, tal como
entre los aminoacidos 105 y 106) del antigeno de PreF). Opcionalmente, los aminoacidos hidréfilos se pueden
afiadir o sustituir en los dominios tanto HRA como HRB. Como alternativa, uno o mas restos hidréfobos se pueden
suprimir, siempre y cuando la conformacion global del antigeno de PreF no se vea afectada de forma adversa.

Cualquiera y/o todas las modificaciones de estabilizacion se pueden usar de forma individual y/o en combinacion con
cualquiera de las otras modificaciones de estabilizacion desveladas en el presente documento para producir un
antigeno de PreF. Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona una proteina de PreF que comprende un
polipéptido que comprende un dominio F2 y un dominio F1 sin sitio de escisién de furina de intervencion entre el
dominio F2 y el dominio F4, y con un dominio de estabilizacion heterélogo (por ejemplo, dominio de trimerizacion)
situado en la posicion C-terminal con respecto al dominio F4. En determinadas realizaciones, el antigeno de PreF
también incluye una o mas adiciones y/o sustituciones de un resto hidréfilo en un dominio HRA y/o HRB hidréfobo.
Opcionalmente, el antigeno de PreF tiene una modificacion de al menos un sitio de escision que no es furina, tal
como un sitio de metaloproteinasa.
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Un antigeno de PreF puede incluir opcionalmente un componente de polipéptido adicional que incluye al menos una
parte inmunogénica de la proteina G del VSR. Es decir, en ciertas realizaciones, el antigeno de PreF es una proteina
quimérica que incluye tanto un componente de la proteina F como de la proteina G. El componente de la proteina F
puede ser cualquiera de los antigenos de PreF descritos anteriormente, y el componente de la proteina G se
selecciona para que sea una parte inmunolégicamente activa de la proteina G del VSR (hasta y/o incluyendo una
proteina G de longitud completa). En realizaciones a modo de ejemplo, el polipéptido de la proteina G incluye los
aminoacidos 149-229 de una proteina G (en la que las posiciones de los aminoacidos se designan con referencia a
la secuencia de la proteina G representada en la SEQ ID NO: 4). Una persona con experiencia en la materia
observara que se puede usar una parte o fragmento mas pequefio de la proteina G, siempre y cuando la parte
seleccionada mantenga las caracteristicas inmunoldgicas dominantes del fragmento mas grande de la proteina G.
En particular, el fragmento seleccionado mantiene el epitopo inmunolégicamente dominante entre aproximadamente
las posiciones de los aminoacidos 184-198 (por ejemplo, los aminoacido 180-200), y es lo suficientemente largo
como para plegarse y ensamblarse en una conformacion estable que presenta el epitopo inmunodominante.
También se pueden usar fragmentos mas largos, por ejemplo, desde aproximadamente el aminoacido 128 a
aproximadamente el aminoacido 229, hasta la proteina G de longitud completa. Siempre y cuando el fragmento
seleccionado se pliegue en una conformacion estable en el contexto de la proteina quimérica, y no interfiera con la
produccién, procesamiento o estabilidad cuando se produce de forma recombinante en células hospedadoras.
Opcionalmente, el componente de la proteina G esta conectado al componente de la proteina F a través de una
secuencia de engarce de aminoacidos corta, tal como la secuencia GG. El engarce también puede ser un engarce
mas largo (tal como la secuencia de aminoacidos: GGSGGSGGS: SEQ ID NO: 14). En la técnica se conocen
numerosos engarces conformacionalmente neutros que se pueden usar en este contexto sin alterar la conformacion
del antigeno de PreF.

Opcionalmente, el componente de la proteina G puede incluir una o mas sustituciones de aminoacidos que reducen
o previenen el aumento de la enfermedad viral en un modelo animal de enfermedad por VSR. Es decir, la proteina G
puede incluir una sustitucion de aminoacidos, de modo que cuando una composicién inmunogénica que incluye el
antigeno quimérico de PreF-G se administra a un sujeto seleccionado entre un modelo animal aceptado (por
ejemplo, modelo de VSR de raton), el sujeto presenta reduccion o ningun sintoma de enfermedad virica potenciada
por vacuna (por ejemplo, eosindfilos, neutrdfilos), en comparacion con un animal de control que recibe una vacuna
que incluyendo la que contiene una proteina G sin modificar. La reduccién y/o prevencion de enfermedad virica
potenciada por vacuna puede ser evidente cuando las composiciones inmunogénicas se administran en ausencia de
adyuvante (pero no, por ejemplo, cuando los antigenos se administran en presencia de un adyuvante fuerte que
induce Th1). Ademas, la sustitucion de aminoacidos puede reducir o prevenir la enfermedad virica potenciada por
vacuna cuando se administra a un sujeto humano. Un ejemplo de una sustitucion de aminoacidos adecuada es la
sustitucién de la asparagina en la posicién 191 por una alanina (Asn — Ala en el aminoacido 191: N191A).

Opcionalmente, cualquier antigeno de PreF descrito anteriormente puede incluir una secuencia adicional que sirve
como una ayuda en la purificacion. Un ejemplo, es una etiqueta de polihistidina. Una etiqueta de este tipo se puede
retirar del producto final si se desea.

Cuando se expresan, los antigenos de PreF se someten a plegamiento intramolecular y se ensamblan en proteina
madura que incluye un multimero de polipéptidos. De forma favorable, los polipéptidos del antigeno de preF se
ensamblan en un trimero que se parece a la conformacién de prefusion de la proteina F del VSR, procesada,
madura.

Cualquiera de los antigenos de PreF (incluyendo antigenos de PreF-G) desvelados en el presente documento se
puede usar de forma favorable en composiciones inmunogénicas con el fin de provocar una respuesta inmune
protectora frente al VSR. Tales composiciones inmunogénicas por lo general incluyen un vehiculo y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como un tampoén. Para mejorar la respuesta inmune producida después de la
administracion, la composicion inmunogénica por lo general también incluye un adyuvante. En el caso de
composiciones inmunogénicas para provocar una respuesta inmune frente al VSR (por ejemplo, vacunas), las
composiciones favorables incluyen un adyuvante que predominantemente provoca una respuesta inmune a Th1 (un
adyuvante de desviacion hacia Th1). Por lo general, el adyuvante se selecciona para que sea adecuado para
administraciéon a la poblacion diana a la que se va a administrar la composiciéon. Por lo tanto, dependiendo de la
aplicacion, el adyuvante se selecciona para que sea adecuado para administracién, por ejemplo, a neonatos con las
personas de mayor edad.

Las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento se usan de forma favorable como vacunas
para la reduccion o prevencion de infeccién con VSR, sin inducir una respuesta patoldgica (tal como enfermedad
viral potenciada con vacuna) después de administracion o exposicién al VSR.

En algunas realizaciones, la composicion inmunogénica incluye un antigeno de PreF (tal como la realizacion a modo
de ejemplo ilustrada por la SEQ ID NO: 6) y un segundo polipéptido que incluye un componente de la proteina G. El
componente de la proteina G por lo general incluye al menos los aminoacidos 149-229 de una proteina G. aunque
se pueden usar partes mas pequefias de la proteina G, tales fragmentos deberian incluir, como minimo, el epitopo
dominante inmunolégico de los aminoacidos 184-198. Como alternativa, la proteina G puede incluir una parte mas
grande de la proteina G, tal como los aminoacidos 128-229 o 130-230, opcionalmente como un elemento de una
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proteina mas grande, tal como la proteina G de longitud completa, o un polipéptido quimérico.

En otras realizaciones, la composicion inmunogénica incluye un antigeno de PreF que es una proteina quimérica
que también incluye un componente de la proteina G (tal como las realizaciones a modo de ejemplo ilustradas por
las SEQ ID NOs: 8 y 10). El componente de la proteina G de un antigeno de PreF quimérico (o PreF-G) de este tipo
por lo general incluye al menos los aminoacidos 149-229 de una proteina G. Como se ha indicado anteriormente,
también se pueden usar fragmentos mas pequefios o mas grandes (tales como los aminoacidos 129-229 o 130-230)
de la proteina G, siempre y cuando se mantengan los epitopos inmunodominantes, y la conformacion del antigeno
de PreF-G no se vea influida de forma adversa.

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas también pueden incluir al menos un antigeno adicional de un
organismo patégeno distinto del VSR. Por ejemplo, el organismo patégeno es un virus distinto del VSR, tal como
virus de la Parainfluenza (PIV), sarampion, hepatitis B, poliovirus, o virus de la gripe. Como alternativa, el organismo
patégeno puede ser una bacteria, tal como difteria, tétanos, pertussis, Haemophilus influenzae, y Pneumococcus.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican cualquiera de los antigenos de PreF (incluyendo antigenos de
PreF-G) también son una caracteristica de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, la secuencia de
polinucledtidos del acido nucleico que codifica el antigeno de PreF del acido nucleico se optimiza para expresion en
un hospedador seleccionado (tal como células CHO, otras células de mamifero, o células de insecto). Por
consiguiente, los vectores, incluyendo vectores de expresion (que incluyen vectores de expresion procariotas y
eucariotas) son una caracteristica de la presente divulgacion. De forma analoga, las células hospedadoras que
incluyen tales acidos nucleicos, y vectores, son una caracteristica de la presente divulgacion. Tales acidos nucleicos
también se pueden usar en el contexto de composiciones inmunogénica para administracion a un sujeto para
provocar una respuesta inmune especifica para el VSR.

Los antigenos de PreF se usan de forma favorable para la prevencion y/o tratamiento de infeccion por el VSR. Por lo
tanto, otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para provocar una respuesta inmune
frente al VSR. El procedimiento implica la administracion de una cantidad inmunolégicamente eficaz de una
composicion que contiene un antigeno de PreF a un sujeto (tal como un sujeto humano o animal). La administracion
de una cantidad inmunoldgicamente eficaz de la composicion provoca una respuesta inmune especifica para epitopo
presentes en el antigeno de PreF. Tal respuesta inmune puede incluir respuestas de linfocitos B (por ejemplo, la
produccion de anticuerpos de neutralizacion) y/o respuestas de linfocitos T (por ejemplo, la produccion de
citoquinas). De forma favorable, la respuesta inmune provocada por el antigeno de PreF incluye elementos que son
especificos para al menos un epitopo conformacional presente en la conformacién de prefusion de la proteina F del
VSR Los antigenos y composiciones de PreF se pueden administrar a un sujeto sin aumentar una enfermedad viral
después del contacto con el VSR De forma favorable, los antigenos de PreF desvelados en el presente documento y
composiciones inmunogénicas formuladas de forma adecuada provocan una respuesta inmune desviada hacia Th1
que reduce o previene la infeccion con un VSR y/o reduce o previene una respuesta patoldgica después de infeccion
con un VSR.

Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar a través de una diversidad de vias, incluyendo vias tales
como intranasal, que colocan directamente el antigeno de PreF en contacto con la mucosa del tracto respiratorio
superior. Como alternativa, se pueden usar algunas vias de administracion mas tradicionales, tal como una via de
administracion intramuscular.

Por lo tanto, también se contempla el uso de cualquiera de los antigenos del VSR (o acidos nucleicos) desvelados
en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de infeccion por VSR (por ejemplo, tratamiento de forma
profilactica o prevencion de una infeccion por VSR). Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona los
antigenos del VSR recombinantes desvelados o las composiciones inmunogénicas para uso en medicina, asi como
el uso de los mismos para la prevencién o tratamiento de enfermedades asociadas con el VSR.

Algunos detalles adicionales con respecto a antigenos de PreF, y procedimientos para su uso, se presentan en la
descripcion y ejemplos que siguen a continuacion.

TERMINOS

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

A menos que se explique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que normalmente entiende un experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente divulgacion. Algunas definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en
Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y col.,
(eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y
Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).
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Los términos en singular "un”, "uno", y "el" incluyen referentes en plural a menos que el contexto lo indique
claramente de otro. De forma analoga, el término "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto no indique
claramente de otro modo. El término "pluralidad” se refiere a dos o mas. Se debe entender adicionalmente que todos
los tamarios de bases o tamafios de aminoacidos, y todos los valores de pesos moleculares o masas moleculares,
dados para acidos nucleicos o polipéptido son aproximados, y se proporcionan para descripcion. Ademas, se
pretende que las limitaciones numéricas dadas con respecto a concentraciones o niveles de una sustancia, tal como
un antigeno, sean aproximadas. Por lo tanto, cuando se indica que una concentracién es al menos (por ejemplo)
200 pg, se pretende que se entienda que la concentracion es al menos aproximadamente (o "aproximadamente" o

u~||) 200 pg

Aunque en la practica o ensayo de la presente divulgacion se pueden usar algunos procedimientos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacion se proporcionan algunos
procedimientos y materiales adecuados. El término "comprende" se refiere a "incluye". Por lo tanto, a menos que el
contexto lo requiera de otro modo, se entendera que el término "comprende”, y variaciones tales como "comprender”
y "que comprende" implica la inclusion de un compuesto o composicion indicados (por ejemplo, acido nucleico,
polipéptido, antigeno) o etapa, o grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro compuesto,
composicion, etapa o grupo de los mismos. La abreviatura, "por ejemplo" se deriva del latin exempli gratia, y en el
presente documento se usa para indicar un ejemplo no limitante. Por lo tanto, la abreviatura "e.g." es sindnima con el
término "por ejemplo".

El virus sincitial respiratorio (VSR) es un virus patdégeno de la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae,
género Pneumovirus. El genoma del VSR es una molécula de ARN de sentido negativo, que codifica 11 proteinas.
Una asociacion estrecha del genoma del ARN con la proteina N viral forma una nucleocapside encuentra dentro de
la envoltura viral. Se han descrito dos grupos de cepas del VSR humano, los grupos A y B, basandose en las
diferencias de antigenicidad de la glicoproteina G. Hasta la fecha se han aislado numerosas cepas del VSR. Algunas
cepas a modo de ejemplo indicadas con numero de referencia en GenBank y/o EMBL se pueden encontrar en el
documento W02008114149, que se incorpora en el presente documento por referencia con el fin de desvelar las
secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos de las proteinas F y G del VSR adecuadas para puso en antigenos
PreF (incluyendo antigenos PreF-G quiméricos), y en combinaciones con antigenos PreF. Probablemente se van a
aislar algunas cepas de VSR adicionales, y estan incluidas dentro del género del VSR. De forma analoga, el género
del VSR incluye variantes que se producen a partir de origen natural (por ejemplo, cepas identificadas previa o
posteriormente) mediante deriva genética, o sintesis artificial y/o recombinacion.

El término "proteina F" o "proteina de Fusién" o "polipéptido de la proteina F" o "polipéptido de proteina de Fusién"
se refiere a un polipéptido o proteina que tiene toda o parte de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de
proteina de Fusién del VSR. Del mismo modo, la expresién "proteina G" o "polipéptido de la proteina G" se refiere a
un polipéptido o proteina que tienen toda o parte de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de proteinas
de union al VSR. Se han descrito numerosas proteinas de Fusion y Union al VSR y son conocidas por los expertos
en la materia. El documento W02008114149 expone algunas variantes de la proteina F y G a modo de ejemplo (por
ejemplo, variantes de origen natural) disponibles al publico a partir de la fecha de presentacion de la presente
divulgacion.

Una "variante" cuando se refiere a un acido nucleico o un polipéptido (por ejemplo, un acido nucleico o polipéptido
de la proteina F o G del VSR, o un acido nucleico o polipéptido PreF) es un acido nucleico o un polipéptido que se
diferencia de un acido nucleico o polipéptido de referencia. Normalmente, la diferencia(s) entre el acido nucleico o
polipéptido variante y de referencia constituye un ndmero de diferencias proporcionalmente pequefio en
comparacioén con el referente.

Un "dominio" de un polipéptido o proteina es un elemento definido estructuralmente dentro del polipéptido o
proteina. Por ejemplo, un "dominio de trimerizacion" es una secuencia de aminoacidos dentro de un polipéptido que
estimula el ensamblaje del polipéptido en trimeros. Por ejemplo, un dominio de trimerizacion estimular el ensamblaje
en trimeros mediante asociaciones con otros dominios de trimerizacion (de polipéptidos adicionales con la misma
secuencia de aminoacidos o una diferente). El término también se usa para hacer referencia a un polinucleétido que
codifica un péptido o polipéptido de este tipo.

Los términos "nativo" y "de origen natural" se refieren a un elemento, tal como una proteina, polipéptido o acido
nucleico, que esta presente en el mismo estado que en el que se encuentra en la naturaleza. Es decir, el elemento
no se ha modificado artificialmente. Se entendera, que en el contexto de la presente divulgacion, existen numerosas
variantes nativas/de origen natural de proteinas o polipéptidos del VSR, por ejemplo, obtenidas a partir de diferentes
cepas o aislados del VSR de origen natural.

El término "polipéptido" se refiere a un polimero en el que los monémeros son restos de aminoacidos que estan
unidos en conjunto a través de enlaces amida. Los términos "polipéptido” o "proteina" como se usan en el presente
documento pretenden incluir cualquier secuencia de aminoacidos e incluyen secuencias modificadas tales como
glicoproteinas. El término "polipéptido" pretende cubrir de forma especifica proteinas de origen natural, asi como las
que se producen de forma recombinante o sintética. El término "fragmento”, en referencia a un polipéptido, se refiere
a una parte (es decir, una subsecuencia) de un polipéptido. La expresion "fragmento inmunogénico” se refiere a
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todos los fragmentos de un polipéptido que retienen al menos un epitopo inmunogénico predominante de la proteina
polipéptido de referencia de longitud completa. La orientacion dentro de un polipéptido se menciona por lo general
de una direccion N-terminal a C-terminal, definida por la orientacién de los restos amino y carboxi de los
aminoacidos individuales. Los polipéptido se traducen desde el extremo N o amino hacia el extremo C o carboxi.

Un "péptido sefal" es una secuencia corta de aminoacidos (por ejemplo, una longitud de aproximadamente 18-25
aminoacidos) que dirige proteinas secretoras o de membrana recién sintetizadas a y a través de membranas, por
ejemplo, del reticulo endo plasmatico. Los péptidos sefial se sitian frecuentemente, pero no universalmente en el
extremo N-terminal de un polipéptido, y frecuentemente se extinguen con peptidasas sefial después de que la
proteina haya atravesado la membrana. Las secuencias sefial por lo general contienen tres caracteristicas
estructurales comunes: una region basica polar N-terminal (regiéon n), un nucleo hidréfobo, y una region c hidrdfila).

Los términos "polinucledtido” y "secuencia de acidos nucleicos" se refieren a una forma polimérica de nucleotidos
con una longitud de al menos 10 bases. Los nucleétidos pueden ser ribonucleétidos, desoxirribonucleotidos, o
formas modificadas de cualquier nucleétido. El término incluye formas individuales y dobles de ADN. Por
"polinucledtido aislado" se hace referencia a un polinucledtido que no es inmediatamente contiguo con ambas
secuencias de codificacion con las que es inmediatamente contiguo (una en el extremo en la posiciéon 5’ y otra en el
extremo en la posicion 3’) en el genoma de origen natural del organismo del que se deriva. En una realizacion, un
polinucledtido codifica un polipéptido. La direccion en las posiciones 5 y 3’ de un acido nucleico se define por
referencia a la conectividad de unidades de nucleétidos individuales, y se nombra de acuerdo con las posiciones del
carbono del anillo de aztcar desoxirribosa (o ribosa). El contenido de informacion (codificacion) de una secuencia de
polinucleétidos se lee en una direccién desde la posicion 5’ a la posicién 3'.

Un acido nucleico "recombinante" es uno que tiene una secuencia que no tiene origen natural o tiene una secuencia
que se fabrica mediante una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro modo. Esta
combinacion artificial se puede realizar mediante sintesis quimica o, mas cominmente, mediante la manipulacién
artificial de segmentos aislados de acidos nucleicos, por ejemplo, mediante técnicas de ingenieria genética. Una
proteina "recombinante” es una que esta codificada por un acido nucleico heterdlogo (por ejemplo, recombinante),
que se ha introducido en una célula hospedadora, tal como una célula bacteriana o eucariota. El acido nucleico se
puede introducir en un vector de expresion que tiene sefiales capaces de expresar la proteina codificada por el acido
nucleico introducido o el acido nucleico se puede integrar en el cromosoma de la célula hospedadora.

El término "heterdlogo” con respecto a un acido nucleico, un polipéptido u otro componente celular, indica que el
componente se produce cuando no se encuentra normalmente en la naturaleza y/o que se origina a partir de una
fuente o especie diferentes.

El término "purificacion” (por ejemplo, con respecto a un patdgeno o una composicion que contiene un patdégeno) se
refiere al procedimiento para retirar componentes de una composicion, cuya presencia no se desea. Purificacion es
un término relativo, y no requiere que todas las trazas del componente no deseados se retiren de la composicion. En
el contexto de produccion de vacunas, purificacion incluye procedimientos tales como centrifugacion, dialisis,
cromatografia de intercambio idnico, y cromatografia de exclusion por tamafio, purificacion por afinidad o
precipitacion. Por tanto, el término "purificado” no requiere una pobreza absoluta; en su lugar, se pretende como un
término relativo. Por lo tanto, por ejemplo, una preparacion de acido nucleico purificado es una en la que la proteina
especificada estda mas enriquecida de lo que el acido nucleico lo esta en su entorno generativo, por ejemplo, dentro
de una célula o en una camara de reaccidon bioquimica. Una preparacién de acido nucleico o proteina
sustancialmente puros se debe purificar de modo que el acido nucleico deseado represente al menos un 50 % del
contenido total de acido nucleico en la preparacion. En determinadas realizaciones, un acido nucleico
sustancialmente puro representara al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, o al menos un 95 % o mas del contenido total de acido nucleico o proteina de la preparacion.

Un componente biolégico "aislado” (tal como una molécula de acido nucleico, proteina u organulo) se ha separado o
purificado sustancialmente de otros componentes biolégicos en la célula del organismo en el que el componente se
produce de forma natural, tal como, otro ADN y ARN cromosomico y extracromosoémico, proteinas y organulos.
Algunos acidos nucleicos y proteinas que se han "aislado" incluyen acidos nucleicos y proteinas purificados
mediante procedimientos convencionales de purificacion. El término también incluye acidos nucleicos y proteinas
preparados mediante expresion recombinante en una célula hospedadora asi como acidos nucleicos y proteinas
sintetizados quimicamente.

Un "antigeno" es un compuesto, composicion o sustancia que puede estimular la produccién de anticuerpos y/o una
respuesta de linfocitos T en un animal, incluyendo composiciones que se inyectan, absorben o de otro modo se
introducen en un animal. El término "antigeno" incluye todos los epitopos antigénicos relacionados. El término
"epitopo" o "determinante antigénico" se refiere a un sitio en un antigeno a qué responden los linfocitos B y/o T. Los
"epitopos antigénicos dominantes" o "epitopo dominante" son los epitopos a los que se fabrica una respuesta
inmune al hospedador funcionalmente significativa, por ejemplo, una respuesta a anticuerpo o una respuesta a
linfocitos T. Por lo tanto, con respecto a una respuesta inmune protectora frente a un patégeno, los epitopos
antigénicos dominantes son esos restos antigénicos que cuando son reconocidos por el sistema inmune del
hospedador dan como resultado proteccion de enfermedad causada por el patégeno. La expresion "epitopo de
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linfocitos T" se refiere a un epitopo que cuando se une a una molécula de MHC apropiada se une de forma
especifica mediante un linfocito T (mediante un receptor de linfocitos T). Un "epitopo de linfocitos B" es un epitopo
que se une de forma especifica mediante un anticuerpo (o molécula receptora de linfocitos B).

Un "adyuvante" es un agente que aumenta la produccion de una respuesta inmune de una manera no especifica.
Algunos adyuvantes comunes incluyen suspensiones de minerales (alum, hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio)
en el que se adsorbe el antigeno; emulsiones, incluyendo emulsiones de agua en aceite, y de aceite en agua (y
variantes de las mismas, incluyendo emulsiones dobles y emulsiones reversibles), liposacaridos, lipopolisacaridos,
acidos nucleicos inmunoestimuladores (tales como oligonucleétidos CpG), liposomas, agonistas del receptor de tipo
Toll (en particular, agonistas TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9), y diversas combinaciones de tales componentes.

Una "composicion inmunogénica" es una composicion de materia adecuada para administracion a un sujeto humano
o animal (por ejemplo, en un entorno experimental) que es capaz de provocar una respuesta inmune especifica, por
ejemplo, frente a un patdgeno, tal como VSR. Como tal, una composicién inmunogénica incluye uno o mas
antigenos (por ejemplo, antigenos de polipéptido) o epitopos antigénicos. Una composicion inmunogénica también
puede incluir uno o0 mas componentes adicionales capaces de provocar o aumentar una respuesta inmune, tal como
un excipiente, vehiculo y/o adyuvante. En ciertos casos, las composiciones inmunogénicas se administran para
provocar una respuesta inmune que protege al sujeto frente a sintomas o afecciones inducidas por un patégeno. En
algunos casos, los sintomas o enfermedad causados por un patégeno se previenen (o reducen o mejoran)
inhibiendo la replicacion del patégeno (por ejemplo, VSR) después de exposicion del sujeto al patdégeno. En el
contexto de la presente divulgacion, se entendera que la expresion composicién inmunogénica incluye
composiciones que estan destinadas a administracion a un sujeto o poblacién de sujetos con el fin de provocar una
respuesta inmune protectora o paliativa frente al VSR (es decir, composiciones de vacuna o vacunas).

Una "respuesta inmune" es una respuesta de una célula del sistema inmune, tal como un linfocito B, linfocito T, o
monocito, a un estimulo. Una respuesta inmune puede ser una respuesta de linfocitos B, que da como resultado la
produccion de anticuerpos especificos, tales como anticuerpos de neutralizacion especificos de antigeno. Una
respuesta inmune también puede ser una respuesta de linfocitos T, tal como una respuesta de CD4" o una
respuesta de CD8". En algunos casos, la respuesta es especifica para un antigeno en particular (es decir, una
"respuesta especifica de antigeno"). Si el antigeno se deriva de un patdgeno, la respuesta especifica del antigeno es
una " respuesta especifica de patdgeno”. Una "respuesta inmune protectora" es una respuesta inmune que inhibe
una funcion o actividad perjudicial de un patégeno, reduce la infeccion por un patégeno, o disminuye sintomas
(incluyendo muerte) que resultan de la infeccion por el patégeno. Una respuesta inmune protectora se puede medir,
por ejemplo, mediante la inhibicién de la replicacion viral o formacién de placas en un ensayo de reduccion de placas
o ensayo de neutralizacion de ELISA, o midiendo la resistencia a estimulacion de patdégenos in vivo.

Una respuesta inmune desviada hacia "Th1" se caracteriza por la presencia de células auxiliares CD4" T que
producen IL-2 e IFN-y, y por lo tanto, mediante la secrecion o presencia de IL-2 e IFN-y. Por el contrario, una
respuesta inmune desviada hacia "Th2" se caracteriza por una preponderancia de células auxiliares CD4" que
producen IL-4, IL-5, e IL-13.

Una "cantidad inmunoldgicamente eficaz" es una cantidad de una composicion (por lo general, una composicion
inmunogénica) usada para provocar una respuesta inmune en un sujeto a la composicién o a un antigeno en la
composicion. Normalmente, el resultado deseado es la produccion de una respuesta inmune especifica de antigeno
(por ejemplo, patégeno) si es capaz de o que contribuye a la proteccion del sujeto frente al patdgeno. Sin embargo,
para obtener una respuesta inmune protectora frente a un patdgeno, se pueden necesitar multiples administraciones
de la composicion inmunogénica. Por lo tanto, en el contexto de la presente divulgacion, la expresion cantidad
inmunoldgicamente eficaz incluye una dosis fraccionaria que contribuye, en combinacion con administraciones
previas o posteriores, a la obtencién de una respuesta inmune protectora.

El adjetivo "farmacéuticamente aceptable" indica que el referente es adecuado para administracion a un sujeto (por
ejemplo, un sujeto humano o animal). Remington’s Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 152 Edicion (1975), describe composiciones y formulaciones (incluyendo diluyentes) adecuadas para
administracion farmacéutica de composiciones terapéuticas y/o profilacticas, incluyendo composiciones
inmunogénicas.

El término "modular" en referencia a una respuesta, tal como una respuesta inmune, significa alterado variar el inicio,
magnitud, duracion o caracteristicas de la respuesta. Un agente que modula una respuesta inmune altera al menos
uno del inicio, magnitud, duracion o caracteristicas de una respuesta inmune después de su administracion, o que
altera al menos uno del inicio, magnitud, duracion caracteristica en comparacion con un agente de referencia.

El término "reduce" es un término relativo, de modo que un agente reduce una respuesta o afeccion si la respuesta o
afeccion disminuye de forma cuantitativa después de la administracion del agente, o si disminuye después de la
administracion del agente, en comparacion con un agente de referencia. De forma analoga, el término "previene" no
significa necesariamente que un agente elimine completamente la respuesta o afeccion, siempre y cuando se
elimine al menos una caracteristica de la respuesta o afeccion. Por lo tanto, una composicion inmunogénica que
renuncio previene una infecciéon o una respuesta, tal como una respuesta patolédgica, por ejemplo, enfermedad viral
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potenciada por vacuna, puede, eliminar, pero no necesariamente de forma total, una infeccién o respuesta, siempre
y cuando la infeccion o respuesta seria disminuida de forma mensurable, por ejemplo, en al menos
aproximadamente un 50 %, tal como en al menos aproximadamente un 70 %, o aproximadamente un 80 %, o
incluso en aproximadamente un 90 % de (es decir, en un 10 % o inferior a) la infeccidon o respuesta en ausencia del
agente, 0 en comparacion con un agente de referencia.

Un "sujeto" es un organismo vertebrado multicelular vivo. En el contexto de la presente divulgacion, el sujeto puede
ser un sujeto experimental, tal como un animal no humano, por ejemplo, un ratén, una rata del algodén, o un primate
no humano. Como alternativa, el sujeto puede ser un sujeto humano.

ANTIGENOS DE PreF

En la naturaleza, la proteina F del VSR se expresa como un solo precursor de polipéptido con una longitud de 574
aminoacidos, denominado FO. /In vivo, FO se oligomeriza en el reticulo en lo plasmatico y se procesa de forma
proteolitica por una furina proteasa en dos secuencias consenso de furina conservadas (sitios de escision de furina),
RARR'® (SEQ ID NO: 15) y RKRR'* (SEQ ID NO: 16) para generar un oligémero que consiste en dos fragmentos
unidos por disulfuro. El mas pequefio de estos fragmentos se denomina F2 y se origina desde la parte N-terminal del
precursor de FO. Los expertos en la materia reconoceran que las abreviaturas FO, F1 y F2 se denominan
normalmente Fo, F1 y F2 en la bibliografia cientifica. El fragmento F1 C-terminal mas grande ancla la proteina F en la
membrana a través de una secuencia de aminoacidos hidréfobos, que son adyacentes a una cola hito plasmatica de
24 aminodacidos. Tres dimeros F2-F1 se asocian para formar una proteina F madura, que adopta una conformacién
prefusogénica ("prefusion") metaestable que se pone en funcionamiento para experimentar un cambio
conformacional después de contacto con una membrana de célula diana. Este cambio conformacional expone a una
secuencia hidréfoba, conocida como el péptido de fusién, que se asocia con la membrana de la célula hospedadora
y estimula la fusion de la membrana del virus, o una célula infectada, con la membrana de la célula diana.

El fragmento F1 contiene al menos un dos dominios de repeticion heptad, denominados HRA y HRB, y situados en
proximidad a los dominios de ancla de péptido de fusién y transmembrana, respectivamente. En la conformacion de
prefusion, el dimero F2-F1 forma una estructura de cabeza y tallo globular, en la que los dominios HRA estan en una
conformaciéon segmentada (extendida) en la cabeza globular. Por el contrario, los dominios HRB forman un tallo de
bucles superenrollados de tres hebras que se extienden desde la regidon de la cabeza. Durante la transicion de la
prefusion a las conformaciones postfusion, los dominios HRA se colapsan y se ponen en proximidad con los HRB
para formar un haz de seis hélices anti-paralelas. En el estado de postfusion, el péptido de fusién y dominios
transmembrana se yuxtaponen para facilitar la fusion de la membrana.

Aunque la descripcion conformacional proporcionada anteriormente se basa en el modelado molecular de datos
cristalograficos, las distinciones estructurales entre las conformaciones de prefusion y postfusion se pueden
controlar sin recurrir a la cristalografia. Por ejemplo, la micrografia electrénica se puede usar para distinguir entre las
conformaciones de prefusion y postfusion (como alternativa denominadas prefusogénica y fusogénica), como se
demuestra en Calder y col., Virology, 271: 122-131 (2000) y Morton y col., Virology, 311: 275-288, que se incorporan
en el presente documento por referencia con el fin de sus ensefianzas tecnoldgicas. La conformacion de prefusion
también se puede distinguir de la conformacion fusogénica (postfusion) mediante ensayos de asociacion de
liposomas como se describe en Connolly y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103: 17903-17908 (2006), que también
se incorpora en el presente documento por referencia con el fin de sus ensefianzas tecnolégicas. Ademas, las
conformaciones de prefusion y fusogénica se pueden distinguir usando anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales) que reconocen de forma especifica epitopos de conformacion presentes en una o la otra de la forma
de prefusion o fusogénica de la proteina F del VSR, pero no en la otra forma. Tales epitopos de conformacion se
pueden deber a la exposicion preferente de un determinante antigénico en la superficie de la molécula. Como
alternativa, los epitopos conformacionales pueden surgir de la yuxtaposiciéon de aminoacidos que no son contiguos
en el polipéptido lineal.

Los antigenos de PreF desvelados en el presente documento estan disefiados para estabilizar y mantener la
conformacion de prefusion de la proteina F del VSR, tal como en una poblacién de proteinas expresadas, una parte
sustancial de la poblacién de proteinas expresadas esta en la conformacion prefusogénica (prefusion) (por ejemplo,
como se predice con el modelado estructural y/o termodinamico o como se evallia con uno o mas de los
procedimientos desvelados anteriormente). Las modificaciones de estabilizacion se introducen en una proteina F
nativa (o sintética), tal como la proteina F a modo de ejemplo de la SEQ ID NO: 2, de manera que los epitopos
inmunogénicos principales de la conformacion de prefusiéon de la proteina F se mantienen después de la
introduccion del antigeno PreF en un entorno celular o extracelular (por ejemplo, in vivo, por ejemplo, después de la
administracion a un sujeto).

En primer lugar, un dominio de estabilizacion heterélogo se puede colocar en el extremo C-terminal de la
construccién para sustituir la membrana ese ancla al dominio del polipéptido FO. Este dominio de estabilizacion se
predice para compensar la inestabilidad de HRB, para ayudar a estabilizar al conformero de prefusion. En
realizaciones a modo de ejemplo, el dominio de estabilizacion heterélogo es un dominio de multimerizacion de
proteinas. Un ejemplo particularmente favorable de un dominio de multimerizacion de proteinas de este tipo es un
dominio de trimerizacién. Algunos dominios de trimerizacion a modo de ejemplo se pliegan en bucles
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superenrollados que estimulan el ensamblaje en trimeros de multiples polipéptidos que tienen tales dominios de
bucles superenrollados. Un ejemplo favorable de un dominio de trimerizaciéon es una cremallera de isoleucina. Un
dominio de cremallera de isoleucina a modo de ejemplo es la variante de isoleucina GCN4 de levadura modificada
por ingenieria descrita en Harbury y col., Science 262: 1401-1407 (1993). La secuencia de un dominio de cremallera
de isoleucina adecuado se representa por la SEQ ID NO: 11, aunque algunas variantes de esta secuencia que
retienen la capacidad para formar dominio de estabilizacion de bucles superenrollados son igualmente adecuadas.
Algunos dominios de trimerizacion de bucles superenrollados de estabilizacion alternativos incluyen: TRAF2 (N.° de
Referencia en GENBANK® Q12933 [gi:23503103]; aminoacidos 299-348); Thrombospondina 1 (N.° de Referencia
PO7996 [gi:135717]; aminoacidos 291-314); Matrilina-4 (N.° de Referencia 095460 [gi:14548117]; aminoacidos 594-
618; CMP (matrilina-1) (N.° de Referencia NP_002370 [gi:4505111]; aminoacidos 463-496; HSF1 (N.° de Referencia
AAX42211 [gi:61362386]; aminoacidos 165-191; y Cubilina (N.° de Referencia NP_001072 [gi:4557503];
aminoacidos 104-138. Se espera que un dominio de trimerizacion adecuado dé como resultado el ensamblaje de
una parte sustancial de la proteina expresada en trimeros. Por ejemplo, al menos un 50 % del polipéptido de PreF
recombinante que tiene un dominio de trimerizacién se ensamblara en un trimero (por ejemplo, cémo se evallda con
AFF-MALS). Por lo general, al menos un 60 %, mas favorablemente al menos un 70 %, y de forma mas deseada al
menos un aproximadamente un 75 % o mas del polipéptido expresado existe como un trimero.

Para estabilizar HRB incluso mas, el resto de leucina situado en la posicién 512 (con respecto a la proteina FO
nativa) del PreF se puede sustituir con una lisina (L482K del polipéptido del antigeno de PreF a modo de ejemplo de
la SEQ ID NO: 6). Esta sustitucion mejora la periodicidad del resto hidréfobo de bucle superenrollado. De forma
analoga, una lisina se puede afiadir después del aminoacido en la posicion 105.

En segundo lugar, pep27 se puede retirar. El analisis de un modelo estructural de la proteina F del VSR en el estado
de prefusion sugiere que pep27 crea un bucle grande sin restricciones entre F1 y F2. Este bucle no contribuye a la
estabilizacion del estado de prefusion, y se retira después de escision de la proteina nativa por la furina.

En tercer lugar, una o ambos de los motivos de escision de furina se pueden suprimir. Con este disefio, el péptido de
fusion no se escinde de F2, evitando la liberacién de la cabeza globular del conférmero de prefusion y la
accesibilidad a membranas cercanas. Se predice que la interaccion entre el péptido de fusién y la superficie de
contacto de la membrana es una cuestion importante en la inestabilidad del estado de prefusién. Durante el proceso
de fusion, la interaccion entre el tejido de fusion y la membrana diana da como resultado la exposicion del tejido de
fusion desde dentro de la estructura de cabeza globular, aumentando la inestabilidad del estado de prefusion y
plegandose en conférmero después de la fusion. Este cambio de conformacion permite el proceso de fusion de
membrana. Se predice que la retirada de uno o ambos de los sitios de escision de furina evita la accesibilidad de la
membrana a la parte N-terminal del péptido de fusién, estabilizando el estado de prefusion.

Opcionalmente, al menos un sitio de escisién que no es furina también se puede retirar, por ejemplo mediante
sustitucién de uno o mas aminoacidos. Por ejemplo, las evidencias experimentales sugieren que en condiciones que
conducen a escision con ciertas metaloproteinasas, el antigeno de PreF se puede escindir en las proximidades de
los aminoacidos 110-118 (por ejemplo, con la escision produciéndose entre los aminoacidos 112 y 113 del antigeno
de PreF; entre una leucina en la posicién 142 y glicina en la posicion 143 del polipéptido de la proteina F de
referencia de la SEQ ID NO: 2). Por consiguiente, la modificacion de uno o mas aminoacidos dentro de esta regién
puede reducir la escision del antigeno de PreF. Por ejemplo, la leucina en la posicion 112 se puede sustituir con un
aminoacido diferente, tal como isoleucina, glutamina o triptéfano. Como alternativa o adicionalmente, la glicina en la
posicion 113 se puede sustituir con una serina o alanina.

El polipéptido de la proteina F nativa se puede seleccionar entre cualquier proteina de F de una cepa A del VSR o B
del VSR, o de variantes de las mismas (como se ha definido anteriormente). En ciertas realizaciones a modo de
ejemplo, el polipéptido de la proteina F es la proteina F representada por la SEQ ID NO: 2. Para facilitar la
comprension de la presente divulgacion, todas las posiciones de los restos de aminoacidos, independientemente de
la cepa, se proporcionan con respecto a (es decir, la posicion del resto de aminoacido corresponden con) la posicion
del aminoacido de la proteina F a modo de ejemplo. Algunas posiciones del aminoacido comparables con cualquier
otra cepa A o B del VSR las pueden determinar facilmente los expertos habituales en la materia alineando las
secuencias de aminoacidos de la cepa del VSR con la secuencia a modo de ejemplo usando algoritmos de
alineamiento rapidamente disponibles y bien conocidos (tales como BLAST, por ejemplo, usando parametros por
defecto). Numerosos ejemplos adicionales de polipéptidos de la proteina F de diferentes cepas del VSR se desvelan
en el documento WO2008114149 (que se incorpora en el presente documento por referencia con el fin de
proporcionar ejemplos adicionales de secuencias de las proteinas F y G del VSR). Algunas variantes adicionales
pueden surgir a través de deriva genética, o se pueden producir de forma artificial usando mutagénesis dirigida al
sitio o aleatoria o mediante recombinacién de dos o mas variantes existentes previamente. Tales variantes
adicionales también son adecuadas en el contexto de los antigenos de PreF desvelados en el presente documento.

En la seleccién de los dominios F> y F1 de la proteina F, un experto en la materia reconocera que no es
estrictamente necesario incluir todo el dominio F, y/o F4. Por lo general, las consideraciones conformacionales tienen
importancia cuando se selecciona una subsecuencia (o fragmento) del dominio F». Por lo tanto, el dominio F» por lo
general incluye una parte del dominio F2 que facilita el ensamblaje y la estabilidad del polipéptido. En ciertas
variantes a modo de ejemplo, el dominio F» incluye los aminoacidos 26-105. Sin embargo, también son posibles
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algunas variantes que tienen modificaciones menores de longitud (mediante adicion, o delecion de uno o mas
aminoacidos).

Por lo general, al menos una subsecuencia (o fragmento) del dominio F1 se selecciona y disefia para mantener una
conformacién estable que incluye epitopos inmunodominantes de la proteina F. Por ejemplo, por lo general es
deseable seleccionar una subsecuencia del dominio del polipéptido F1 que incluya epitopos reconocidos por
anticuerpos de neutralizacién en las regiones de los aminoacidos 262-275 (neutralizacién con palivizumab) y 423-
436 (MAb ch101F de Centocor). Ademas, es deseable incluir epitopos de linfocitos T, por ejemplo, en la region de
los aminoacidos 328-355. Lo mas habitualmente, como una sola parte contigua de la subunidad F1 (por ejemplo,
aminoacidos transmembrana 262-436) pero los epitopos se podrian retener en una secuencia sintética que incluyera
estos epitopos inmunodominantes como elementos discontinuos ensamblados en una conformacion estable. Por lo
tanto, un polipéptido del dominio F1 comprende al menos aproximadamente los aminoacidos 262-436 de un
polipéptido de la proteina F del VSR. En un ejemplo limitante proporcionado en el presente documento, el dominio F1
comprende los aminoacidos 137 a 516 de un polipéptido de la proteina F nativa. Un experto en la materia
reconocera que se pueden usar subsecuencias mas cortas adicionales de acuerdo con el criterio del experto.

Cuando se selecciona una subsecuencia del dominio F> o del dominio F1 (0 como se discutira a continuaciéon con
respecto al componente de la proteina G de ciertos antigenos de PreF-G), ademas de consideraciones
conformacionales, puede ser deseable elegir secuencias (por ejemplo, variantes, subsecuencias, y similares)
basandose en la inclusion de epitopos inmunogénicos adicionales. Por ejemplo, los epitopos de linfocitos T
adicionales se pueden identificar usando motivos de ancla u otros procedimientos, tales como determinaciones de
red neuronal o polinomiales, conocidos en la técnica, véase, por ejemplo RANKPEP (disponible en la world wide
web en: mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html); ProPredl (disponible en 1la world wide web en:
imtech.res.in/raghava/propredl/index.html); Bimas (disponible en Ila world wide web en: www-
bimas.dcrt.nih.gov/molbi/hla bind/index.html); y SYFPEITH (disponible en la world wide web en: syfpeithi.bmi-
heidelberg.com/scripts/MHCServer.dll/lhome.htm). Por ejemplo, para determinar el "umbral de unién" de péptidos se
usan algoritmos, y para seleccionar aquellos con puntuaciones que les dan una probabilidad elevada de unién a
MHC o anticuerpo a una cierta afinidad. Los algoritmos se basan ya sea en los efectos en la unién a MHC de un
aminoacido en particular en una posicién en particular, los efectos en la unién anticuerpo de un aminoacido en
particular en una posicidn en particular, o los efectos en la unién de una sustituciéon en particular en un péptido que
contiene motivo. Dentro del contexto de un péptido inmunogénico, un "resto conservado" es uno que aparece con
una frecuencia significativamente mas elevada de lo que se podria esperar mediante distribucion aleatoria en una
posicion en particular en un péptido. Los restos de ancla son restos conservados que proporcionan un punto de
contacto con la molécula de MHC. Los epitopos de linfocitos T identificados con tales procedimientos predictivos can
se pueden confirmar por medicién de su union a una proteina de MHC especifica y por su capacidad para estimular
los linfocitos T cuando se presentan en el contexto de la proteina de MHC.

De forma favorable, los antigenos de PreF (incluyendo antigenos de PreF-G como se discute a continuacion)
incluyen un péptido sefial que corresponde al sistema de expresion, por ejemplo, un péptido sefial de mamifero o
viral, tal como una secuencia sefial nativa de FO del VSR (por ejemplo, los aminoacidos 1-25 de la SEQ ID NO: 2 o
los aminoacidos 1-25 de la SEQ ID NO: 6). Por lo general, el péptido sefial se selecciona para que sea compatible
con las células seleccionadas para expresion recombinantes. Por ejemplo, un péptido sefial (tal como un péptido
sefial de baculovirus, o el péptido sefial de melitina, se puede sustituir para expresion, en células de insecto. En la
técnica se conocen algunos péptidos sefal vegetales, si se prefiere un sistema de expresion vegetal. En la técnica
se conocen numerosos péptido sefial a modo de ejemplo (véase, por ejemplo, Zhang y Henzel, Protein Sci., 13:
2819-2824 (2004), que describe numerosos péptidos sefial humanos) y estan catalogados, por ejemplo, en la base
de datos de péptidos sefial SPdb, que incluye secuencias sefial de arqueas, procariotas y eucariotas
(http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/). Opcionalmente, cualquiera de los antigenos precedentes puede incluir una
secuencia o etiqueta adicional, tal como una etiqueta de His para facilitar la purificacion.

Opcionalmente, el antigeno de PreF puede incluir componentes inmunogénicos adicionales. En ciertas realizaciones
particularmente favorables, el antigeno de PreF incluye un componente antigénico de la proteina G del VSR. Las
proteinas quiméricas a modo de ejemplo que tienen un componente de PreF y G incluyen las siguientes PreF_V1
(representadas por las SEQ ID NOs: 7 y 8) y PreF_V2 (representadas por las SEQ ID NOs: 9y 10).

En los antigenos de PreF-G, una parte antigénica de la proteina G (por ejemplo, una proteina G truncada, tal como
los restos de aminoacidos 149-229) se afiade en el extremo C-terminal de la construccion. Por lo general, el
componente de la proteina G se une al componente de la proteina F a través de una secuencia de engarce flexible.
Por ejemplo, en el disefio de PreF_V1 a modo de ejemplo, la proteina G se une al componente de PreF mediante un
conector -GGSGGSGGS- (SEQ ID NO: 14). En el disefio de PreF_V2, el engarce es mas corto. En lugar de tener el
engarce -GGSGGSGGS- (SEQ ID NO: 14), PreF_V2 tiene 2 glicinas (-GG-) por engarce.

Cuando esta presente, el dominio del polipéptido de la proteina G puede incluir toda o parte de una proteina G
seleccionada entre cualquier cepa A del VSR o B del VSR. En ciertas realizaciones a modo de ejemplo, la proteina
G es (o es idéntica en un 95 % a) la proteina G representada por la SEQ ID NO: 4. Algunos ejemplos adicionales de
secuencias de la proteina G adecuadas se pueden encontrar en el documento WO2008114149 (que se incorpora en
el presente documento por referencia).
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El componente del polipéptido de la proteina G se selecciona para que incluya al menos una subsecuencia (o
fragmento) de la proteina G que mantiene el epitopo(s) inmunodominante de linfocitos T, por ejemplo, en la region
de los aminoacidos 183-197, tal como fragmentos de la proteina G que incluyen los aminoacidos 151-229, 149-229,
0 128-229 de una proteina G nativa. En una realizacion a modo de ejemplo, el polipéptido de la proteina G es una
subsecuencia (o fragmento) de un polipéptido de la proteina G nativa que incluye todos o parte de los restos de
aminoacidos 149 a 229 de un polipéptido de la proteina G nativa. Alguien con experiencia en la materia observara
rapidamente que también se pueden usar partes mas largas o mas cortas de la proteina G, siempre y cuando la
parte seleccionada no desestabilice o interrumpa de forma conformacional la expresiéon, plegamiento o
procesamiento del antigeno de PreF-G. Opcionalmente, el dominio de la proteina G incluye una substitucion de
aminoacidos en la posicion 191, que previamente se ha mostrado que esta implicado en la reduccién y/o prevencion
del aumento de enfermedades caracterizadas por eosindfilos asociados con vacunas del VSR inactivadas con
formalina. Una descripcién minuciosa de las caracteristicas de las proteinas G de origen natural y sustituidas
(N191A) se puede encontrar, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de Estados Unidos n.° 2005/0042230, que
se incorporan el presente documento por referencia.

Por ejemplo, con respecto a la seleccion de secuencias correspondientes a cepas de origen natural, uno o mas de
los dominios puede corresponder, en secuencia, con una cepa A o B del VSR, tal como los aislados de laboratorio
comunes denominados A2 o Largo, o cualquier otra cepa o aislado de origen natural (como se ha desvelado en el
documento W02008114149 mencionado anteriormente). Ademas de tales variantes de origen natural y aisladas,
algunas variantes modificadas por ingenieria que comparten similitud de secuencias con las secuencias
mencionadas anteriormente también se pueden usar en el contexto de antigenos de PreF (incluyendo PreF-G). Los
expertos en la materia entenderan que la similitud entre el polipéptido del antigeno PreF (y secuencias de
polinucledtidos como se describe a continuacion), como para el polipéptido (y secuencias de nucledtidos en
general), se puede expresar en términos de la similitud entre las secuencias, denominada de otro modo identidad de
secuencias. La identidad de secuencia se mide frecuentemente en términos de porcentaje de identidad (o similitud);
cuanto mas elevado es el porcentaje, mas similares son las estructuras primarias de las dos secuencias. En general,
cuanto mas similares son las estructuras primarias de dos secuencias de aminoacidos (o polinucleétidos), mas
similares son las estructuras de orden superior resultantes del plegamiento y ensamblaje. Algunas variantes de
secuencias de polipéptido de PreF (y polinucleétidos) tienen por lo general una o un niumero mas pequefio de
deleciones, adiciones o sustituciones de aminoacidos pero sin embargo comparten un porcentaje muy elevado de
sus secuencias de aminoacidos, y por lo general sus secuencias de polinucleétidos. De forma mas importante, las
variantes retienen los atributos estructurales, y por lo tanto, conformacionales de las secuencias de referencia
desveladas en el presente documento.

Algunos procedimientos para determinar la identidad de secuencias se conocen bien en la técnica, y son aplicables
a polipéptidos del antigeno de PreF, asi como los acidos nucleicos que los codifican (por ejemplo, como se describe
a continuacion). Diversos programas y algoritmos de alineamiento se describen en: Smith y Waterman, Adv. Appl.
Math. 2: 482, 1981; Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443, 1970; Higgins y Sharp, Gene 73: 237, 1988; Higgins
y Sharp, CABIOS 5: 151, 1989; Corpet y col., Nucleic Acids Research 16: 10881, 1988; y Pearson y Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988. Altschul y col., Nature Genet. 6: 119, 1994, presenta una consideracion
detallada de procedimientos de alineamiento de secuencias y calculos de homologia. La Herramienta de Busqueda
de Alineamiento Local Basico del NCBI (BLAST) (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215: 403, 1990) esta disponible a partir
de varias fuentes, incluyendo el National Center for Biotechnology Information (NCBI, Betesda, MD) y en internet,
para uso en conexion con los programas de analisis de secuencias, blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Una
descripcion de como determinar la identidad de las secuencias usando este programa esta disponible en la pagina
web del NCBI en internet.

En algunos casos, los antigenos de PreF tienen una o mas modificaciones de aminoacidos con respecto a la
secuencia de aminoacidos de la cepa de origen natural a partir de la que se obtienen (por ejemplo, ademas de las
modificaciones de estabilizacién mencionadas anteriormente). Tales diferencias pueden ser una adicion, delecion o
sustitucion de uno o mas aminoacidos. Una variante por lo general se diferencia en no mas de aproximadamente un
1%, oun 2%, o un 5%, o un 10 %, o un 15 %, o un 20 % de los restos de aminoacidos. Por ejemplo, una
secuencia de polipéptidos del antigeno de PreF variante (incluyendo PreF-G) puede incluir 1, 0 2, o hasta 5, o hasta
aproximadamente 10, o hasta aproximadamente 15, o hasta aproximadamente 50, o hasta aproximadamente 100
diferencias de aminoacidos en comparacién con las secuencias de polipéptidos del antigeno de PreF a modo de
ejemplo de las SEQ ID NOs: 6, 8, y/o 10. Por lo tanto, una variante en el contexto de una proteina F o G del VSR, o
antigeno de PreF (incluyendo antigeno de PreF-G), por lo general comparte una identidad de secuencias de al
menos un 80 %, o un 85 %, mas comunmente, al menos aproximadamente un 90 % o superior, tal como un 95 %, o
incluso un 98 % o un 99 % con una proteina de referencia, por ejemplo, las secuencias de referencias ilustradas en
las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 y/o 10, o cualquiera de los antigenos de PreF a modo de ejemplo desvelados en el
presente documento. Algunas variantes adicionales incluidas como una caracteristica de la presente divulgacion son
antigenos de PreF (incluyendo antigenos de PreF-G) que incluyen todo o parte de una secuencia de nucledtidos o
aminoacidos seleccionada entre las variantes de origen natural desveladas en el documento W02008114149.
Algunas variantes adicionales pueden surgir a través de deriva genética, o se pueden producir de forma artificial
usando mutagénesis dirigida al sitio o aleatoria, 0 mediante recombinacion de dos o mas variantes existentes
previamente. Tales variantes adicionales también son adecuadas en el contexto de los antigenos de PreF (y de
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PreF-G) desvelados en el presente documento. Por ejemplo, la modificacion puede ser una sustitucion de uno o mas
aminoacidos (tal como los aminoacidos, tres aminoacidos, cuatro aminoacidos, cinco aminoacidos, hasta
aproximadamente diez aminoacidos, o mas) que no altera los epitopos de conformacién o inmunogénicos del
antigeno de PreF resultante.

Como alternativa o adicionalmente, la modificaciéon puede incluir una delecién de uno o mas aminoacidos y/o una
adiciéon de uno o mas aminoacidos. De hecho, si se desea, uno o mas dominios de polipéptido pueden ser un
polipéptido sintético que no se corresponde con ninguna cepa individual, pero incluye subsecuencias componentes
de multiples cepas, o incluso de una secuencia consenso deducida por alineamiento de multiples cepas de
polipéptidos del virus VSR. En determinadas realizaciones, uno o mas de los dominios del polipéptido se modifica
mediante la adicion de una secuencia de aminoacidos que constituye una etiqueta, que facilita procesamiento o
purificacion posteriores. Una etiqueta de este tipo puede ser una etiqueta antigénica o de epitopo, una etiqueta
enzimatica o una etiqueta de polihistidina. Por lo general, la etiqueta esta situada en uno o en el otro extremo de la
proteina, tal como en el extremo C-terminal o N-terminal del antigeno o proteina de fusion.

ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAN ANTIGENOS DE PREF

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a acidos nucleicos recombinantes que codifican antigenos de
PreF como se ha descrito anteriormente. En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos recombinantes estan
optimizados por codon para su expresion en una célula hospedadora procariota o eucariota seleccionada. Por
ejemplo, las SEQ ID NOs: 5 y 12 son dos ejemplos de secuencias no limitantes, ilustrativos diferentes que codifican
un antigeno de PreF, que se han optimizado con codén para expresion en células de mamifero, por ejemplo células
CHO. Para facilitar la replicacion y la expresion, los acidos nucleicos se pueden incorporar en un vector, tal como un
vector de expresion procariota o eucariota. Algunas células hospedadoras que incluyen acidos nucleicos que
codifican antigeno de PreF recombinante también son una caracteristica de presente divulgacion. Algunas células
hospedadoras favorables incluyen células hospedadoras procariotas (es decir, bacterianas), tales como E. coli, asi
como numerosas células hospedadoras eucariotas, incluyendo células de hongos (por ejemplo, levadura), células de
insecto, y células de mamifero (tales como células CHO, VERO y HEK293).

Para facilitar la replicacion y la expresion, los acidos nucleicos se pueden incorporar en un vector, tal como un vector
de expresion procariota o eucariota. Aunque los acidos nucleicos desvelados en el presente documento se pueden
incluir en una cualquiera de una diversidad de vectores (incluyendo, por ejemplo, plasmidos bacterianos; ADN de
fago; baculovirus; plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN
viral tal como vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, pseudorrabia, adenovirus, virus adeno-asociados virus,
retrovirus y muchos otros), lo mas habitualmente, el vector sera un vector de expresion adecuado para generar
productos de expresion de polipéptido. En un vector de expresion, el acido nucleico que codifica el antigeno de PreF
se coloca por lo general en proximidad y orientacién con una secuencia de control de transcripcion apropiada
(promotor, y opcionalmente, uno o mas potenciadores) para dirigir la sintesis del ARNm. Es decir, la secuencia de
polinucledtidos de interés se une de forma operativa a una secuencia de control de transcripcion apropiada. Algunos
ejemplos de tales promotores incluyen: el promotor temprano inmediato del CMV, promotor de LTR o SV40,
promotor de polihedrina de baculovirus, promotor lac o trp de E. coli, fago T7 y promotor de P, lambda, y otros
promotores conocidos por controlar la expresion de genes en células procariotas o eucariotas o sus virus. Por lo
general, director de expresion también contiene un sitio de unién a ribosoma para el inicio de la traduccion, y un
terminador de la transcripcion. El vector opcionalmente incluye secuencias apropiadas para la amplificacion de la
expresion. Ademas, los vectores de expresion comprenden opcionalmente uno o mas genes marcadores
seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico para seleccién de células hospedadoras transformadas, tal
como dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas, o tal como resistencia a
kanamicina, tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector de expresion también puede incluir elementos de expresion adicionales, por ejemplo, para mejorar la
eficacia de la traduccion. Estas sefiales pueden incluir, por ejemplo, un codén de inicio de ATG y secuencias
adyacentes. En algunos casos, por ejemplo, un codén de inicio de la traducciéon y elementos de la secuencia
asociados se insertan en el vector de expresion apropiado de forma simultanea con la secuencia de polinucleétidos
de interés (por ejemplo, un codén de inicio nativo). En tales casos, no son necesarias sefales de control de la
traduccioén adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente una secuencia que codifica polipéptido, o una
parte de la misma, se inserta, se proporcionan sefiales de control de traducciéon exégenas, incluyendo un coddn de
inicio de ATG para la traduccion del acido nucleico que codifica para el antigeno de PreF. El codon de inicio se
coloca en el marco de lectura correcto para asegurar la traduccion de la secuencia de polinucleétidos de interés. Los
elementos de transcripcion exégenos y codones de inicio pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como
sintéticos. Si se desea, la eficacia de la expresion se puede aumentar adicionalmente mediante la inclusiéon de
potenciadores apropiados con respecto al sistema celular en uso (Scharf y col., (1994) Results Probl Cell Differ 20:
125-62; Bitter y col., (1987) Methods in Enzymol 153: 516-544).

En algunos casos, el acido nucleico (tal como un vector) que codifica el antigeno de PreF incluye uno o mas
elementos de la secuencia adicionales seleccionados para aumentar y/o optimizar la expresion del acido nucleico
que codifica PreF cuando se introduce en una célula hospedadora. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los acidos
nucleicos que codifican el antigeno de PreF incluyen una secuencia de intron, tal como una secuencia de intréon de
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virus 5 del Herpes Human (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 13). De forma repetida se ha demostrado que algunos
intrones aumentan la expresion de acidos nucleicos homologos y heterdlogos cuando se colocan de forma
apropiada en una construccion recombinante. Otra clase de secuencias de potenciacion de la expresion incluye un
elemento epigenético tal como una Regién de Unidon a Matriz (0 MAR), o un elemento epigenético similar, por
ejemplo, elementos STAR (por ejemplo, tales como los elementos STAR desvelados en Otte y col., Biotechnol. Prog.
23: 801-807, 2007). Sin quedar ligado por la teoria, se cree que los MAR median en el anclaje de una secuencia de
ADN diana a la matriz nuclear, generando dominios de bucle de cromatina que se extienden hacia fuera de los
nucleos de la heterocromatina. Aunque las MAR no contiene ninguna secuencia consenso o reconocible evidente,
parece que su caracteristica mas coherente es un contenido de A/T elevado global, y bases de C que predominan
en una hebra. Parece que estas regiones forman estructuras secundarias plegadas que pueden ser propensas a
separacion de hebras, y pueden incluir un elemento de desplegamiento de nucleo (CUE) que puede servir como el
punto de nucleacion para separacion de hebras. Varios motivos de secuencia ricos en AT sencillos se han asociado
con secuencias de MAR: por ejemplo, la caja A, la caja T, motivos de desplegamiento de ADN, sitios de unién a
SATB1 (caja H, A/T/C25) y sitios de Topoisomerasa Il consenso para vertebrados o Drosophila. Algunas secuencias
de MAR a modo de ejemplo se describen en la solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 20070178469 publicada, y
en la solicitud de patente internacional n.° WO02/074969 (que se incorporan en el presente documento por
referencia). Algunas secuencias de MAR adicionales que se pueden usar para aumentar la expresion de un acido
nucleico que codifica un antigeno de PreF incluyen lisozima MAR de pollo, MARp1-42, MARp1-6, MARp1-68, y
MARpx-29, descritas en Girod y col., Nature Methods, 4: 747-753, 2007 (desveladas en GenBank con los N.%° de
Referencia EA423306, DI107030, DI106196, DI107561, y DI106512, respectivamente). Un experto en la materia
observara que la expresion se puede modular adicionalmente mediante la seleccién de una MAR que produce un
nivel intermedio de potenciacion, como se informa para MAR 1-9. Si se desea, algunas secuencias de MAR
alternativas para aumento de la expresion de un antigeno de PreF se pueden identificar mediante busqueda en
bases de datos de secuencias, por ejemplo, usando software tal como MAR-Finder (disponible en la web en
futuresoft.org/MarFinder), SMARTest (disponible en la web en genomatix.de), o SMARScan | (Levitsky y col.,
Bioinformatics 15: 582-592, 1999). En determinadas realizaciones, la MAR se introduce (por ejemplo, se transfectar)
en la célula hospedadora en el mismo acido nucleico (por ejemplo, vector) que la secuencia que codifica antigeno de
PreF. En una realizacion alternativa, la MAR se introduce en un acido nucleico separado (por ejemplo, en trans) y se
puede cointegrar opcionalmente con la secuencia de polinucleétidos que codifica antigeno de PreF.

Algunos procedimientos a modo de ejemplo suficientes para guiar a un experto habitual en la materia a través de la
produccion de acidos nucleicos de antigeno PreF recombinante se pueden encontrar en Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook y col., Molecular
Cloning: Laboratory Manual, 3d ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel y col., Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (y Suplementos de 2003); y Ausubel y col., Short Protocols in
Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 42 ed., Wiley & Sons,
1999.

Algunos acidos nucleicos a modo de ejemplo que codifican polipéptidos de antigeno de PreF se representan por las
SEQ ID NOs: 5, 7, 9,12 y 13. Algunas variantes adicionales se pueden producir mediante ensamblaje de secuencias
de polipéptidos de proteina F y G analogas seleccionadas entre cualquiera de las cepas descubiertas (o
posteriormente) conocidas del VSR, por ejemplo, como se desvela en el documento WO2008114149. Algunas
variantes de secuencia adicionales que comparten identidad de secuencia con las variantes a modo de ejemplo las
pueden producir los expertos en la materia. Por lo general, las variantes de acido nucleico codificaran polipéptidos
que se diferencian en no mas de un 1 %, o un 2%, o un 5%, o un 10 %, o un 15 %, o un 20 % de los restos de
aminoacidos. Es decir, los polipéptidos codificados comparten al menos una identidad de secuencias de un 80 %, o
un 85 %, mas comunmente, al menos aproximadamente un 90 % o superior, tal como un 95 %, o incluso un 98 % o
un 99 %. Los expertos en la materia entenderan inmediatamente que las secuencias de polinucledtido se codifican
los polipéptidos de PreF, pueden compartir por si mismas menos identidad de secuencias debido a la redundancia
del codigo genético. En algunos casos, los antigenos de PreF tienen una o mas modificaciones de aminoacidos con
respecto a la secuencia de aminoacidos de la cepa de origen natural a partir de la que se obtienen (por ejemplo,
ademas de las modificaciones de estabilizacion mencionadas anteriormente). Tales diferencias pueden ser una
adicion, deleciéon o sustitucion de uno o mas nucleédtidos o aminoacidos, respectivamente. Una variante por lo
general se diferencia en no mas de aproximadamente un 1 %, o un 2 %, oun 5 %, o un 10 %, o un 15 %, o un 20 %
de los restos de nucledtidos. Por ejemplo, un acido nucleico del antigeno de PreF variante (incluyendo PreF-G)
puede incluir 1, o 2, o hasta 5, o hasta aproximadamente 10, o hasta aproximadamente 15, o hasta
aproximadamente 50, o hasta aproximadamente 100 diferencias de nucleétidos en comparaciéon con los acidos
nucleicos del antigeno de PreF a modo de ejemplo de las SEQ ID NOs: 5, 7, 9, 12 y/o 13. Por lo tanto, una variante
en el contexto de una proteina F o G del VSR, o acido nucleico de antigeno de PreF (incluyendo antigeno de PreF-
G), por lo general comparte una identidad de secuencias de al menos un 80 %, o un 85 %, mas comunmente, al
menos aproximadamente un 90 % o superior, tal como un 95 %, o incluso un 98 % o un 99 % con una secuencia de
referencia, por ejemplo, las secuencias de referencia ilustradas en las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 12 0 13, o cualquiera
de los otros acidos nucleicos de antigeno de PreF a modo de ejemplo desvelados en el presente documento. Las
variantes adicionales incluidas como una caracteristica de la presente divulgacion son antigenos de PreF
(incluyendo antigenos de PreF-G) que incluyen toda o parte de una secuencia de nucleétidos seleccionada a partir
de las variantes de origen natural desveladas en el documento WO2008114149. Las variantes adicionales pueden
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surgir a través de deriva genética, o se pueden producir de forma artificial usando mutagénesis dirigida al sitio o
aleatoria, o mediante la combinaciéon de dos o mas variantes existentes previamente. Tales variantes adicionales
también son adecuadas en el contexto de los antigenos de PreF (y PreF-G) desvelados en el presente documento.

Ademas de los acidos nucleicos variantes descritos anteriormente, algunos acidos nucleicos que se hibridan con uno
0 mas de los acidos nucleicos a modo de ejemplo representados por las SEQ ID NOs: 1, 3, 5,7, 9, 12 y 13 también
se pueden usar para codificar antigenos de PreF. Un experto en la materia observara que ademas del % de la
medida de identidad de secuencias discutida anteriormente, otro indicios de similitud de secuencias entre los acidos
nucleicos es la capacidad de hibridarse. Cuanto mas similares son las secuencias de los dos acidos nucleicos, mas
rigurosa son las condiciones en las que hibridaran. La rigurosidad de las condiciones de hibridacion depende de la
secuencia y son diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Por lo tanto, las condiciones de hibridaciéon que
dan como resultado grados de rigurosidad en particular variaran dependiendo de la naturaleza del procedimiento de
hibridacion de eleccion y la composicion y longitud de las secuencias de acidos nucleicos de hibridacion. Por lo
general, la temperatura de hibridacién y la fuerza i6nica (especialmente la concentracién de Na* y/o Mg™") del
tampon de hibridaciéon determinara la rigurosidad de la hibridacién, aunque los tiempos de lavado también influyen
en la rigurosidad. Por lo general, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean de aproximadamente 5 °C
a 20 °C inferiores a las del punto de fusion térmica (Tn) para la secuencia especifica a una fuerza ionica y pH
definidos. La Tr es la temperatura (bajo la fuerza iénica y pH definidos) a la que un 50 % de la secuencia diana se
hibridan a una sonda perfectamente emparejada. Las condiciones para la hibridacion de acidos nucleicos y el
calculo de las rigurosidades se puede encontrar, por ejemplo, en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen, Hybridization With Nucleic
Acid Probes, Part I: Theory and Nucleic Acid Preparation Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology, Elsevier Science Ltd., NY, NY, 1993. y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology, 42 ed., John
Wiley & Sons, Inc., 1999.

Para fines de la presente divulgacion, "condiciones rigurosas" incluye condiciones en las que la hibridacién sélo se
producira si hay una falta de coincidencias inferior a un 25 % entre la molécula de hibridacién y la secuencia diana.
Las "condiciones rigurosas" pueden fracasar en niveles de rigurosidad en particular para definicion mas precisa. Por
lo tanto, como se usa en el presente documento, las condiciones de "rigurosidad moderada" son aquéllas en las que
las moléculas con una falta de coincidencias de secuencias de mas de un 25 % no se hibridaran; las condiciones de
"rigurosidad media" son aquellas en las que las moléculas con una falta de coincidencias de mas de un 15 % no se
hibridaran, y las condiciones de "rigurosidad elevada" son aquellas en las que las secuencias con una falta de
coincidencias de mas de un 10 % no se hibridaran. Las condiciones de "rigurosidad muy elevada" son aquellas en
las que las secuencias con una falta de coincidencias de mas de un 6 % no se hibridaran. Por el contrario, los acidos
nucleicos que se hibridan en condiciones de " baja rigurosidad” incluyen aquellos con una identidad de secuencias
mucho menor, o con identidad de secuencias con respecto a solamente las subsecuencias cortas del acido nucleico.
Por lo tanto, se entendera que las diversas variantes de acidos nucleicos que estan incluidas en la presente
divulgacion son capaces de hibridarse con al menos una de las SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9 y/o 12 con respecto a
sustancialmente toda su longitud.

PROCEDIMIENTOS PARA PRODUCIR POLIPEPTIDOS ANTIGENICOS DEL VSR

Los antigenos de PreF (incluyendo antigenos de PreF-G, y también cuando sea aplicable, antigenos de G)
desvelados en el presente documento se producen usando procedimientos bien establecidos para la expresion y
purificacion de proteinas recombinantes. Algunos procedimientos suficientes para guiar a un experto en la materia
se pueden encontrar en las siguientes referencias: Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 200; y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology,
42 ed., John Wiley & Sons, Inc., 999. En lo sucesivo en el presente documento se proporcionan algunos detalles
adicionales y especificos.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican los antigenos de PreF se introducen en células hospedadoras
mediante cualquiera de una diversidad de procedimientos bien conocidos, tales como electroporacion, transfeccion
mediada por liposoma (por ejemplo, usando un reactivo de transfeccion liposomal disponible en el mercado, tal
como LIPOFECTAMINE™2000 o TRANSFECTIN™), precipitacion con fosfato calcico, infeccion, transfeccion y
similares, dependiendo de la seleccidon de vectores y células hospedadoras. Los acidos nucleicos a modo de
ejemplo que codifican antigenos de PreF (incluyendo antigenos de PreF-G) se proporcionan en las SEQ ID NOs: 5,
7,9, 12 y 13. Un experto en la materia observara que las SEQ ID NOs: 5, 7, 9, 12 y 13 son ilustrativas y no
pretenden ser limitantes. Por ejemplo, las secuencias de polinucleétidos que codifican las mismas proteinas que las
SEQ ID NOs: 5, 7 y 9, (por ejemplo, representadas por las SEQ ID NOs: 6, 8 y 10), pero que se diferencian
solamente en la redundancia del codigo genético (tal como mediante optimizacién de codon alternativa, como se
muestra en la SEQ ID NO: 12), se pueden usar facilmente en lugar de las secuencias a modo de ejemplo de las
SEQ ID NOs: 5, 7, y 9. De forma analoga, se pueden usar secuencias de polinucleétidos que incluyen elementos de
potenciacion de la expresion, tales como intrones colocados internamente (o mediante la adicion de promotor,
potenciador, intréon u otros elementos similares), como se ilustra en la SEQ ID NO: 13. Un experto habitual en la
materia reconocera que algunas combinaciones de tales modificaciones son igualmente adecuadas. De forma
analoga, las secuencias homdlogas seleccionadas entre cualquier cepa de A del VSR o B del VSR, y/u otras
secuencias que comparten identidad de secuencias sustancial, como se ha discutido anteriormente, también se
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pueden usar para expresar antigenos de PreF. De hecho, cualquiera de los acidos nucleicos variantes desvelados
anteriormente se pueden introducir de forma adecuada en células hospedadoras y usar para producir antigenos de
PreF (incluyendo antigenos PreF-G) y cuando sea aplicable, polipéptidos G.

Las células hospedadoras que incluyen acidos nucleicos que codifican antigeno de PreF recombinante son, por lo
tanto, también una caracteristica de la presente divulgacion. Algunas células hospedadoras favorables incluyen
células hospedadoras procariotas (es decir, bacterianas), tales como E. coli, asi como numerosas células
hospedadoras eucariotas, incluyendo células de hongo (por ejemplo, células de levadura, tal como Saccharomyces
cerevisiae y Picchia pastoris), células de insecto, células vegetales, y células de mamifero (tales como células CHO
y HEK293). Los acidos nucleicos de antigeno de PreF recombinantes se introducen (por ejemplo, transducidos,
transformados o transfectados) en células hospedadoras, por ejemplo, a través de un vector, tal como un vector de
expresion. Como se ha descrito anteriormente, de la forma mas habitual el vector es un plasmido, pero tales
vectores también pueden, por ejemplo, una particula viral, un fago, etc. Algunos ejemplos de hospedador es de
expresion apropiados incluyen: células bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces, y Salmonella typhimurium;
células de hongos, tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, y Neurospora crassa; células de insecto
tales como Drosophila y Spodoptera frugiperda; células de mamifero tales como 373, COS, CHO, BHK, HEK 293 o
melanoma de Bowes; células vegetales, incluyendo células de algas, etc.

Las células hospedadoras se pueden cultivar en medio nutriente convencional modificado si fuera apropiado para
activacion de promotores, seleccion de transformantes, o amplificacién de las secuencias de polinucleétidos
insertadas. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, por lo general son las usadas
anteriormente con la célula hospedadora seleccionada para expresion, y seran evidentes para los expertos en la
materia y las referencias mencionadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Freshney (1994) Culture
of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera edicion, Wiley- Liss, New York y las referencias citadas en ese
documento. Los productos de expresion que corresponden a los acidos nucleicos de la divulgacion también se
pueden producir en células animales tales como plantas, levadura, hongo, bacterias y similares. Ademas de
Sambrook, Berger y Ausubel, algunos detalles relacionados con el cultivo celular se pueden encontrar en Payne y
col., (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg y
Phillips (eds) (1995) Plant Cell. Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-
Verlag (Berlin Heidelberg New York) y Atlas y Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC
Press, Boca Raton, FL.

En sistemas bacterianos, un numero de vectores de expresion se puede seleccionar dependiendo del uso
pretendido para el producto expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades de un polipéptido o
fragmentos del mismo para la produccién de anticuerpos, de forma favorable se usan vectores que dirigen un nivel
de expresion elevado de proteinas de fusion que se purifican facilmente. Tales vectores incluyen, pero no se limitan
a, vectores de clonacion y expresion de E. coli multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en los que la
secuencia de codificacion de interés, por ejemplo, un polinucleétido de la invencién como se ha descrito
anteriormente, se puede ligar en el vector en marco con secuencias para la traducciéon amino-terminal comenzando
en Metionina y los 7 restos posteriores de beta-galactosidasa que producen una proteina de fusion de beta
galactosidasa cataliticamente activa; vectores de pIN (Van Heeke y Schuster (1989) J Biol Chem 264: 5503-5509);
vectores de pET (Novagen, Madison WI), en los que la metionina amino-terminal esta ligada en marco con una
etiqueta de histidina; y similares.

De forma analoga, en levaduras, tal como Saccharomyces cerevisiae, un numero de vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH se pueden usar para produccion
de los productos de expresion deseados. Para revisiones, véase Berger, Ausubel, y, por ejemplo, Grant y col.,
(1987; Methods in Enzymology 153: 516-544). En células hospedadoras de mamifero, se puede usar un nimero de
sistemas de expresion, incluyendo tanto plasmidos como sistemas basados en virus.

Una célula hospedadora se elige opcionalmente por su capacidad para modular la expresidon de las secuencias
insertadas o para procesar la proteina expresada de la forma deseada. Tales modificaciones de la proteina incluyen,
pero no se limitan a, glicosilacion, (asi como, por ejemplo, acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, lipidacion y
acilacion). El procesamiento después de la traduccion que, por ejemplo, escinde una forma precursora en una forma
madura de la proteina (por ejemplo, mediante una furina proteasa) se realiza opcionalmente en el contexto de la
célula hospedadora. Algunas células hospedadoras diferentes tales como 3T3, COS, CHO, HelLa, BHK, MDCK, 293,
WI38, etc. tienen maquinaria celular y mecanismos caracteristicos especificos para actividades después de la
traduccion de este tipo y se pueden elegir para asegurar la modificacion y procesamiento correctos de la proteina
extrafa introducida.

Para produccion con alto rendimiento, a largo plazo de antigenos de PreF recombinante desvelados en el presente
documento, por lo general se usan sistemas de expresion estables. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan
de forma estable polipéptido de antigeno de PreF se introducen en la célula hospedadora usando vectores de
expresion que contienen origenes de replicacion viral o elementos de expresion endégenos y un gen marcador
seleccionable. Después de la introduccién del vector, se permite que las células crezcan durante 1-2 dias en un
medio enriquecido antes de que se intercambie por medio selectivo. La finalidad del marcador seleccionables es
conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la recuperacion de células que expresan
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de forma satisfactoria las secuencias introducidas. Por ejemplo, algunos grupos o colonias existentes de células
transformadas de forma estable pueden proliferar usando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo de célula.
Las células hospedadoras transformadas con un acido nucleico que codifica un antigeno de PreF se cultivan
opcionalmente en condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina codificada a partir del
cultivo celular.

Después de la transduccion de una linea de células hospedadoras adecuada y crecimiento de las células
hospedadoras a una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se induce mediante medios apropiados
(por ejemplo, desplazamiento de temperatura o induccion térmica) y las células se cultivan durante un periodo
adicional. Opcionalmente, el medio incluye componentes y/o aditivos que disminuyen la declaracion de proteinas
expresadas por proteinasas. Por ejemplo, el medio usado para cultivar las células para producir el antigeno PreF
pueden incluir un inhibidor de proteasa, tal como un agente de quelacion o inhibidor de molécula pequefia (por
ejemplo, AZ11557272, AS111793, etc.), para reducir o eliminar la escision indeseada mediante proteinasas
celulares, o extracelulares (por ejemplo, matriz).

El producto de polipéptido secretado se recupera a continuacién del medio de cultivo. Como alternativa, las células
se pueden cosechar mediante centrifugacion, interrumpir mediante medios fisicos o quimicos, y el extracto en bruto
resultante se puede retener para purificacion adicional. Las células eucariotas o microbianos usadas en expresion de
proteinas se pueden interrumpir mediante cualquier procedimiento conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-
descongelacion, sonicacion, interrupcion mecanica, o uso de agentes de lisado celular, u otros procedimientos, que
son bien conocidos por los expertos en la materia.

Los antigenos de PreF expresados se pueden recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes
mediante cualquiera de un numero de procedimientos bien conocidos en la técnica, incluyendo precipitacion con
sulfato de amonio o etanol, extraccién con acido, filtracion, ultrafiliracion, centrifugacion, cromatografia de
intercambio aniénico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofoba,
cromatografia por afinidad (por ejemplo, usando cualquiera de los sistemas de etiquetados indicados en el presente
documento), cromatografia de hidroxilapatita, y cromatografia de lectina. Se pueden usar etapas de replegamiento
de proteinas, si se desea, para completar la configuracién de la proteina madura. Por ultimo, en las etapas de
purificacion final se puede usar cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Ademas de las referencias
indicadas anteriormente, en la técnica se conoce bien una diversidad de procedimientos de purificacion, incluyendo,
por ejemplo, los que se exponen en Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; y Bollag y col.,
(1996) Protein Methods, 22 Edicion Wiley-Liss, NY; Walquer (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press,
NJ, Harris y Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, U.K.;
Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 32 Edicion Springer Verlag, NY; Janson y Ryden (1998)
Protein Purification: Principles High Resolution Methods and Applications, Segunda Edicion Wiley-VCH, NY; vy
Walquer (1998) Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ.

En ciertos ejemplos, los acidos nucleicos se introducen en células a través de vectores adecuados para introduccion
y expresion en células procariotas, por ejemplo, células de E. coli. Por ejemplo, un acido nucleico que incluye una
secuencia de polinucleétidos que codifica un antigeno de PreF se puede introducir en cualquiera de una diversidad
de vectores disponibles en el mercado o patentados, tales como la serie pET de vectores de expresion (por ejemplo,
pET9b y pET2d). La expresion de la secuencia de codificacion se puede inducir con IPTG, dando como resultado
niveles elevados de expresion de proteina. La secuencia de polinucleétidos que codifica el antigeno de PreF se
transcribe bajo el promotor T7 de fago. También son adecuados algunos vectores alternativos, tales como pURV22
que incluyen un promotor lambda pL inducible por calor.

El vector de expresion se introduce (por ejemplo, mediante electroporacién) en un hospedador bacteriano adecuado.
Hay disponibilidad de numerosas cepas adecuadas de E. coli y las puede seleccionar un experto en la materia (por
ejemplo, se ha demostrado que las cepas Rosetta y BL21 (DE3) son favorables para expresion de vectores
recombinantes que contienen secuencias de polinucledtidos que codifican antigenos de PreF.

Mas habitualmente, los polinucleétidos que codifican los antigenos de PreF se incorporan en vectores de expresion
que son adecuados para la introducciéon y expresion en células eucariotas (por ejemplo, células de insecto o
mamifero). De forma favorable, tales acidos nucleicos estan optimizados por codén para su expresion en el
lector/célula hospedadora seleccionado (por ejemplo, las secuencias ilustradas en las SEQ ID NOs: 5, 7, 9 y 12
estan optimizadas por codon para su expresion en células CHO). En una realizacion a modo de ejemplo, la
secuencia de polinucleétidos que codifica el antigeno de PreF se introduce en un vector, tal como el vector pEE14
desarrollado por la firma Lonza Biologicals. El polipéptido se expresa en un promotor constitutivo, tal como el
promotor de CMV (CitoMegaloVirus) temprano inmediato. La seleccion de las células transfectadas de forma estable
que expresan el polipéptido se realiza basandose en la capacidad de las células transfectadas para crecer en
ausencia de una fuente de glutamina. Las células que tienen integrado el vector pEE14 de forma satisfactoria son
capaces de crecer en ausencia de glutamina exdgena, porque el vector pEE14 expresa la enzima GS (Glutamina
Sintetasa). Las células seleccionadas se pueden expandir de forma clonal y caracterizar para expresion del
polipéptido de PreF deseado.
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En otro ejemplo, la secuencia de polinucleétidos que codifica el antigeno de PreF se introduce en células de insecto
usando un Sistema de Vector de Expresion de Baculovirus (BEVS). El baculovirus recombinante capaz de infectar
células de insectos se puede generar usando vectores, kits y/o sistemas disponibles en el mercado, tal como el
sistema BD BaculoGold de BD BioScience. En resumen, la secuencia de polinucleétidos que codifica el antigeno se
inserta en el vector de transferencia pAcSG2. a continuacion, las células hospedadoras SF9 (Spodoptera frugiperda)
se cotransfectan mediante plasmido quimérico para pAcSG2 y BD BaculoGold, que contiene el ADN gendmico
linealizado del baculovirus del virus de poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV). Después de la
transfeccion, la recombinacién homadloga se produce entre el plasmido de pACSG2 y el genoma del Baculovirus
para generar el virus recombinante. En un ejemplo, el antigeno de PreF se expresa bajo el control regulador del
promotor de polihedrina (pH). Se pueden producir vectores de transferencia similares usando otros promotores, tales
como los promotores basicos (Ba) y p10. Del mismo modo, se pueden usar células de insecto alternativas, tal como
SF21 que se relaciona en gran medida con Sf9, y la linea celular High Five obtenida a partir de un gusano gris de la
col, Trichoplusia ni.

Después de transfeccion e induccion de expresion (de acuerdo con el promotor y/o potenciadores u otros elementos
de regulacion seleccionados), los polipéptidos expresados se recuperan ( por ejemplo, purificados o enriquecidos) y
se vuelven a naturalizar para asegurar el plegamiento en una conformacién de prefusiéon antigénicamente activa.

COMPOSICIONES INMUNOGENICAS Y PROCEDIMIENTOS

También se proporcionan composiciones inmunogénicas que incluyen cualquiera de los antigenos de PreF
desvelados anteriormente (tal como los proporcionados a modo de ejemplo con la SEQ ID NOs: 6, 8 y 10) y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, por lo general, realizaciones en las que el antigeno de PreF no incluye un componente de
la proteina G (tal como SEQ ID NO: 6), la composicidon inmunogénica puede incluir una proteina G aislada,
recombinante y/o purificada. En la técnica se han descrito numerosas proteinas G adecuadas, e incluyen proteinas
G recombinantes de longitud completa y proteinas quiméricas formadas por una parte de la proteina G (tal como los
aminoacidos 128-229 o 130-230) y un compafiero de fusion (tal como tiorredoxina), o una secuencia sefal y/o
directora, que facilitan la expresioén y/o purificacion. Algunas proteinas G a modo de ejemplo para uso en mezcla con
un antigeno de PreF se pueden encontrar en el documento W02008114149, Patente de Estados Unidos n.°
5.149.650, Patente de Estados Unidos n.° 6.113.911, Solicitud Publicada de Estados Unidos n.° 20080300382, y
Patente de Estados Unidos n.° 7.368.537, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por
referencia. Como se indica con respecto a las proteinas PreF-G quiméricas, un fragmento mas pequefio de la
proteina G, tal como la parte entre los aminoacidos 149-229, o la parte entre aproximadamente 128 y
aproximadamente 229 se puede usar de forma favorable en el contexto de mezclas que implican un PreF (sin G) y
G. Como se ha analizado anteriormente, la consideracion importante es la presencia de epitopos
inmunodominantes, por ejemplo, incluidos dentro de la region de los aminoacidos 183-197. Como alternativa, en
tales composiciones se puede usar una proteina G de longitud completa.

Algunos vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables se conocen bien y los pueden seleccionar los
expertos en la materia. Por ejemplo, el vehiculo o excipiente puede incluir de forma favorable un tampon.
Opcionalmente, el vehiculo o excipiente también contiene al menos un componente que estabiliza la solubilidad y/o
estabilidad. Algunos ejemplos de agentes solubilizantes/estabilizantes incluyen detergentes, por ejemplo, lauril
sarcosina y/o tween. Algunos agentes solubilizantes/estabilizantes adecuados incluyen arginina, y polioles que
forman vidrio (tales como sacarosa, trehalosa y similares). En la técnica se conocen numerosos vehiculos
farmacéuticamente aceptables y/o excipientes farmacéuticamente aceptables y se describen, por ejemplo, en
Pharmaceutical Sciences de Remington, de E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 52 Edicién (975).

Por consiguiente, algunos excipientes y vehiculos adecuados los pueden seleccionar los expertos en la materia para
producir una formulacidon adecuada para administrar a un sujeto mediante una via de administracion seleccionada.

Algunos excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a: glicerol, Polietilenglicol (PEG), Sorbitol, Trehalosa,
San sodica de N-lauroilsarcosina, L-prolina, sulfobetaina no detergente, clorhidrato de Guanidina, Urea, 6xido de
Trimetilamina, KCI, Ca2+, MgZ+, Mn2+, zn* y otras sales relacionadas con cationes divalentes, Ditiotreitol, Ditioeritrol,
y B-mercaptoetanol. Otros excipientes pueden ser detergentes (incluyendo: Tween 80, Tween 20, Triton X-00, NP-
40, Empigen BB, Octilglucésido Lauroil maltésido, Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-0, Zwittergent 3-2, Zwittergent 3-4,
Zwittergent 3-6, CHAPS, desoxicolato sddico, dodecil sulfato sédico, bromuro de Cetiltrimetilamonio).

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas también incluyen un adyuvante. En el contexto de una
composicion inmunogénica adecuada para administracion a un sujeto con el fin de provocar una respuesta inmune
protectora frente al VSR, el adyuvante se selecciona para provocar una respuesta inmune desviada hacia Th1.

Por lo general el adyuvante se selecciona para que aumente una respuesta inmune desviada hacia Th1 en el sujeto,
o poblacién de sujetos, a los que se administra la composicién. Por ejemplo, cuando la composicidon inmunogénica
se va a administrar a un sujeto de un grupo de edades en particular susceptible a (o con un aumento del riesgo de)
infeccion por VSR, el adyuvante se selecciona para que sea seguro y eficaz en el sujeto o poblacién de sujetos. Por
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lo tanto, cuando se formula una composicion inmunogénica que contiene un antigeno de PreF del VSR para
administracion en un sujeto de mayor edad (tal como un sujeto con una edad superior a 65 afios de edad), el
adyuvante se selecciona para que sea seguro y eficaz en sujetos de edades avanzadas. De forma analoga, cuando
la composicion inmunogénica que contiene el antigeno de PreF del VSR se pretende para administracion en sujetos
neonatales o infantiles (tales como sujetos entre el nacimiento y la edad de dos afios), el adyuvante selecciona para
que sea seguro y eficaz en neonatos y nifios.

Ademas, el adyuvante por lo general se selecciona para que aumente una respuesta inmune de Th1 cuando se
administra a través de la via de administracién, mediante la que se administra la composicion inmunogénica. Por
ejemplo, cuando se formula una composicion inmunogénica que contiene un antigeno de PreF para administracion
nasal, son favorables proteosoma y protolina son adyuvantes de desviacion de Th1 favorables. Por el contrario,
cuando la composicién inmunogénica se formula para administracion intramuscular, se seleccionan de forma
favorable algunos adyuvantes que incluyen uno o mas de 3D-MPL, escualeno (por ejemplo, QS21), liposomas, y/o
emulsiones de aceite y agua.

Un adyuvante adecuado para uso en combinacién con antigenos de PreF es un derivado de lipopolisacarido
bacteriano no téxico. Un ejemplo de un derivado no téxico adecuado de lipido A, es el monofosforil lipido A o mas
particularmente el monofosforil lipido A 3-Desacilado (3D-MPL). El 3D-MPL se comercializa con el nombre MPL en
GlaxoSmithKlina Biologicals N.A., y a través del documento se denomina MPL o 3D-MPL. Véanse, por ejemplo, las
Patentes de Estados Unidos n.%° 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094. El 3D-MPL estimula principalmente
las respuestas de los linfocitos CD4" T con un fenotipo de IFN-y (Th1). El 3D-MPL se prevé producir de acuerdo con
los procedimientos que se desvelan en el documento GB2220211 A. Quimicamente se trata de una mezcla de
monofosforil lipido A 3-desacilado con 3, 4, 5 0 6 cadenas aciladas. En las composiciones de la presente invencion,
se puede usar 3D-MPL de particula pequefia. EI 3D-MPL de particula pequefa tiene un tamafio de particula de
modo que se puede filtrar de forma estéril a través de un filtro de 0,22 um. Tales preparaciones se describen en el
documento W094/21292.

Un lipopolisacarido, tal como 3D-MPL, se puede usar en cantidades entre 1 y 50 ug, por dosis humana de la
composicion inmunogénica. Tal 3D-MPL se puede usar a un nivel de aproximadamente 25 ug, por ejemplo entre 20-
30 pg, de forma adecuada entre 21-29 ug o entre 22 y 28 ug o entre 23 y 27 ug o entre 24 y 26 ug, o 25 ug. En otra
realizacion, la dosis humana de la composicién inmunogénica comprende 3D-MPL a un nivel de aproximadamente
10 ug, por ejemplo entre 5y 15 ug, adecuadamente entre 6 y 14 ug, por ejemplo entre 7y 13 ugo entre 8 y 12 ug o
entre 9y 11 ug, o 10 pg. En una realizaciéon mas, la dosis humana de la composicion inmunogénica comprende 3D-
MPL a un nivel de aproximadamente 5 ug, por ejemplo entre 1 y 9 ug, o entre 2 y 8 ug o de forma adecuada entre 3

y7Hgo4y6ug o5 pg.

En otras realizaciones, el lipopolisacarido puede ser un disacarido B(1-6) glucosamina, como se describe en la
Patente de Estados Unidos n.° 6.005.099 y en el documento de Patente EP n.° 0 729 473 B1. Un experto en la
materia seria rapidamente capaz de producir diversos lipopolisacaridos, tal como 3D-MPL, basandose en las
ensefianzas de estas referencias. Sin embargo, cada una de estas referencias se incorpora en el presente
documento por referencia. Ademas de los agentes inmunoestimulantes mencionados anteriormente (que tienen una
estructura similar a la de LPS o MPL o 3D-MPL), monosacarido acilado y derivados de disacarido que son una
subparte de la estructura de MPL mencionada anteriormente también son adyuvantes adecuados. En otras
realizaciones, el adyuvante es un derivado sintético del lipido A, algunos de los cuales se describen como agonistas
de TLR-4, e incluyen, pero no se limitan a: OM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-o-fosfono-f-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]-a-D-

glucopiranosildihidrogenfosfato), (documento WO 95/14026); oM 294 DP (3S,9R)-3--[(R)-

dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol, 1,10-
bis(dihidrogenofosfato) (documento WO 99/64301 y documento WO 00/0462); y OM 197 MP-Ac DP (3S-; 9R)-3-[(R)-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol, 1-

dihidrogenofosfato 10-(6-aminohexanoato) (documento WO 01/46127).

Otros ligandos de TLR4 que se pueden usar son fosfatos de alquil Glucosaminido (AGP) tales como los desvelados
en el documento WO 98/50399 o en la Patente de Estados Unidos n.° 6.303.347 (también se desvelan algunos
procedimientos para la preparacion de los AGP), de forma adecuada RC527 o RC529 o sales farmacéuticamente
aceptables de los AGP como se desvela en Patente de Estados Unidos n.° 6.764.840. Algunos AGP son agonistas
de TLR4 y algunos son antagonistas de TLR4. Se cree que ambos son utiles como adyuvantes.

Otros ligandos de TLR-4 adecuados, capaces de causar una respuesta de sefializacion a través de TLR-4 (Sabroe y
col., JI 2003 p1630-5) son, por ejemplo, lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas y sus derivados, o fragmentos
de los mismos, en particular un derivado no téxico de LPS (tal como 3D-MPL). Otros agonistas de TLR adecuados
son: proteina de choque térmico (HSP) 10, 60, 65, 70, 75 o 90; Proteina A de tensioactivo, oligosacaridos de
hialuronano, fragmentos de sulfato de heparano, fragmentos de fibronectina, péptidos de fibrinégeno y b-defensina-
2, y dipéptido muramilo (MDP). En una realizacion, el agonista de TLR es HSP 60, 70 o 90. Otros ligandos de TLR-4
adecuados son los que se describen en el documento WO 2003/011223 y en el documento WO 2003/099195, tales
como el compuesto |, compuesto Il y compuesto Il desvelados en las paginas 4-5 del documento WO2003/011223 o
en las paginas 3-4 del documento WO2003/099195 y en particular los compuestos desvelados en el documento
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WO02003/011223 como ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ER804059,
ER804442, ER804680, y ER804764. Por ejemplo, un ligando de TLR-4 adecuado es ER804057.

Algunos agonistas de TLR adicionales también son utiles como adyuvantes. La expresion "agonista de TLR" se
refiere a un agente es capaz de causar una respuesta de sefializacion a través de una ruta de sefalizacion de TLR,
ya sea como un ligando directo o indirectamente a través de generacion de ligando enddgeno o exdgeno. Tales
agonistas de TLR naturales o sintéticos se pueden usar como adyuvantes alternativos o adicionales. Una breve
revision del papel de los TLR como receptores de adyuvante se proporcionan en Kaisho y Akira, Biochimica et
Biophysica Acta 1589: 1-13, 2002. Estos adyuvantes potenciales incluyen, pero no se limitan a, agonistas para
TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9. Por consiguiente, en una realizaciéon, el adyuvante y la composicion
inmunogénica comprenden adicionalmente un adyuvante que se selecciona entre el grupo que consiste en: un
agonista de TLR-1, un agonista de TLR-2, agonista de TLR-3, un agonista de TLR-4, un agonista de TLR-5, un
agonista de TLR-6, agonista de TLR-7, un agonista de TLR-8, un agonista de TLR-9, o una combinacién de los
mismos.

En una realizacion de la presente invencion, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-1. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-1 se selecciona entre: lipopéptidos tri-acilados (LP); modulina soluble en fenol; LP de
Mycobacterium tuberculosis; S-(2,3-bis(palmitoiloxi)-(2-RS)-propil)-N-palmitoil-(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-Lys(4)-OH,
triclorhidrato (Pam3Cys) LP que imita el extremo amino terminal acetilado de una lipoproteina bacteriana y OspA LP
de Borrelia burgdorferi.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-2. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-2 es uno o mas de uno de una lipoproteina, un peptidoglicano, un lipopéptido bacteriano de M
tuberculosis, B burgdorferi o T pallidum; peptidoglicanos de especies que incluyen Staphylococcus aureus; acidos
lipoteicoicos, acidos manuroénicos, porinas de Neisseria, fimbrias bacterianas, factores de virulencia de Yersina,
viriones del CMV, hemaglutinina de sarampion, y zimosano de levadura.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-3. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-3 es ARN bicatenario (ARNds), o acido poliinosinico-policitidilico (Poly IC), un patron de acido
nucleico molecular asociado con infeccion viral.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-5. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-5 es flagelina bacteriana.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-6. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-6 es lipoproteina micobacteriana, LP di-acilado, y modulina soluble en fenol. Algunos agonistas de
TLR6 adicionales se describen en el documento WO 2003/043572.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-7. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-7 es un ARN monocatenario (ARNss), loxoribina, un analogo de guanosina en las posiciones N7 y
C8, o un compuesto de imidazoquinolina, o derivado del mismo. En una realizacion, el agonista de TLR es
imiquimod. Algunos agonistas de TLR7 adicionales se describen en el documento WO 2002/085905.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-8. De forma adecuada, el agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacion a
través de TLR-8 es un ARN monocatenario (ARNss), una molécula de imidazoquinolina con actividad anti-viral, por
ejemplo resiquimod (R848); el resiquimod también es capaz de reconocimiento mediante TLR-7. Otros agonistas de
TLR-8 que se pueden usar incluyen los que se describen en el documento WO 2004/071459.

En una realizacion alternativa, se usa un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-9. En una realizacion, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de sefializacion a través de
TLR-9 es HSP90. Como alternativa, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de
TLR-9 es ADN bacteriano o viral, ADN que contiene nucleétidos de CpG sin metilar, en contextos de secuencias en
particular conocidos como motivos de CpG. Algunos oligonucleotidos que contienen CpG inducen una respuesta de
Th1 predominantemente. Tales oligonucleotidos se conocen bien y se describen, por ejemplo, en el documento WO
96/02555, el documento WO 99/33488 y Patentes de Estados Unidos n.°® 6.008.200 y 5.856.462. De forma
adecuada, los nucleétidos de CpG son oligonucledtidos de CpG. Algunos oligonucledétidos adecuados para uso en
las composiciones inmunogénicas de la presente invencion son oligonucleétidos que contienen CpG, opcionalmente
que contienen dos o mas motivos de CpG dinucleétidos separados por al menos tres, adecuadamente al menos seis
0 mas nucledtidos. Un motivo de CpG es un nucleétido de Citosina seguido de un nucledtido de Guanina. Los
oligonucledtidos de CpG de la presente invencion son por lo general desoxinucleodtidos. En una realizacion
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especifica, el internucledtido en el oligonucledtido es fosforoditioato, o adecuadamente un enlace fosforotioato,
aunque los enlaces fosfodiéster y otros enlaces internucleétido estan dentro del alcance de la invencién. Dentro del
alcance de la invencion también estan incluidos oligonucletdtidos con uniones internucledtido mixtas. Algunos
procedimientos para producir oligonucleétidos de fosforotioato o fosforoditioato se describen en las Patentes de
Estados Unidos n.® 5.666.153, 5.278.302 y en el documento WO 95/26204.

Otros adyuvantes que se pueden usar en composiciones inmunogénicas con un antigeno PreF, por ejemplo, por si
mismos o en combinaciéon con 3D-MPL, u otro adyuvante descrito en el presente documento, son las saponinas,
tales como QS21.

Algunas saponinas se ensefian en: Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (1996. A review of the biological and
pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol 2 pp 363-386). Las saponinas son glicosidos de esteroide
o triterpeno ampliamente distribuidos en los reinos vegetales y animal marino. Las saponinas destacan por formar
soluciones coloidales en agua que forman espuma cuando se agitan, y porque precipitan el colesterol. Cuando las
saponinas estan cerca de las membranas celulares, crean estructuras similares a poros en la membrana que hacen
que la membrana estalle. La hemodlisis de los eritrocitos es un ejemplo de este fendmeno, que es una propiedad de
ciertas, pero no de todas, las saponinas.

Las saponinas are se conocen como adyuvantes en vacunas para administracion sistémica. La actividad de
adyuvante y hemolitica de las saponinas individuales se ha estudiado extensamente en la técnica (Lacaille-Dubois y
Wagner, mencionado anteriormente). Por ejemplo, Quil A (derivado de la corteza del arbol de América del Sur,
Quillaja Saponaria Molina), y fracciones del mismo, se describen en la Patente de Estados Unidos n.° 5.057.540 y
"Saponins as vaccina adjuvants”, Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; y documento
de patente EP 0 362 279 B1. Algunas estructuras con particulas, denominadas Complejos de Estimulacion Inmune
(ISCOMS), que comprenden fracciones de Quil A son hemoliticas y se han usado en la fabricacion de vacunas
(Morein, B., documento EP 0 109 942 B1; documento WO 96/11711; documento WO 96/33739). Las saponinas
hemoliticas QS21 y QS17 ( fracciones purificadas por HPLC de Quil A) se han descrito como potentes adyuvantes
sistémicos, y el procedimiento para su produccién se desvela en la Patente de Estados Unidos n.° 5.057.540 y en el
documento EP 0 362 279 B1, que se incorporan en el presente documento por referencia. Otras saponinas que se
han usado en estudios de vacunacion sistémica incluyen las obtenidas a partir de otras especies vegetales tales
como Gypsophila y Saponaria (Bomford y col., Vaccina, 10 (9): 572-577, 1992).

QS21 es una fraccion no toxica purificada de Hplc derivado de la corteza de Quillaja Saponaria Molina. Un
procedimiento para producir QS21 se desvela en Patente de Estados Unidos n.° 5.057.540. Algunas formulaciones
de adyuvante no reactogénicas que contienen QS21 se describen en el documento WO 96/33739. Las referencias
mencionadas anteriormente se incorporan por referencia en el presente documento. Dicha saponina
inmunoldgicamente activa, tal como QS21, se puede usar en cantidades entre 1 y 50 ug, por dosis humana de la
composicion inmunogénica. De forma ventajosa, QS21 se usa a un nivel de aproximadamente 25 ug, por ejemplo
entre 20-30 pg, adecuadamente entre 21-29 g o entre 22-28 ug o entre 23-27 ug o entre 24 -26 ug, o 25 ug. En otra
realizacion, la dosis humana de la composicién inmunogénica comprende QS21 a un nivel de aproximadamente
10 ug, por ejemplo entre 5 y 15 ug, adecuadamente entre 6 -14 pg, por ejemplo entre 7 -13 ug o entre 8 -12 ug o
entre 9 -11 ug, o 10 yg. En una realizacién mas, la dosis humana de la composicién inmunogénica comprende QS21
a un nivel de aproximadamente 5 ug, por ejemplo entre 1-9 ug, o entre 2 -8 ug o adecuadamente entre 3-7 ug o 4-
6 ug, o 5pug. Se ha mostrado que tales formulaciones que comprenden QS21 y colesterol son adyuvantes de
estimulacion de Th1 satisfactorios fondos se formulan en conjunto con un agente. Por lo tanto, por ejemplo, algunos
polipéptidos de PreF se pueden usar de forma favorable en composiciones inmunogénicas con un adyuvante que
comprende una combinacién de QS21 y colesterol.

Opcionalmente, el adyuvante también puede incluir sales minerales tales como sales de aluminio o calcio, en
particular hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato calcico. Por ejemplo, un adyuvante que contiene 3D-
MPL en combinaciéon con una sal de aluminio (por ejemplo, hidréxido de aluminio o "alum") es adecuado para
formulacién en una composicidon inmunogénica que contiene un antigeno de PreF para administracion a un sujeto
humano.

Otra clase de adyuvantes de desviacion de Th1 adecuados para uso en formulaciones con antigenos de PreF
incluye composiciones inmunoestimulantes a base de OMP. Las composiciones inmunoestimulantes a base de OMP
son particularmente adecuadas como adyuvantes mucosales, por ejemplo, para administracion intranasal. Las
composiciones inmunoestimulantes a base de OMP son un género de preparaciones de proteinas de membrana
externa (OMP, que incluyen algunas porinas) de bacterias Gram-negativas, tales como, pero no limitadas a,
especies de Neisseria (véase, por ejemplo, Lowell y col., J. Exp. Med. 167: 658, 1988; Lowell y col., Science 240:
800, 1988; Lynch y col., Biophys. J. 45: 104, 1984; Lowell, en "New Generation Vaccines" 22 ed., Marcel Dekker,
Inc., New York, Basilea, Hong Kong, pagina 193, 1997; Patente de Estados Unidos n.° 5.726.292; Patente de
Estados Unidos n.° 4.707.543), que son utiles como un vehiculo o en composiciones para inmundgeno, tales como
antigenos bacterianos o virales. Algunas composiciones inmunoestimuladoras a base de OMP se pueden denominar
"Proteosomas”, que son hidrofobos y seguros para uso humano. Los proteosomas tienen la capacidad para
autoensamblarse en vesiculas o grupos de OMP similares a las vesiculas de aproximadamente 20 nm a
aproximadamente 800 nm, y para incorporar, coordinar, asociar (por ejemplo, preforma electrostatica o hidréfoba), o
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de otro modo cooperar de forma no covalente con antigenos de proteina (Ags), en particular antigenos que tienen un
resto hidréfobo. Cualquier procedimiento de preparacion que dé como resultado el componente de la proteina de la
membrana externa en forma vesicular o similar a vesicula, incluyendo estructuras membranoso las multi-moleculares
o composiciones de OMP similares a glébulos fundidos de una o mas OMP, esta incluido dentro de la definicion de
Proteosoma. Los proteosomas se pueden preparar, por ejemplo, como se describe en la técnica (véase, por
ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 5.726.292 o Patente de Estados Unidos n.° 5.985.284). Los proteosomas
también pueden contener un lipopolisacarido o lipooligosacarido endégeno (LPS o LOS, respectivamente) que se
originan a partir de las bacterias usadas para producir las porinas de OMP (por ejemplo, especies de Neisseria), que
por lo general seran menos de un 2 % de la preparacion de la OMP total.

Los proteosomas estan formados principalmente por proteinas de la membrana externa a extraidas de forma
quimica (las OMP) de Neisseria menigitidis (principalmente las porinas A y B asi como OMP de clase 4), mantenidas
en solucion con detergente (Lowell GH. Proteosomes for Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine
MM, Woodrow GC, Kaper JB, Cobon GS, eds, New Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-
206). Los proteosomas se pueden formular con una diversidad de antigenos tales como proteinas purificadas o
recombinantes derivadas de fuentes virales, incluyendo los polipéptidos de PreF desvelados en el presente
documento, por ejemplo, mediante procedimientos tradicionales de diafiltracion o de dialisis. La retirada gradual del
detergente permite la formacion de complejos hidrofobos de particulas de aproximadamente 100-200 nm de
diametro (Lowell GH. Proteosomes for Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine MM, Woodrow GC,
Kaper JB, Cobon GS, eds, New Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206).

"Proteosoma: LPS o Protolina", como se usa en el presente documento, se refiere a preparaciones de proteosomas
mezcladas, por ejemplo, mediante la adicion exdgena, con al menos un tipo de lipo-polisacarido para proporcionar
una composicion de OMP-LPS (que puede funcionar como una composicion inmunoestimulante). Por lo tanto, la
composicion de OMP-LPS puede estar formada por dos de los componentes basicos de la Protolina, que incluyen
(1) una preparacion de proteina de membrana externa de Proteosomas (por ejemplo, Projuvant) preparada a partir
de bacterias Gram-negativas, tales como Neisseria meningitidis, y (2) una preparacion de uno o mas liposacaridos.
Un lipo-oligosacarido puede ser endogeno (por ejemplo, contenido de forma natural con la preparacion de
Proteosoma de OMP), se puede mezclar o combinar con una preparacion de OMP a partir de un lipo-oligosacarido
preparado de forma exdgena (por ejemplo, preparado a partir de un cultivo o microorganismo diferente de a la
preparacion de OMP), o puede ser una combinacion de los mismos. Tales LPS afiadidos de forma exdgena pueden
ser de la misma bacteria Gram-negativa a partir de la que se fabrico la preparacion de OMP o de una bacteria Gram-
negativa diferente. Se deberia entender que la protolina incluye opcionalmente lipidos, glicolipidos, glicoproteinas,
moléculas pequefias, o similares, y combinaciones de los mismos. La Protolina se puede preparar, por ejemplo,
como se describe en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2003/0044425.

Las combinaciones de diferentes adyuvantes, tales como las mencionadas anteriormente en el presente documento,
también se pueden usar en composiciones con antigenos de PreF. Por ejemplo, como ya se ha indicado, QS21 se
puede formular junto con 3D-MPL. La proporcion de QS21 : 3D-MPL por lo general sera del orden de 1:10 a 10:1; tal
como de 1:5 a 5:1, y a menudo sustancialmente 1:1. Por lo general, la proporcién esta en el intervalo de 2,5:1 a 1:1
de 3D-MPL: QS21. Otra formulacion de adyuvante de combinacién incluye 3D-MPL y una sal de aluminio, tal como
hidréxido de aluminio. Cuando se formula en combinaciéon con esta combinacién puede aumentar una respuesta
inmune de Th1 especifica de antigeno.

En algunos casos, la formulacion de adyuvante incluye una emulsion de aceite en agua, o una sal mineral, tal como
una sal de calcio o aluminio, por ejemplo fosfato calcico, fosfato de aluminio o hidréxido de aluminio.

Un ejemplo de una emulsion de aceite en agua comprende un aceite metabolizable, tal como escualeno, un tocol tal
como tocoferol, por ejemplo, alfa-tocoferol, y un tensioactivo, tal como polisorbato 80 o Tween 80, en un vehiculo
acuoso y no contiene ningudn inmunoestimulante(s) adicional, en particular, no contiene un derivado del lipido A no
toxico, (tal como 3D-MPL), o una saponina, (tal como QS21). El vehiculo acuoso puede ser, por ejemplo, soluciéon
salina tamponada con fosfato. Ademas, la emulsidon de aceite en agua puede contener Span 85 y/o lecitina y/o
tricaprilina.

En otra realizacion de la invencién se proporciona una composicion de vacuna que comprende un antigeno o
composicion de antigeno y una composicion de adyuvante que comprende una emulsion de aceite en agua y
opcionalmente uno o mas agentes inmunoestimulantes, en la que dicha emulsion de aceite en agua comprende 0,5-
10 mg de aceite metabolizable (adecuadamente escualeno), 0,5-11 mg de tocol (adecuadamente un tocoferol, tal
como alfa-tocoferol) y 0,4-4 mg de agente emulgente.

En una realizacion especifica, la formulacion de adyuvante incluye 3D-MPL preparado en forma de una inclusion, tal
como en forma de una emulsion de aceite en agua. En algunos casos, la emulsién tiene un tamarfio de particula
pequena inferior a 0,2 ym de diametro, como se desvela en el documento WO 94/21292. Por ejemplo, las particulas
de 3D-MPL pueden ser lo suficientemente pequefias como para filtrarse de forma estéril a través de una membrana
de 0,2 ym (como se describe en el nimero de Patente Europea 0 689 454). Como alternativa, el 3D-MPL se puede
preparar en una formulacion liposomal. Opcionalmente, el adyuvante que contiene 3D-MPL (o un derivado del
mismo) también incluye un componente inmunoestimulante adicional.
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Por ejemplo, cuando una composicién inmunogénica con un antigeno de polipéptido de PreF se formula para su
administracion a un lactante, la dosificacion de adyuvante se determina para que sea eficaz y relativamente no
reactogénica en un sujeto lactante. Por lo general, la dosificacion de adyuvante en una formulacion para lactante es
inferior a la usada en formulaciones designadas para su administracion a adultos ( por ejemplo, adultos con edades
de 65 o superiores). Por ejemplo, la cantidad de 3D-MPL por lo general esta en el intervalo de 1 ug-200 pg, tal como
10-100 pg, o 10 pg-50 ug por dosis. Una dosis para lactante esta por lo general en el extremo inferior de este
intervalo, por ejemplo, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 50 ug, tal como de aproximadamente 2 ug, o
aproximadamente 5 ug, o aproximadamente 10 ug, a aproximadamente 25 ug, o a aproximadamente 50 ug. por lo
general, cuando se usa QS21 en la formulacion, los intervalos son comparables (y estan de acuerdo con las
proporciones indicadas anteriormente). Para poblaciones de adultos y ancianos, las formulaciones incluyen por lo
general mas de un componente adyuvante que por lo general se encuentra en una formulacion infantil. En
formulaciones en particular que usan una emulsidon de aceite en agua, una emulsién de este tipo puede incluir
componentes adicionales, por ejemplo, tal como colesterol, escualeno, alfa tocoferol, y/o un detergente, tal como
Tween 80 o Span 85. En formulaciones a modo de ejemplo, tales componentes pueden estar presentes en las
siguientes cantidades: de aproximadamente 1-50 mg de colesterol, de un 2 a un 10 % de escualeno, de un 2 a un
10 % de alfa tocoferol y de un 0,3 a un 3 % de Tween 80. Por lo general, la proporcion de escualeno: alfa tocoferol
es igual o inferior a 1 ya que ésta proporciona una emulsién mas estable. En algunos casos, la formulacion también
puede contener un estabilizante. Cuando el alum esta presente, por ejemplo, en combinacién con 3D-MPL, la
cantidad esta por lo general entre aproximadamente 100 yg y 1 mg, tal como de aproximadamente 100 pg, o
aproximadamente 200 ug aproximadamente 750 pg, tal como aproximadamente 500 ug por dosis.

Una composicion inmunogénica por lo general contiene una cantidad inmunoprotectora (o una dosis fraccionaria de
la misma) del antigeno y se puede preparar mediante técnicas convencionales. La preparacion en composiciones
inmunogénicas, incluyendo aquellas para administracion o sujetos humanos, por lo general se describe en
Pharmaceutical Biotechnology, Vol. 61 Vaccina Design-the subunit and adjuvant approach, editado por Powell y
Newman, Plenum Press, 1995. New Trends and Developments in Vaccines, editado por Voller y col., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978. La encapsulacion dentro de liposomas se describe, por ejemplo, en
Fullerton, de Patente de Estados Unidos n.° 4.235.877. La conjugacion de proteinas a macromoléculas se desvela,
por ejemplo, en Likhite, Patente de Estados Unidos n.° 4.372,945 y en Armor y col., Patente de Estados Unidos n.°
4.474.757.

Por lo general, la cantidad de proteina en cada dosis de la composicidn inmunogénica se selecciona como una
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en el sujeto
habitual. Inmunoprotector en este contexto no significa necesariamente que proteja completamente frente a la
infeccion; significa proteccion frente a sintomas o enfermedad, en especial enfermedad grave asociada con el virus.
La cantidad de antigeno puede variar dependiendo del inmundgeno especifico que se use. Por lo general, se espera
que cada dosis humana comprenda 1-1000 pg de proteina, tal como de aproximadamente 1 ug a aproximadamente
100 pg, por ejemplo, de aproximadamente 1 uyg a aproximadamente 50 pg, tal como aproximadamente 1 ug,
aproximadamente 2 ug, aproximadamente 5 ug, aproximadamente 10 pug, aproximadamente 15 g,
aproximadamente 20 ug, aproximadamente 25 pug, aproximadamente 30 pg, aproximadamente 40 ug, o
aproximadamente 50 ug. La cantidad usada en una composicidon inmunogénica se selecciona basandose en la
poblacion de sujetos (por ejemplo, infantil o adulta). Una cantidad continua para una composicién en particular se
puede discernir con estudios convencionales que implican observacion de titulaciones de anticuerpo y ofras
respuestas en sujetos. Después de una vacuna inicial, los sujetos pueden recibir un refuerzo en aproximadamente 4
semanas.

Se deberia indicar que independientemente del adyuvante seleccionado, la concentracion en la formulacion final se
calcula para que sea segura y eficaz en la poblacion diana. Por ejemplo, algunas composiciones inmunogénicas
para provocar una respuesta inmune frente al VSR en seres humanos se administra de forma favorable a bebés (por
ejemplo, bebés entre el nacimiento y 1 afios de edad, tal como entre 0 y 6 meses, a la edad de la dosis inicial).
Algunas composiciones inmunogénicas para provocar una respuesta inmune frente al VSR también se administran
de forma favorable a seres humanos adultos (por ejemplo, sola buen combinacién con antigenos de otros patégenos
asociados con EPOC). Se observara que la eleccion del adyuvante puede ser diferente en estas diferentes
aplicaciones, y los expertos en la materia pueden determinar de forma empirica el adyuvante y concentracion
6ptimos para cada situacion.

En determinadas realizaciones, las composiciones inmunogénica son vacunas que reducen o previenen la infeccion
con VSR. En algunas realizaciones, las composiciones inmunogénica son vacunas que reducen o previenen una
respuesta patologica después de infeccion con VSR. Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas que
contienen un antigeno de PreF se formulan con al menos un antigeno adicional de un organismo patégeno distinto
del VSR. Por ejemplo, el organismo patégeno puede ser un agente patogeno del tracto respiratorio (tal como un
virus o bacteria que causa una infeccion respiratoria). En ciertos casos, la composicion inmunogénica contiene un
antigeno derivado del virus patégeno distinto del VSR, tal como un virus que causa una infeccién del tracto
respiratorio, tal como gripe o parainfluenza. En otras realizaciones, los antigenos adicionales se seleccionan para
facilitar la administracion o reducir el nimero de inoculaciones necesarias para proteger a un sujeto frente a una
pluralidad de organismos infecciosos. Por ejemplo, el antigeno se puede derivar de uno cualquiera o mas de gripe,
hepatitis B, difteria, tétanos, pertussis, Hemophilus influenza, poliovirus, Streptococcus o Pneumococcus, entre
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otros.

Por consiguiente, el uso de antigenos de PreF o acidos nucleicos que los codifican en la preparacion de un
medicamento para tratar (ya sea de forma terapéutica después de o de forma profilactica antes de) la exposicion a
una infecciéon con el VSR también es una caracteristica de la presente divulgacion. De forma analoga, algunos
procedimientos para provocar una respuesta inmune frente al VSR en un sujeto son una caracteristica de la
presente divulgacion. Tales procedimientos incluyen la administracion de una cantidad inmunolégicamente eficaz de
una composicion que comprende un antigeno de PreF a un sujeto, tal como un sujeto humano. Normalmente, la
composicion incluye un adyuvante que provoca una respuesta inmune desviada hacia Th1. La composicion se
formula para provocar una respuesta inmune especifica para el VSR sin aumentar la enfermedad viral después del
contacto con el VSR. Es decir, la composicion se formula para ir a como resultado una respuesta inmune desviada
hacia Th1 que reduce o previene la infeccion con un VSR y/o reduce o previene una respuesta patolégica después
de infeccién con un VSR. Aunque la composicién se puede administrar mediante una diversidad de vias diferentes,
lo mas habitualmente, las composiciones inmunogénica se administran mediante una via de administracion
intramuscular o intranasal.

Por lo general, una composicién inmunogénica contiene una cantidad inmunoprotectora (o una dosis fraccionaria de
la misma) del antigeno y se puede preparar mediante técnicas convencionales. La preparacion de composiciones
inmunogénicas, incluyendo las usadas para administracion a sujetos humanos, por lo general se describe en
Pharmaceutical Biotechnology, Vol. 61 Vaccina Design-the subunit and adjuvant approach, editado por Powell y
Newman, Plenum Press, 1995. New Trends and Developments in Vaccines, editado por Voller y col., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978. La encapsulacion dentro de liposomas se describe, por ejemplo, en
Fullerton, Patente de Estados Unidos n.° 4.235.877. La conjugacion de proteinas a macromoléculas se desvela, por
ejemplo, en Likhite, Patente de Estados Unidos n.° 4.372.945 y en Armor y col., Patente de Estados Unidos n.°
4.474.757.

Por lo general, la cantidad de proteina en cada dosis de la composicidn inmunogénica se selecciona como una
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en el sujeto
habitual. En este contexto, inmunoprotector no significa necesariamente proteccion completamente frente a la
infeccion; significa proteccion frente a sintomas o enfermedad, especialmente enfermedad grave asociada con el
virus. La cantidad de antigeno puede variar dependiendo del inmundgeno especifico que se esté usando. Por lo
general, se espera que cada dosis humana comprenda 1-1000 pg de proteina, tal como de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 100 yg, por ejemplo, de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 50 ug, tal como
aproximadamente 1 ug, aproximadamente 2 ug, aproximadamente 5 ug, aproximadamente 10 pg, aproximadamente
15 ug, aproximadamente 20 pg, aproximadamente 25 pg, aproximadamente 30 pg, aproximadamente 40 ug, o
aproximadamente 50 ug. La cantidad usado en una composicidon inmunogénica se selecciona basandose en la
poblacion de sujetos (por ejemplo, nifios o ancianos). Una cantidad optima para una composicién en particular se
puede discernir con estudios convencionales que implican la observacion de titulaciones de anticuerpo y otras
respuestas en sujetos. Después de una vacuna inicial, los sujetos pueden recibir un refuerzo en aproximadamente 4-
12 semanas. Por ejemplo, cuando se administra una composicion inmunogénica que contiene un antigeno de PreF a
un sujeto infantil, las inoculaciones iniciales y posteriores se pueden administrar para que coincidan con otras
vacunas administradas durante este periodo.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas caracteristicas y/o realizaciones en particular. No se
deberia interpretar que estos ejemplos limitan la invencién a las caracteristicas por realizaciones que se describen
en particular.

Ejemplos
Ejemplo 1: Antigenos de PreF a modo de ejemplo

El antigeno de PreF se modificé en comparacion con una proteina F del VSR nativa para estabilizar la proteina en
su conformacion de prefusion, basandose en la prediccion de que una respuesta inmune generada en la
conformacion de prefusion de F incluiria preferentemente anticuerpos que evitarian la unién, desplazamiento de
conformacion y/o otros sucesos implicados en la fusidon de la membrana, aumentando de ese modo la eficacia de la
respuesta protectora.

La FIG. 1A y B ilustran de forma esquematica caracteristicas de FO del VSR y antigenos recombinantes de PreF a
modo de ejemplo. La FIG. 1A es una representacion de la proteina FO del VSR. FO es una proteina previa que
consiste en 574 aminoacidos. La proteina previa FO se procesa de forma proteolitica y se glicosilada después de la
traduccion. Un péptido sefial, que posteriormente se retira con una peptidasa sefial, dirige la traduccion de la
proteina previa FO al reticulo endoplasmatico (RE). El péptido emergente en el RE se N-glicosila a continuacion en
multiples sitios (representados por triangulos). La escision de la furina de FO genera dominios peptidicos F2 y F1,
que se pliegan y ensamblan en conjunto como un trimero de heterodimeros F2-F1 (es decir, 3 veces F2-F1). En su
estado nativo, la proteina F esta anclada a la membrana mediante una hélice transmembrana helix en la regién C-
terminal. La adicion de caracteristicas del polipéptido FO incluye, 15 restos de cisteina, 4 epitopos de neutralizacion
caracterizados, 2 regiones de bucles superenrollados, y un motivo de lipidacion. La FIG. 1B ilustra caracteristicas de
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antigenos de PreF a modo de ejemplo. Para construir el antigeno de PreF, el polipéptido FO se modifico para
estabilizar la conformacion de prefusion de la proteina F, reteniendo de este modo los epitopos inmunogénicos
predominantes de la proteina F como se presenta con el virus del VSR antes de la unién a y fusién con células
hospedadoras. Las siguientes mutaciones de estabilizacién se introdujeron en el antigeno de PreF con respecto al
polipéptido FO. En primer lugar, un dominio bucles superenrollados de estabilizacion se puso en el extremo C-
terminal del dominio extracelular del polipéptido de FO, reemplazando el dominio de anclaje a membrana de FO. En
segundo lugar, el péptido pep27 (situado entre los dominios F2 y F1 en la proteina nativa) se retird. En tercer lugar,
ambos motivos de furina se eliminaron. En realizaciones alternativas (denominados PreF_V1 y PreF_V2), una parte
inmunoldgicamente activa (por ejemplo, aminoacidos 149-229) de la proteina G del VSR se afadié al dominio C-
terminal.

Ejemplo 2: Produccion y purificacion de proteina recombinante de PreF a partir de células CHO

Una secuencia de polinucledtidos recombinantes que codifica un antigeno de PreF a modo de ejemplo se introdujo
en células CHO hospedadoras para la produccion de antigeno de PreF. Las células hospedadoras transfectadas de
forma transitoria o poblaciones estables expandidas que comprenden la secuencia de polinucleétidos introducida se
cultivaron en medio y en condiciones adecuadas para el crecimiento en una escala aceptable para el fin deseado
(por ejemplo, como se describe por lo general en Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, tercera edicion, Wiley- Liss, New York y las referencias citadas en ese documento). Por lo general, las
células se cultivaron en medio sin suero en matraces de agitacion a 37 °C con CO; al 5 % y se pasaron a intervalos
de 2-3 dias, o0 en biorreactores a 29 °C con pO, mantenido a un 20 %.

Para recuperar antigeno de PreF recombinante, el cultivo celular se centrifugd y el sobrenadante cultivo celular se
almaceno a -80 °C hasta su uso posterior. Para un analisis mas detallado, se diluyeron alicuotas de 2 litros de
sobrenadante de cultivo celular con agua purificada 2x y el pH se ajusté a pH 9,5 con NaOH. El sobrenadante se
cargo a una tasa de 14 ml/min en una columna de intercambio i6nicos Q Sepharose FF (60 ml, 11,3 cm), equilibrada
en piperazina 20 mM a pH 9,5. Después de lavar la columna con el tampén de partida, la elucién se realizé con un
gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M de NaCl en 20 volumenes de columna (tamafio de la fraccién 10 ml). Las fracciones
se analizaron en gel de SDS PAGE mediante tincién con plata y transferencia de Western. Las fracciones que
contenian la proteina PreF sustancial se combinaron a continuacién antes del procesamiento adicional.

La elucion combinada de la etapa Q (~ 130 ml) se sometié a intercambio de tampdn en fosfato 10 mM, pH 7,0
usando el sistema TFF a escala experimental de Millipore con el casete de membrana Pelllicon XL PSE Biomax 100
(MWCO 10.000 Da). El material de Resultante tenia un pH de 7,0 y una conductividad de 1,8 mS/cm. Se cargaron
100 ml de esta muestra a 5 ml/min en 10 ml de un gel (XK 16, altura = 5 cm) de Hidroxiapatita de Tipo Il (HA TII)
equilibrada con tampoén de PO4 (Na) 10 mM a pH 7,0. Después de lavar la columna con el tampén de partida, la
elucioén se realizé con un gradiente de PO4 (Na) de 10 mM a 200 mM a pH 7,0 en 20 volimenes de columna. Las
fracciones se analizaron de nuevo en SDS PAGE con tincion de plata y azul de Coomassie y las fracciones positivas
se combinaron.

Después de cromatografia de afinidad, las fracciones combinadas se concentraron y el tampoén se intercambié en
DPBS (pH ~ 7,4) usando una unidad concentradora Vivaspin 20, MWCO 10.000 Da. El producto final era de
aproximadamente 13 ml. La concentracion de la proteina fue de 195 pg/ml, evaluada con el ensayo de Lowry. La
pureza era superior a un 95 %. Esta preparacion de antigeno de PreF purificado se esterilizd por filtracion y se
almaceno a -20 °C antes de su uso.

Ejemplo 3: Caracterizacion de la proteina recombinante PreF producida en células CHO

La proteina recombinante PreF producida en células CHO se caracterizd6 mediante fraccionamiento de flujo de
campo asimétrico (AFF-MALS) y se comparé con un antigeno quimérico que incluia componentes de las proteinas F
y G del VRS. AFF-MALS permite la separacion de especies de proteinas de acuerdo con su tamafio molecular en un
flujo de liquido con interaccién de matriz minima y analisis adicional mediante dispersion de luz multiangulo para la
determinacion exacta del peso molecular. La FIG. 2A muestra que mas de un 65 % del material de FG purificado se
encuentra en forma de oligémeros de alto peso molecular (1000-100 000 KDa) en su tampdn final de PBS, mientras
que un 3 % permanece en forma monomeérica.

La FIG. 2B muestra que la proteina PreF purificada se pliega en su forma trimérica hasta una proporcion de un 73 %
en tampoén PBS. Un 10 % del material se encuentra como oligomeros de 1000 a 20 000 kDa. Estos resultados
indican que la proteina PreF recombinante expresada en células CHO se pliega como un trimero como se predijo
para el estado nativo.

La proteina PreF purificada también se reticulé con glutaraldehido con la doble finalidad de confirmar la naturaleza
soluble de la proteina en solucién de tampoén fosfato y para generar agregados para evaluacion comparativa in vivo
con proteina FG (véase el Ejemplo 7 que sigue a continuacion). La reticulacion con glutaraldehido se conoce porque
proporciona una buena evaluacion de la estructura cuaternaria de una proteina, y se describe en (Biochemistry, 36:
10230-10239 (1997); Eur. J. Biochem., 271: 4284-4292 (2004)).
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La proteina se incubd con un 1 %, 2 % y 5 % de agente de reticulacion con glutaraldehido durante 4 horas a 4 °C y
la reaccion se bloqued mediante la adicion de NaBH4. El exceso de glutaraldehido se retiro por desalacion de la
columna en tampoén PBS. La proteina resultante se cuantificd por absorbancia a 280 nm y se evalué por SDS PAGE
en condiciones de desnaturalizacion y reduccion. Se determiné que la mayor parte del PreF recombinante purificado
se determin6 migraba como un trimero en solucion de PBS. El aumento de la temperatura de incubacion a 23 °C era
necesario para convertir la mayor parte de la proteina trimérica en agregados de alto peso molecular, tal como se
confirma por SDS PAGE.

Ejemplo 4: Neutralizacion de la inhibicion in vitro con el antigeno de PreF

Los sueros humanos obtenidos de voluntarios se identificaron sistematicamente para reactividad contra el VSR A
con ELISA y se usé en el ensayo de inhibicion de neutralizacion (NI) a dilucion relevante basandose en la valoracion
del potencial de neutralizacién del VSR previa establecido para cada muestra de suero. En resumen, los sueros se
mezclaron con proteinas inhibidoras (PreF o una proteina de control correspondiente esencialmente al FG quimérico
desvelado en la Patente de Estados Unidos n.° 5.194,595, denominado RixFG) a concentraciones de 25 ug/ml en
DMEM con medio 199-H al 50 %, con FBS al 0,5 %, glutamina 2 mM, 50 pug/ml de genamicina (todos de Invitrogen),
y se incubd de 1,5 a 2 horas a 37 °C en una rueda giratoria. Se mezclaron 20 pl de las diluciones en serie de
proteinas de suero y proteina en una placa de 96 pocillos de fondo redondo con un VSR A titulado para optimizar el
rango de inhibicion para cada muestra de suero. Las mezclas resultantes se incubaron durante 20 minutos a 33 °C
en atmosfera de CO» al 5 % para mantener el pH.

Las mezclas de sueros-inhibidor-virus se colocaron a continuacién en placas de 96 pocillos de fondo plano
sembradas previamente con células Vero, y se incubaron durante 2 horas a 33 °C antes de la adiciéon de 160 pl de
medio. Las placas se incubaron durante 5-6 dias a 33 °C atmosfera de CO» al 5% hasta el ensayo de
inmunofluorescencia para la deteccion de la titulacion de NI. Después de la fijacion durante 1 hora con
paraformaldehido al 1 % en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), las placas se bloquearon con leche al
2 %/PBS y tampodn de bloqueo. Se afiadié anticuerpo de anti-VSR de cabra (Biodesign Internation; 1:400) a cada
pocillo sin aclarar y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente (TA). Las muestras se lavaron 2x con PBS y
se afiadié 1gG-FITC anti-cabra (Sigma, 1:400) en tampdn de bloqueo a los pocillos. Las placas se incubaron de
nuevo durante 2 horas a TA y se lavaron 2X como anteriormente antes de la lectura. Un pocillo se consideré positivo
cuando se detectaba sincitio fluorescente = 1. Los calculos de la dosis infecciosa de cultivo tisular al 50 % (TCID50)
se realizaron usando el procedimiento de Spearman-Karber (SK) y los porcentajes de NI se calcularon como sigue a
continuacion: [(titulacion de Neut de 0 ug/ml de inhibidor - titulacion de Neut de 25 pg/ml de inhibidor)/titulacion de
Neut de 0 pg/ml de inhibidor] x 100. Los resultados a modo de ejemplo mostrados en la FIG. 3 indican que PreF es
superior a FG en NI en 16/21 donantes sometidos a ensayo.

Ejemplo 5: El antigeno de PreF es inmunogénico

Para demostrar la inmunogenicidad del antigeno PreF, los ratones inmunizaron dos veces IM a intervalos de dos
semanas con preF (6,5, 3,1, 0,63, 0,13, y 0,025 pg/ml) y un adyuvante de Th1 que contenia 3D MPL y QS21 a 1/20
de la dosis humana ("ASO1E") o preF (1, 0,2 y 0,04 pg/ml) y un adyuvante de Th1 que contenia 3D MPL y alum a
1/10 de la dosis humana ("AS04C") y el suero se recogio tres semanas mas tarde.

Las titulaciones de anticuerpo de IgG especifico de antigeno se determinaron en muestras de suero combinadas
mediante ELISA de acuerdo con procedimientos convencionales. En resumen, las placas de 96 pocillos se
revistieron con VSR A inactivado purificado, VSR B y proteina homologa de preF y se incubaron durante una noche
a 4 °C. Las muestras de suero se diluyeron en serie en tampon de bloqueo comenzando a una concentracion inicial
de 1:50, junto con IgG de raton purificada (Sigma, ON) a concentraciones de partida de 200 ng/ml y se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente. El anticuerpo unido se detecté con IgG anti-ratén conjugada con peroxidasa de
rabano picante (HRP) (Sigma, ON). Como sustrato para HRP se usé 3,3A,5,5A-tetrametilbencidina (TMB, BD Opt
EIATM, BD Biosciences, ON). Se afiadieron 50 pl de H,SO4 1 M a cada pocillo para parar la reaccion. Los valores de
absorbancia para cada pocillo se detectaron a 450 nm con un lector de microplacas de Molecular Devices (Molecular
Devices, USA).

Los resultados representativos detallados en las FIGS. 4A y 4B muestran que algunas titulaciones fuertes se
inducen tanto frente a VSR A como a VSR B después de inmunizacién con antigeno de preF.

Ejemplo 6: PreF induce anticuerpos de neutralizacion

La presencia y cantidad de anticuerpos de neutralizacion se evalué en muestras de suero de ratones inmunizados
como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 5. Los sueros combinados de animales inmunizados se diluyeron
en serie desde una dilucion de partida de 1:8 en medios de VSR en placas de 96 pocillos (20 pl/pocillos). Los
pocillos de control contenian medio de VSR solamente, o anticuerpo anti-VSR de cabra a 1:50 (Biodesign
international). Se afiadieron 500-1000 dosis infecciosas de una cepa A o B del VSR representativa a los pocillos, y
las placas se incubaron durante 20 minutos a 33 °C, CO; al 5 %, antes de transferir la mezcla a placas de fondo
plano de 96 pocillos sembradas previamente con 1 x 10° células/ml de células Vero. Las células se incubaron
durante aproximadamente 2 horas a 33°C, CO; al 5%, antes de incubaciéon durante 5-6 dias a la misma
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temperatura. Los sobrenadantes se retiraron; las placas se lavaron con PBS y las células de adherencia se fijaron
con paraformaldehido al 1 % en PBS durante 1 hora, seguido de inmunofluorescencia indirecta (IFA) usando un
anticuerpo primario anti VSR de cabra e IgG-FITC anti-cabra para deteccion.

Los resultados representativos mostrados en las FIGS 5A y 5B, respectivamente, demuestran que los anticuerpos
de neutralizacion significativos frente a ambas cepas del VSR se detectan en sueros de animales inmunizados con
preF.

Ejemplo 7: PreF protege frente a la estimulacion con VSR

Los ratones se inmunizaron dos veces IM a intervalos de dos semanas como se ha descrito anteriormente, y se
estimularon tres semanas después de la segunda inyeccion con VSR A. La proteccion frente al VSR se evalud
mediante la medida del virus presente en los pulmones después de la estimulacién. En resumen, los pulmones de
animales inmunizados se extrajeron de forma aséptica después de eutanasia y se lavaron en medio de VSR usando
2 volimenes de 10 ml/pulmén en tubos de 15 ml. A continuacion, los pulmones se pesaron y homogeneizaron de
forma individual en medio de VSR con un homogeneizador Potter automatizado (Fisher, Nepean ON), y se
centrifugaron a 2655 x g durante 2 minutos a 4 °C. El virus presente en los sobrenadante se tituld6 mediante
diluciones en serie (ocho replicados comenzando a 1:10) en una monocapa de células Vero (ATCC n.° CCL-81)
sembradas previamente en placas de 96 pocillos y se incub6 durante 6 dias. El VSR se detecté mediante IFA
indirecto después de fijacion en paraformaldehido al 1 %/PBS a pH 7,2, con anticuerpo primario anti-VSR de cabra y
anticuerpo secundario de IgG anti-cabra etiquetado con FITC.

Los resultados representativos mostrados en las FIGS. 6A y B demuestran que las dosis iguales o superiores a
0,04 ug cuando se administran en presencia de adyuvante provocan una fuerte proteccion frente al VSR.

Ejemplo 8: PreF no induce reclutamiento pulmonar de eosinéfilos después de estimulacion

Para evaluar el potencial del antigeno PreF para provocar enfermedad exacerbada después de inmunizacion y
estimulacion posterior, los grupos de ratones (5 ratones/grupo) se inmunizaron dos veces cada uno con (a) 10 ug de
preF tratado con gluteraldehido, (b) 10 ug de preF o (c) 10 pg de FG sin adyuvante. Los ratones se estimularon con
VSR A 3 semanas después de estimulacion y el lavado broncoalveolar (BAL) se realizd 4 dias después de la
estimulacion. Los infiltrados de leucocitos totales en BAL se enumeraron por ratén asi como enumeraciones
diferenciales (300 células) basandose en la morfologia celular de macréfagos/monocitos, neutréfilos, eosinodfilos y
linfocitos.

Los numeros de células totales se multiplicaron mediante porcentajes diferenciales de eosindfilos para cada animal.
Las medias geométricas se representan por grupo con limites de confianza de un 95 %. Los resultados
representativos mostrados en la FIG. 7 demuestran que los eosindéfilos no se reclutan a los pulmones después de
inmunizacién con preF y estimulacion. Ademas, estos resultados sugieren que la naturaleza soluble del antigeno
preF, en comparaciéon con una forma de preF agregada de forma deliberada (tratamiento con gluteraldehido) o
antigeno de FG (agregado de forma natural) no favorece a los eosindfilos.

Listado de secuencias
SEQ ID NO: 1

Secuencia de nucleétidos que codifica la Cepa de proteina de Fusion de referencia del VSR con N.° de
Referencia en GenBank U50362
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atggagttgctaatcectcaaageaaatgcaattaccacaatoctcactgeagtcacatttgtitttigettctyg
gtcaaaacatcactgaagaattttatcaatcaacatgcagtgeagtageaaaggctatcttagtgotectgag
aactggttggtataccagtgttataactatagattaagtaatatcaaggaaaataagtgtaatggaacagat
gctaaggtaaaattgatazacaagaattagatazatatsaaaatgectgtaacagaattgcagttgstcatge
aaagcacccagcaacaaacaatcgagecagaagagaactaccaaggtttatgaattatacactcaasatgeo
aaaaaaaccaatgtaacattaageaagasaaggaaaagaagatttettggtttttgttaggtgttggatety
caatcgccagtggegttgetgtatctaaggtecctgeoacctgaaggggaagtgaacaagatcasaagtgotet
actatccacazacaagygctgtagtcagttatcaaatggagttagtgtctitaacecagcaaagtgttagacctc
aaaaactatatagaasacaattgttacctattgtgaacaagecaaagctgeageatatcaaatatageaacty
tatagagttccaacaaaagaacaacagactactagagattaccagggaatttagtgitaagecaggtgtaact
acacctgtaagcacttacatgttaactaatagtgaattattgtcattatcaatgatatgectataacaaatyg
atcagaaaaagttaatgtccaacaatgttcaaatgttagacagcaaagttactctatcatgtecataataaa
agaggaagtcttagecatatgtgtacaattaccactatatggtgttatagatacaccctgttggaaactacac
acatcococtatgtacaaccaacacaaaagaagggtcocaacatetgtttascaagaactgacagaggtggta
ctgtgacaatgcaggatcagtatetttctteccacaagetgaaacatgtazagtcaatcaaatcgagtattt
tygtgacacaatgaacagtttaacattaccaagtgaagtaaactcigecaatgttgacatattcaaccceaaat
atgattgtaaaattatgacttcaaaaacgatgtaagcagctecegtitatcacatctetaggagecattgtgte
atgctatggcaaaacaaatgtacageatccaataaaaatcgtggaatcataaagacattttctaacgggtge
gatatgtatcaaataaaggggtggacactgtgtctgtaggtaacacattatattatgraaaaagcaagaagg
tazaagtctotatygtaaaagygtgaaccaataataaatttctatgaccettagtattececezctgatgaattt
gatgcatcaatatctcaagtcaacgagaagattaacagagoctageatttattcgtaaatcecgatgaattat
tacataatgtaaatgctggtaatccaccataaatatcatgataactactataattatagtgattatagtaat
attgttatcttaattgoctgttggactgctcttatactgtaaggocagaageacaccagtcacactaagaaag
atcaactgacgtggtataaataatattgratttactaactaa

SEQID NO: 2
Secuencia de aminoacidos de la Cepa A2 de precursor FO de la proteina F de referencia del VSR con N.° de
5 Referencia en GenBank AAB86664

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAYVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRERRELGELLGY
GSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTHKAVVSLESNGVSVLTSKVLOLKNY IDKQLLPIVNKQSCSISH
IATVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSNNVQIVROOSYSI
MSITKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWELHTSFLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPOAETCKV
QENRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIT
KTESNGCDYYSNKGVDTVIVGNTLY Y VNKQEGKSLYVEKGEPTINEYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLA
FIRKSDELLHNVNAGKST INIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDOLSGINNIAFSH

SEQID NO: 3
10 Secuencia de nucledtidos que codifica la Cepa Larga de la proteina G de referencia del VSR

Atgtocaaazacaaggaccaacgeacegctaagacactagaaaagacctgggacactectcaatcatttatta
ttcatatcatcgggetrtatataagttaaatettaaatctatageacaaatcacattatecattetggeaaty
ataatctcascttcacttataattacagceccatcatattecatagocotoggcaaaceacaaagteacactaaca
actgraatcataceagatgcaacaagccagatcaagaacacsaccccaacatacctcactcaggatccteag
cttggaatcagettetccaatetgtetgazattacatcacazaccaccaccatactagettcaacasacacea
ggagtcaagtcaaacctgcaacccacaacagtcaagactaazaacacaacaactaacccaaacacaacccage
aagcccactacaasacaacgocaaaacaaaccaccaaacaaacccaatasatgattttecacttegazgogttt
aactttgtacectgeageatatgcagcaacaatccaacctgetggoectatctgcaaaagaataccaaacaaa
aaacradggaaagasdaaccaccaccaageocectacaaaasaaccaacettcasgacaaccaasaaaagatctcaaa
cctcasaccactazaccaaaggaagtacecaccaccaageccacagaagagccaaccatcaacaccaccaaa
acaaacatcacaactacactgctcaccaacaacaccacaggaaatccaaaactcacaagtcaaatggaaace
ttecacteaacctectoncgaaggeaatctaagecettetcaagrecteccacaacatcegagecacccatcacaa
ccctocatetocaccoaacacaacacgecagtay
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SEQID NO: 4
Secuencia de aminoacidos de la proteina G de referencia del VSR

MSKNKDORTAKTLEKTWDTLNHLLFISSGLYKLNLKSIAQITLSILAMIISTSLIITATIFIASANHKVTLT
TAIIQDATSOIKNTTPTYLTODPOLGISESHNLSEITSQTTT ILASTT PGVKSNLQPTTVKTRKNTTTTOQTQPRS
KPTTKORONKPPNKPNNDFHFEVENFVPCSICSNNPTCHAI CKRIPNKKPGKKTTTKPTKKETFKTTKRKDLK

POTTKPKEVPTTKPTEEPT INTTKTNITTTLLTNNTTGNPKLTSOMET FHSTSSEGNLSPSQVSTTSEHPSQ
PSSPPNTTRQ

SEQID NO: 5
Secuencia de nucledtidos de analogo de PreF optimizado para CHO

aagcttgcoccaccatggagoctgectgatocotgaaaaccaacgccetcacegoratocotggoocgoogtgacactg
tycttcocgectecctococcagaacatcacegaggagttctaccagtcocacctgeteoogececgtgtccaagggetac
ctgtccgeococtgoggaccggotggtacacctoccgtgatcaccategagetgteocaacatcaaggaaaacaag
tgcaacqggoaccgacgooaaggtgaagotgatcaagoaggageotggacaagtacaagagogeocgTgacogaa
cteccagetgotgatgeagteccacceoetgocaccaacaacaagtttetgggettectgetgggogtgggetac
goecatcgoohoegyeategeogtyageaagygtgetgoacetgygaggyegagytygaacaagatcaagagoeyoo
ctgctgtccaccaacaaggecgtggtgtecctgtecaacggeatgtecgtgctgacctecaaggtgetggat
ctgaagaactacatcgacaagcagctgctgocctatocgtgaacaagecagticotgeteccatctecaacategaqg
accgtgatcgagttocagecagaagaacaacoggctgetggagatcaccegegagttctoocgtgaacgeogge
gtgaccacccctgtgtccacctacatgctgaccaactecgagetgetgtecctgatcaacgacatgectate
accaacgaccagaaasaactgatgtccaacaacgtgragateocgtgcggecagecagtoctacageatcatgage
atcatcaaggaagaggtgctggectacgtggtgecagetgectetgtacggegtgategacacececttgetgyg
aagctgcacacctccccocctgtgeaccaccaacaccaaggaqgygctccaacatectgoctgacceggacegac
cggggetggtactgegacaacgeocggctocgtgtecttottcootctggecgagacatgecaaggtgeagtec
aaccgggtgttctgcgacacecatgaactecctgaccotgectteccgaggtgaacctgtgeaacategacate
~tcaacccraagtacgactgeaagatcatgaccagraagaccgacgtgtoectocagegtgatcacctecctg
ggcgccatcegtgtectgetacggeaagaccaagtgcacegoctecaacaagaaccggggaatcatcaagacc
“tctccaacggctocgactacgtgtccaataagggegtyggacaccygtgtecegtgggeaacacactgtactac
gtgaataagcaggagggeoaagagestgtacgtgaagggegagectatcatecaacttctacgaccctoctyggtyg
ttcecttcococgacgagttecgacgectecatcagocaggtgaacgagaagatcaaccagtceoctggectteate
cggaagtoogacgagaagetgeataacgtggaggacaagatcgaggagatectgtecaaaatetacecacate
jgagaacgagatcgeceggatcaagaagectgatocggecgaggeoctgataatectaga

SEQ ID NO: 6
Secuencia de aminoacidos de analogo de PreF

MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSQNITEEFYOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELOLLMOSTPATNNKFLGEFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NEAVVELSNGVSVLTSKVLDLENY IDEQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTP
VSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSHNVOIVROQSYSIMSI IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLET
SPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFEPLAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPK
YDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTEFSHGCDYVSNEKGVDTVSVGHTLY YVNKO

EGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISOVNEKINGSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENET
ARTKKLIGEA
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SEQIDNO: 7
Secuencia de nucleétidos que codifica PreFG_V1 optimizado para CHO

aagcttgeccaccatggagetgetgatectcaagaccaacgecatcaccgecatectggeoogecgtgacectyg
tgecttegectecteccagaacatcacegaagagttctaccagtocacetgetocageegtgtocaagggetac
ctgtceccgeectgeggaccggctggtacaccteegtgatcaccategagetgtccaacatcaaagaaaacaag
tgcaacggcaccgacgccaaggtcaagetgatcaagcaggaactggacaagtacaagagcgecgtgacegaa
ctceccagetgetgatgcagtecacecctgocaccaacaacaagaagtttetgggettectgetgggegtggge
tcegecategectecyggeategecgtgagecaaggtgetgcacctyggagggecgaggtgaacaagatcaagage
gecectgetgtoccaccaacaaggoogtyggtgtecctgtecaacyggegtgtecgtgetgacctecaagygtgety
gatctgaagaactacatcgacaagecagectgctgcctatcgtgaacaageagtectgetcecatctecaacate
gagaccgtgatcgagttocagcagaagaacaaceggetgetggagatcaccogegagttocteegtgaacgec
ggcgtgaccacceoetgtgtecacctacatgetgacaaactocgagetgotctecctgatcaacgacatgect
atcaccaacgaccaaaaaaagctgatgtcecaacaacgtgcagatcgtgeoggeageagtectacageateatyg
agcatcatcaaggaagaagtcctggectacgtegtgeagetgectectgtacggegtgatocgacaccecttge
tggaagetgcacaccteccecetgtgeaccaccaacaccaaagagggctccaacatetgectgacceggace
gaccggggctggtactgcgacaacgecggctecgtgtecttetteectotggecgagacctgecaaggtgeag

tocaaccgggtgttotgogacaccatgaactecctgacectgectteecgaggtgaacctgtgeaacategac
atcttoaaccoccaagtacgactgraagatcatgaccageaagacocgacgtgtectccagegtgatcacctee
ctgggogecategtgtectgetacggcaagaccaagtgraccgecteccaacaagaacogggdaatcatcaag
accttzstecaacggetgegactacgtgtececsataagggegtggacacegtgteegtyggeaacacactgtec
tacgtgaatsagoaggaaggcaagagectgtacgtgaagggogagaoctatcatcaacttictacgaccctioty
gtgttccesteocgacgagttecgacgectecatcacccaggtcaacgagaagatcaaccagtocectggectte
atccggsagtccgacgagaagctgeoataacgtggaggacaagategaagagatcectlglccaaaatetacecac
atcgagaacgagatcgeoccggatcaagaagetgatcggegaggetggegyactetggeggeageggoggetec
aagragoeggeagaacaagectcctaacaagoccaacaacgacttccacttegaggtgttcaacttegtgect
tgctcecatetgetccaacaaccectacctgeotygggecatectgoaagagaatececaacaagaagoectggeaag
aaaaccaccaccaagectaccaagaagectaccettcaagaccaccaagaaggaccacaagectcagaccaca
aagcectaaqgaagtgeocaaccaccaagcaccaccaccatcaccactgataateta

SEQID NO: 8
Péptido PreFG_V1 para CHO

MELLTLKTNAITAILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMQSTPATNNKKFLGFLLGVGSATIASGIAVSKVLELEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSHNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLEIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVRAGVTT
PVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSNNVQIVROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLH
TEPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFEPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNE
KYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNK
CEGKSLYVKGEPIINFYDPLVEFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENE
IARTKKLIGEAGGIGGSGGSKORONKPPNKPNNDFRFEVENFVPCSICSNNPTCWATCKRI PNKKPGRKTTT
KPTKKPTFKTTKKDHKPQTTKPKEVPTTK
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SEQ ID NO: 9
PreF_V2 para CHO

aagCEtgccaccatggagctgctgatcctcaagaccaacgccatcaccgccatcctggccgccgtgaccctg
tgcttegoctecteccagaacatcaccgaagagttctaccagteccacctgeteecgecgtgtecaagggetac
ctgtcegeoeoctgeoggacocggetggtacaccteogtgatcaccatecgagetgtccaacatcaaagaaaacaag
tgcaacggcaccgacgeccaaggtcaagetgatcaageaggaactggacaagtacaagagegecegtgaccgaa
ctecagctgetgatgoagtocacoectgocaccaacaacaagaagtttetgggettectgetgggegtggge
tcegeecatcgectecggeategecgtgagcaaggtgectgcacctggagggegaggtgaacaagatcaagage
gccctgcectgtccaccaacaaggecgtggtgtecctgtceaacggegtgtecgtgetgacctccaaggtgety
gatctgaagaactacatcgacaagcagctgcectgeoctatcegtgaacaagecagtoctgetecatetccaacate
gagaccgtgatcogagtteocagecagaagaacaaccggetgctggagatcaccecgegagttctceocgtgaacgec
ggcgbgaccacccctgtgtccaccectacatgetgacaaactocgagetgetectecctgatcaacgacatgect
atcaccaacgaccaaaaaaaqetgatgtccaacaacgtgoagategtgeoggecagcagtectacageateatg
agcatcatcaaggaagaagtcctggectacgtcgtgeagetgectetgtacggegtgategacaccacttge
tggaagctgcacacctcocecoecctgtgecaccaccaacaccaaagagggctecaacatectgectgacceoggace
gaccggggctggtactgcgacaacgcecoggetcegtgtecttetteocetetggecgagacctgcaaggtgeag
tccaaccgggtgttectgegacaccatgaactecctgaccectgecttccgaggtgaacctgtgeaacatcgac
atcttcaacccocaagtacqgactgeaagatcatgaccageaagaccgacgtgtocteccagegtgatcecaccteo
ctgggcgccatecgtgtectgctacggeaagaccaagtgcaccgectccaacaagaaccggggaatcatcaag
acctictecaacggelygegactacgtgtecaataagggegtggacaccgtgtecgtgggcaacacactgtac
tacgtgaataagcaggaaggcaagagcctgtacgtgaagggegagectatcatcaactteotacgacectety
gtgttcccttceogacgagttcgacgectecatcagecaggtcaacgagaagatcaaccagtecctggectte
atccggaagtecgacgagaagetgcataacgtggaggacaagatcgaagagatectgtccaaaatctaceac
atcgagaacgagategecceggatcaagaagetgatoggegaggetggoggcaageageggeagaacaagect
cctaacaagcccaacaacgacttecacttegaggtgttcaacttegtgacttgatanatetgetecaacaan
cctacctgetgggecatctgecaagagaatocccaacaagaagectggcaagaaaaccaccaccaagectace
aagaagcctaccttcaagaccaccaagaaggaccacaagcectcagaccacaaagectaaggaagtgocaaco
accaagqraccaccaccatcaccactgataatcta

SEQ ID NO: 10
Péptido PreFG_V2 para CHO

MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEEYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
CAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMOSTPATNNKKFLGFLLGVCSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNEAVVSLENGVSVLTSKVLDLKNY I DKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEI TREFSVNAGYTT
PYSTYMLTNSELLSLINDMPI TNDOKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSI IKEEVLAYVVOLPLYGVIDTPCWKLH
TSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVOSNRYVEFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNP

KYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNXNRCLIIKTESNGCDYVSHNEKGVDTVEVGHNTLY Y VK
OTCGKSLYVKGEPIINFYDPLYFPSDEFDASISOVREKINGSLAFIRKSDEKLANVEDKIEEILSKIYHIENE
TARIKXLIGEAGGKQRONKPPNKPNNDFHEEVENEVPCSICSNNPTCWALCKRI PNKKPGKXTTTKETKKET
FXTTKXDHKPQTTKFREVPTTK

SEQ ID NO: 11
Superenrollamiento a modo de ejemplo (cremallera de isoleucina)
EDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA

SEQ ID NO: 12
Polinucledtido CHO2 del antigeno PreF

32



ES 2597439 T3

atggagetgocecatoctgaagaccaacygccatecaccaccateectegeegeegtgacectgtygoettogecage
agccagsacatcacggaggagttctaccagagecacgtgcagegeegtgageaagggetacctgagegegety
cgcacgggctggtacacgagegtgatcacgatcgagetgagcaacatcaaggagaacaagtgcaacggeacyg
gacgcgzsaggtgaagotgatcaageaggagetggacaagtacaagagegcgygsgacggagctgcagetgctg
atgcagagcacgocggegacgaacaacaagttocctoggettcctgotgggegtgagcagcgegategegage
ggcatcogecgtgagcaagytgoctgcacctggagggegaggtgaacaagatcaagtcegegetgetgagroacy
aacaaggcggtcgtgagcectgagcaacggcgtgagegtgesgacgagecaaggtgetcgacctgaagaactac
atcgacaagcagctgetgocgatcgtgaacaageagagetgeageatcageaacatcgagaccgtgategag
ttccagcagaagaacaaccgoctgotgaagatcacgogggagttctecgtgaacgeaggegtgacgacgece
gtgtctacgtacatgetgacgaacagegagetgotcagocctgatcaacgacatgcoegatcacgaacgaceaqy
aagaagctgatgagcaacaacgtgcagatcgtgcgocagcagagctacageatcatgagecatcatcaaggag
gaggtgctggeatacgtggtygeagetgecgetgtacggegtcatecgacacgeeetgetggaagetgcacacy
agcoccgetgtgeacgaccaacscgaaggagggeageaacatctgoctgacgeggacggaccggggetggtac
tgcgacaacgcgggecagogtgagettettcecgotecgcggagacgtgcaagatgcagagcaaccygegtette
tgcgacacgatgaacagectgacgctgoecgagogaggtgaacctgtgcaacatcgacatcttcaacecgaag
tacgactgraagatcatgacgageaagaccgatgtcaccageagegtgatcacgagecteggegogatagtyg
agctgctacggcaagacgaagtgcacggogagoaacaagaacogoggeatcatcaagacgtcageaacsgge
tgegactatgtgagesacaagggegtggacactgtgagegteggeaacacgetgtactacgtgaacaaygcay
gagggcaagagectgtacgtgaagggegagoegatcatcaacttotacgaceosgetegtgitececgagasgac
gagttcgacgegageatcagecaagtgaacgagaagatcaaccagagectggegttcatecgcaagageogac
gagaagchgcacaacgtggaggacaagatcgaggagatecctgagcaagatctaccacatcgagaacgagate
gogrogeatcaagaaqcetgateggcgaggqogeatcatcaccatcaccattga

SEQ ID NO: 13
Polinucledtido del antigeno PreF con intron

atggacctgetgatcoctgaaaaccaacgcratcaccgecatecectgygocogeegtgacocectgtgettegeotee
tcccagaacatcaccgaggagttoctaccagtccacctgetocegeogtgteccaagggotacctgtcegeoetyg
cggaccggctggtacacctcocgtgatcaccatcgagetgtccaacatcaaggaaaacaagtgeocaacggoace
gacgocoaaggtgaageotgatecaageaggagetggacaagtacaagagegecgtgacogaactocagetgety
atgeagtccageoectgccaccaacaacaagtttetgggettectgetgggegtgggetecgccategect oo
ggcatcgecogtgageoaaggtacgtgtcgggacttgtgtteocooetttttttaataaanragttatatetttaat
gttatatacatatttcctgtatgtgatccatgtgecttatgactttotttatcatgtgtttaggtgetgeace
tggagggocgaggtgaacaagatcaagagecgecctgeotgtccaccaacaaggeegtggtgtccoctigteccaacyg
gcgtgtccgtgotgaccteocaaggtgetggatctgaagaactacatcgacaagcagectgetgectategtga
acaagcagtcctgoteccatctceccaacatcgagacegtgazcgagttccageocagaagaacaaccggetgctgyg
agatvacccgeogagttctcocogtgaacgcocggogtgaccaccecctgtgtccacctacatgotgaccaactoog
agctgctgtecctgatcaacgacatgecstatcaccaacgaccagasaaaactgatgtccaacaacgtgeaga
tcgtgcggcagecagtocctacageatecatgageatcatcaaggaagaggtgetggectacghggigecagetge
ctetgtacggegtgatcgacacceocttgoctggaagotgecacaccteocccoctgtgecacocaccaacaccaagqg
agggctecaacatectgectgaccoggacecgacegggygetyggtactgegacaacgecocggetcegigteocttet
tccctoctggoccgagacctgcaaggtgeagtccaacogggigttetgegacaccatgaacleccotgacaotge
cttccgaggtgaacctgtgeaacategacatettcaaccccaagtacgactgecsagatecatgaccagecaaga
ccgacgtgtectecagegtgatcacctecetgggegecatcgtgtecctgetacggecaagaccaagtgeaccy
cctocaacaagaacoggggaatcatcaagaccttictecaacggetgegactacgtgtecaataagggogitgyg
acaccgtgtccgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcaggagggeaagagectigiacgtgaagggey
agectateatcaacttotangacootoctggtgttacattcogacgagttegacgooteccatragecaggtga
acgagaagatcaaccagtcocctggecttcatececggaagtecgacgagaagetgeataacgtggaggacaaga
tegaggagatantghccaaaatatacracatogagaacqagatogqoocgqat caagaaqorgarcqgogaay
ccggaggtcaccaccaccatcaccactga

SEQ ID NO: 14 Secuencia sintética de engarce
GGSGGSGGS

SEQ ID NO: 15 Sitio de escisién de furina
RARR

SEQ ID NO: 16 Sitio de escisién de furina
RKRR
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<110> GlaxoSmithKline Biologicals S.A. ID Biomedical corporation of Quebec BAUDOUX, Guy J-M
BLAIS, Normand Rheault, Patrick RUELLE, Jean-Louis

<120> Antigeno recombinante
<130> vu62788

<150> 61/016.524
<151> 24-12-2007

<150> 61/056.206
<151> 27-05-2008

<160> 16

<170> Patentln version 3.5

25

34

<210>1

<211> 1697

<212> ADN

<213> virus sincitial respiratorio

<400> 1
atggagttgc taatcctcaa agcaaatgca attaccacaa tcctcactgc agtcacattt 60
gttttycttc tggtcaaaac atcactgaag aattttatca atcaacatgc agtgcagtag 120
caaaggctat cttagtgctc tgagaactgg ttggtatacc agtgttataa ctatagatta 180
agtaatatca aggaaaataa gtgtaatgga acagatgcta aggtaaaatt gataaacaag 240
aattagataa atataaaaat gctgtaacag aattgcagtt gctcatgcaa agcacccagce 300
aacaaacaat cgagccagaa gagaactacc aaggtttatg aattatacac tcaaaatgec 360
aaaaaaacca atgtaacatt aagcaagaaa aggaaaagaa gatttcttgg tttttgttag 420
gtgttggatc tgcaatcgee agtggegttg ctgtatctaa ggtectgeac ctgaaggaga 480
agtgaacaag atcaaaagtg ctctactatc cacaaacaag gcetgtagtca gttatcaaat 540
ggagttagtg tcttaaccag caaagtgtta gacctcaaaa actatataga aaacaattgt 600
tacctattgt gaacaagcaa agctgragca tatcaaatat agcaactgta tagagttcca 660
acaaaagaac aacagactac tagagattac cagggaattt agtgttaagc aggtgtaact 720
acacctgtaa gcacttacat gttaactaat agtgaattat tgtcattatc aatgatatgc 780
Cctataacaaa tgatcagaaa aagttaatgt ccaacaatgt tcaaatgtta gacagcaaag 840
ttactctatc atgtccataa taaaagagga agtcttagca tatgtgtaca attaccacta 900
tatggtgtta tagatacacc ctgttggaaa ctacacacat ccccctatgt acaaccaaca 960
caaaagaagg gtccaacatc tgtttaacaa gaactgacag aggtggtact gtgacaatgc 1020



10

aggatcagta
tgtgacacaa
tcaaccccaa
cacatctcta
aatcgtggaa
acactgtgtc
tgtaaaaggt
gatgcatcaa
ccgatgaatt
tataattata
tgtaaggcca
ttgcatttag

<210> 2

<211> 574
<212> PRT
<213> virus sincitial respiratorio

<400> 2

Met Glu

Ala val

Tyr Gln

Arg Thr

50

Lys Glu

GIn Glu

Met GIn

Arg Phe

tctttcttce
tgaacagttt
atatgattgt
ggagccattg
tcataaagac
tgtaggtaac
gaaccaataa
tatctcaagt
attacataat
gtgattatag

gaagcacacc

taactaa

Leu

Thr

sSer

35

Gly

Asn

Leu

Ser

Met
115

Leu

Phe

20

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr
100

Asn

Ile

Cys

Cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Tyr
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Leu

Phe

Ser

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Thr

cacaagctga
aacattacca
aaaattatga
tgtcatgcta
attttctaac
acattatatt
taaatttcta
caacgagaag
gtaaatgctg
taatattgtt

agtcacacta

Lys

Ala

Ala

ser

55

Gly

Lys

Thr

Leu

aacatgtaaa

agtgaagtaa

Ccttcaaaaac

tggcaaaaca

gggtgcgata
atgtaaaaag

tgacccttag

attaacagag

graatccacc

atcttaattg

agaaagatca

Ala

Ser

vai

40

val

Thr

Asn

ASn

Asn
120

35

Asn

Gly

25

Ser

Ile

AsSp

Ala

Asn

105

Asn

Ala

10

G1In

Lys

Thr

Ala

val

90

Arg

Ala

gtcaatcaaa tcgagtattt
actctgcaat gttgacatat
gatgtaagca gctccgttat
aatgtacage atccaataaa
tgtatcaaat aaaggggtagg
caagaaggta aaagtctcta
tattccccte tgatgaattt
cctagcattt attcgtaaat
ataaatatca tgataactac
ctgttggact gctcttatac
actgagtggt ataaataata

ITe Thr Thr Ile Leu
15

Asn Ile Thr Glu Glu
30

Gly Tyr Leu Ser Ala
45

Ile Glu Leu Ser Asn
60

Lys val Lys Leu Ile

Thr GTu Leu GIn Leu
95

Ala Arg Arg Glu Leu
110

Lys Lys Thr Asn val
125

Thr

Phe

Leu

Ile

Pro

Thr

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1697



Leu

Ala

Leu

Lys

GIn

225

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

305

Leu

Thr

Pro

Thr

ser

130

ser

Gly

val

ASp

GlIn

210

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met
370

Lys

Ala

Glu

val

Leu

195

Ser

Asn

val

Ser

ser

275

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Lys

Ile

val

Ser

180

LysS

Cys

ASN

Thr

Leu

260

Asn

Ile

val

Thr

Ser

Arg

Ala

Asn

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Ile

Asn

Lys

Ile

Asn

325

Trp

Thr

L.eu
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Lys

ser

150

Lys

ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

AsSh

val

Glu

Asp

310

Thr

Tyr

Cys

Thr

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

215

Leu

val

Asp

GlIn

Glu

295

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu
375

Arg

val

Lys

Gly

ASp

200

Asn

Glu

ser

Met

Ile

280

val

Pro

Glu

ASp

val

360

Pro

36

Phe

Ala

Ser

val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

val

Leu

Cys

Gly

Asn

345

Gln

ser

Leu

val

Ala

170

ser

GIn

ala

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

Ala

Trp

Ser

330

Ala

ser

Glu

Gly

Ser

155

Leu

val

Leu

Thr

Arg

Met

Thr

GIn

Tyr

Lys

315

Asn

Gly

Asn

val

Phe

140

Lys

Leu

Leu

Leu

val

220

Glu

Leu

Ash

GIn

val

300

Leu

Ile

ser

Arg

Asn
380

Leu

val

Ser

Thr

Pro

205

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser

285

val

His

Cys

val

val

365

Leu

Leu

Leu

Thr

Ser

190

Ile

Glu

ser

Asn

Gln

270

Tyr

GlIn

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Gly

His

ASn

175

LyS

val

Phe

val

ser

255

Lys

ser

Leu

ser

Thr

335

Phe

Cys

Asn

val

Leu

160

LysS

val

Asn

Gln

Asn

240

Glu

Lys

Ile

Pro

Pro

320

Arg

Phe

ASp

val



10

Asp

385

Asp

Tyr

Lys

Thr

Glu

Leu

Thr

LyS

<210> 3
<211> 897
<212> ADN

Ile

val

Gly

Thr

val

450

sSer

val

Lys

His

Ile

530

Leu

ASp

Phe

ser

Lys

Phe

435

Ser

Leu

Phe

Ile

AsSn

515

Ile

Leu

GlIn

Asn

Ser

Thr

420

Ser

val

Tyr

Pro

Asn

500

val

Ile

Leu

Leu

Pro

ser

405

LYS

Asn

Gly

val

Ser

485

Gln

AsSn

val

TYr

ser
565

<213> virus sincitial respiratorio

<400> 3

atgtccaaaa acaaggacca acgcaccget
aatcatttat tattcatatc atcgggctta
atcacattat ccattctgge aatgataatc

ttcatagcct cggcaaacca caaagtcaca

ES 2597439 T3

LYS

390

val

cys

Gly

Asn

LysS

470

Asp

ser

Ala

Ile

Cys

550

Gly

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

455

Gly

Glu

Leu

Gly

Ile

535

LYS

Ile

Asp Cys Lys %;E Met Thr Ser Lys

Thr Ser Leu Gly Ala Ile val Ser
410 415

Ala ser Asn Lys Asn Arg Gly Ile
425 430

Asp Tyr val Ser Asn Lys Gly val
440 445

Leu Tyr Tyr val Asn Lys Gln Glu
460

Glu Pro Ile ﬁ}g Asn Phe Tyr Asp

Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln val
490 495

Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp Glu
505 510

Lys Ser Thr ITe Asn Ile Met Ile
520 525

val Ile Leu Leu Ser Leu Ile Ala
540

Ala Arg Ser ;2; Pro val Thr Leu

Asn Asn Ile Ala Phe Ser Asn
570

dagacactag aaaagacctg ggacactctc
tataagttaa atcttaaatc tatagcacaa
tcaactrcac ttataattac agccatcara

ctaacaactg caatcataca agatgcaaca

37

Thr

400

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

480

Asn

Leu

Thr

vatl

ser
560

60
120
180
240
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agccagatca
ttctecaate
ggagtcaagt
acacaacccea
aatgatittc
acctgcetgyy
aagcctacaa
aaaccaaagy
acaaacatca
caaatggaaa

acaacatccg

<210>4
<211> 298
<212> PRT

<213> virus sincitial respiratorio

<400> 4

Met

1

Trp

Leu

Ile

Ala

65

Ser

Leu

Thr

ser

Asp

Asn

Ile

50

Asn

GIn

Gly

Ile

agaacacaac
tgtctgaaat
caaacctgcea
gcaagececac
acttcgaagt
ctatctgcaa
aaaaaccaac
aagtacccac
caactacact
ccttccactc

agcacccatc

Lys Asn

Thr Leu

20

Leu
35

Lys

ser Thr

His Lys

Ile Lys

85

Ile Ser

100

Leu Ala

115

LyS
5

ASn
ser
ser
val
Asn
Phe

Ser

ES 2597439 T3

cccaacatac
tacatcacaa
dCcCcacaaca
tacaaaacaa
gtttaacttt
aagaaracca
Cttcaagaca
Caccadgoecc
gctcaccaac
aacctectee

acaaccctca

Asp GlIn

His Leu
Ala

Ile

Ile
55

Leu

Thr
70

Leu
Thr Thr
Asn

ser

Thr Thr

ctecactcagg
accaccacca
gtcaagacta
cgccaaaaca
gtaccctgca
aacaaaaaac
accaaaaaag
acagaagagc
aacaccacag
gaaggcaatc

tctccaccea

atecteaget
tactagcttc
adaacacaac
aaccaccaaa
gcatatgeag
caggaaagaa
atctcaaacc
caaccatcaa
gaaatccaaa
taagcccttc

acacaacacg

tggaatcagc
aacaacacca
aacaacccaa
caaacccaat
caacaatcca
aaccaccacc
tcaaaccact
caccaccaaa
actcacaagt
tcaagtctec

ccagtag

Arg

Leu

Gln

40

Ile

Thr

Pro

Leu

Pro
120

38

Thr

Phe

25

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

105

Gly

Ala

10

Ile

Thr

Ala

Ala

Tyr

90

Glu

val

Lys

Ser

Leu

Ile

Ile

75

Leu

Ile

Lys

Thr

Ser

Ser

Ile

60

Ile

Thr

Thr

Ser

Leu

Gly

Ile

45

Phe

GlIn

Gln

Ser

Asn
125

Glu

Leu

30

Leu

Ile

ASp

Asp

Gln

110

Leu

Tyr

Ala

Ala

Ala

Pro

95

Thr

GIn

Thr

Lys

Met

Ser

Thr

80

Gin

Thr

Pro

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
897



10

Thr

145

Asn

ser

Lys

Lys

val

225

Thr

Lys

Asn

Pro

<210>5
<211> 1566
<212> ADN

Thr

130

Pro

ASp

Ash

Pro

Thr

210

Pro

Asn

Leu

Leu

Ser
290

val

Thr

Phe

Asn

Thr

Ile

Thr

Ser

275

Ser

Lys

Thr

His

Pro

180

Lys

Lys

Thr

Thr

Ser

260

Pro

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido PreF recombinante

<400> 5

aagcttgcca
gccgtgacec
tgcteegecy
atcaccatcg

aagctgatca

Thr

Lys

Phe

165

Thr

Lys

Lys

Lys

Thr

245

Gln

ser

Pro

ES 2597439 T3

Lys

GlIn

150

Glu

Cys

Thr

ASp

Pro

230

Thr

Met

GlIn

Asn

Asn

135

Arg

val

Trp

Thr

Leu

215

Thr

Leu

Glu

val

Thr
295

Thr

GIn

Phe

aAla

Thr

200

Lys

Glu

Leu

Thr

3er

280

Thr

39

Thr

AsSn

Asn

Ile

185

Lys

Pro

Glu

Thr

Phe

265

Thr

Arg

Thr

Lys

Phe

170

cys

Pro

Gln

Pro

Asn

250

His

Thr

Gln

Thr

Pro

155

val

Lys

Thr

Thr

Thr

235

Asn

ser

Ser

Gln

140

Pro

Pro

Arg

Lys

Thr

220

Ile

Thr

Thr

Glu

Thr

Asn

Cys

Ie

205

Lys

Asn

Thr

Ser

His
285

Gln

LYys

Ser

Pro

190

Pro

Pro

Thr

Gly

Ser

270

Pro

Pro

Pro

Ile

175

AsSn

Thr

Lys

Thr

Asn

255

Glu

ser

ccatggagct getgatcctg aaaaccaacg ccatcaccge catectggee
tgtgcttege ctectcccag aacatcaccg aggagttcta ccagtccace
tgtccaaggg ctacctgtcec goccctgegga ccggetggta cacctccgtg
agctgtccaa catcaaggaa aacaagtgca acggcaccga cgccaaggtg

agcaggagct ggacaagtac aagagcgecg tgaccgaact ccagetgcetg

Ser

Asn

160

Cys

Lys

Phe

Glu

Lys

Pro

Gly

GIn

60
120
180
240
300
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atgcagtcca
gccatcgect
atcaagagcg
gtgctgacct
gtgaacaagc
aacaaccggc
gtgtccacct
accaacgacc
agcatcatga
ggcgtgateg
daggaggyct
gogcteegtgt
tgcgacacca
ttcaacceca
atcacctecc
aagaaccggy
gtggacaccg
ctgtacgtga
gagttcgacy
cggaagtccg
atctaccaca

tctaga

ccecctgecac
ccggcatcge
ccctgetgte
ccaaggrtget
agtectgetce
tgctggagat
acatgcrgac
dgaaaaaact
gcatcatcaa
acaccccttyg
ccaacatctyg
ccttcttecc
tgaactccct
agtacgactg
tgggcgecat
gaatcatcaa
tgtccgtyggy
agggcgagee
cctccatcag
acgagaagct

tcgagaacga

ES 2597439 T3

caacadcaag
cgtgagcaag
caccaacaag
ggatctgaag
catctccaac
cacccgegag
caactccgag
gatgtccaac
ggaagaggrg
ctggaagctg
cctgacccgg
tctggecgag
gaccctgect
caagatcatg
cgtgtectge
gaccttctece
caacacactg
tatcatcaac
ccaggtgaac
gcataacgtg

gatcgcccgg

<210>6

<211> 514

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Antigeno PreF recombinante

<400> 6

get Glu Leu Leu §1e Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala

Ala val Thr ESU Cys Phe Ala ser Ser GIn Asn Ile Thr ggu Glu Phe

tttetggget
gtgctgeace
gccgtggtgt
aactacatcg
atcgagaccy
ttctecgtga
ctgctgtece
aacgtgcaga
ctggectacy
cacacctccc
accgaccggy
acctgcaagg
tccgaggtga
accagcaaga
tacggcaaga
aacggctgeg
tactacgtga
ttctacgacc
gagaagatca
gaggacaaga

atcaagaagc

10

25

40

tcetgetggy
tggagggega
ccctgtecaa
acaagcagct
tgatcgagtt
acgeeggegt
tgatcaacga
tegtgeggea
tggtgcaget
ccctgtgeac
gctggtactg
tgcagtccaa
acctgtgcaa
ccgacgtgte
ccaagtgeac
actacgtgtc
ataagcagga
ctctggtgtt
accagtccct
tcgaggagat
tgatcggcga

cgtgggctec
ggrgaacaag
cggcgtgtce
gctgectate
ccagcagaag
gaccacccct
catgccetatce
gcagtcctac
gcectctgtac
caccaacacc
cgacaacgec
ccgggtgtte
catcgacatc
ctccagegtg
cgcctecaac
caataagggc
gggcaagagce
ceccttecgac
ggccttcate
cctgtecaaa

ggcctgataa

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1566



Tyr

Arg

Met

Gly

His

Asn

145

Lys

val

Phe

val

ser

225

Lys

ser

Leu

Gin

Thr

50

Glu

Glu

Gin

val

Leu

130

Lys

val

Asn

Gln

Asn

210

Glu

Lys

Ile

Pro

Ser

35

Gly

Asn

Leu

ser

Gly

Glu

Ala

Leu

Lys

Gln

195

Ala

Leu

Leu

Met

Leu
275

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr

100

Ser

Gly

val

Asp

Gln

180

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

260

Tyr

Cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Ala

Glu

val

Leu

165

Ser

Asn

val

Ser

Ser

245

Ile

Gly

ES 2597439 T3

Ser

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Ile

val

S5er

150

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

230

Asn

Ile

val

Ala

ser

55

Gly

Lys

Thr

Ala

Asn

135

Leu

Asn

ser

Arg

Thr

215

Ile

Asn

Lys

Ile

val

40

val

Thr

Ser

Asn

Ser

120

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

200

Pro

Asn

val

Glu

Asp

41

Ser

Ile

ASp

Ala

Asn

105

Gly

Ile

Asn

Ile

ser

185

Leu

val

ASp

GIn

Glu

265

The

Lys

Thr

Ala

val

90

Lys

Ile

Lys

Gly

Asp

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

250

val

Pro

Gly

Ile

Lys

75

Thr

Phe

Ala

ser

val

155

Lys

Ile

Ile

Thre

Pro

235

val

Leu

Cys

Tyr

Glu

60

val

Glu

Leu

val

Ala

140

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

220

Ile

Arg

Ala

Trp

Leu

45

Leu

LyS

Leu

Gly

ser

125

Leu

val

Leu

Thr

Ar

20

Met

Thr

GlIn

Tyr

LyS

ser

Ser

Leu

Gln

Phe

110

Lys

Leu

Leu

Leu

val

190

Glu

Leu

Ash

GlIn

val

270

Leu

Ala

Asn

Ile

Leu

95

Leu

val

ser

Thr

Pro

175

Ile

Phe

Thr

ASp

Ser

255

val

His

Leu

Ile

Leu

Leu

Thr

Ser

160

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

240

Tyr

Gln

Thr



ser

Thr

305

Phe

Cys

ASD

Lys

Ser

385

Ile

val

Glu

ASp

val

465

Glu

Ile

Glu

<210>7

<211> 1855
<212> ADN

Pro

290

Arg

Phe

Asp

Ile

Thr

370

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

450

Asn

Lys

Tyr

Ala

Leu

Thr

Pro

Thr

ASp

Asp

Tyr

Lys

Thr

Leu

Glu

Leu

His

Cys

Asp

Leu

Met

340

Ile

val

Gly

Thr

val

420

Ser

val

Lys

His

Ile
500

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr
Arg
Ala
AsSn
Phe
ser
Lys
Phe
405
ser
Leu
Phe
Ile
ASN

485

Glu

ES 2597439 T3

Thr

Gly

310

Glu

Ser

AsSh

Ser

Thr

390

ser

val

Tyr

Pro

Asn

470

val

Asn

Asn

295

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

375

Lys

Asn

Gly

val

sSer

455

Gln

Glu

Glu

Thr

Tyr

Cys

Thr

Cys

Gly

Asn

Lys

440

ASp

Ser

Asp

Ile

Lys

Cys

Lys

Leu

345

TYyr

Ile

Thr

Cys

Thr

425

Gly

Gly

Leu

Lys

Ala
505

42

Glu

Asp

val

330

Pro

Asp

Thr

Ala

ASp

410

Leu

Glu

Phe

Ala

Ile

490

Arg

Gly

Asn

315

Glin

Ser

Cys

ser

Ser

395

Tyr

TYrP

Pro

Asp

Phe

475

Glu

Ile

ser

300

Ala

sSer

Glu

Lys

Leu

380

Asn

val

Ile

Ala

460

Ile

Glu

Lys

Asn

Gly

Asn

val

Ile

365

Gly

Lys

Ser

val

Ile

445

Ser

Arg

1le

LyS

Ile

Ser

Arg

Asn

350

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

430

Asn

Ile

Lys

Leu

Leu
510

Cys

val

val

333

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

Phe

ser

Ser

Ser

495

Ile

Leu

Ser

320

Phe

Cys

Ser

val

Gly

400

Gly

Gln

Tyr

Gln

Lys

Gly



ES 2597439 T3

<223> Secuencia de polinucleodtidos del antigeno PreF-G quimérica

<400> 7

aagcttgcea ccatggaget getgatecte aagaccaacg ccatcaccgco catcctggec 60
gccgtgacce tgtgcttege ctectecccag aacatcaccg aagagttcta ccagtccacce 120
tgctecgocg tgtccaaggg ctacctgtcc gccctgogga ccggetggta cacctccgtg 180
atcaccatcg agctgtccaa catcaaagaa aacaagtgca acggcaccga cgccaaggte 240
aagctgatca agcaggaact ggacaagtac aagagcgccg tgaccgaact ccagctgetg 300
argragrcca cccctgecac caacaacaag aagritotgg gettcctygct gggogtgggo 360
tccgecateg cctecggeat cgoecgtgage aaggtgetgc acctggaggyg cgaggtgaac 420
aagatcaaga gcgecctget gtccaccaac aaggecgtgg tgtecctgte caacggogtyg 480
tccgtgotga cctccaaggt getggatctg aagaactaca tcgacaagca getgetgect 540
atcgtgaaca agcagtectg ctccatctcc aacatcgaga ccgtgatcga gttccageag 600
dagaacaacc ggctgetgga gatcacccgc gagttcrocg tgaacgccdg cgtgaccacc 660
cctgtgtecca cctacatget gacaaactce gagetgetct ccctgatcaa cgacatgcct 720
atcaccaacg accaadaaaa gctgatgtcc aacaacgtge agatcgtgeyg gceagecagtcc 780
tacagcatca tgagcatcat caaggdaagaa grectggeoct acgtcgtgea gotgoectcty B840
tacggcgtga tcgacaccce ttgctggaag ctgcacacct cccccctgtg caccaccaac 900
accaaagagg gctccaacat ctgcctgacc cggaccgacc ggggetggta ctgcgacaac 960
gceggetecg tgtecttott cocctetggee gagacctgca aggtgeagte caacegggtg 1020
ttctgcgaca ccatgaactc cctgaccctg ccttecgagy tgaacctgtg caacatcgac 1080
atcttcaacc ccaagtacga ctgcaagatce atgaccagca agaccgacgt gtcctccagce 1140
gtgatcacct ccctgggcge catcgtgtec tgctacggca agaccaagtg caccgectec 1200
aacaagaacc ggggaatcat caagaccttc tccaacggcot gegactacgt gtccaataag 1260
ggcgtggaca cegigtccgt gggcaacaca ctgtactacg tgaataagca ggaaggcaag 1320
agcctgracg tgaagggcga goctatcate aacttctacg accctctggt gttcccttece 1380
gacgagttcg acgoctccat cagocaggtc aacgagaaga tcaaccagtc cctggocttc 14440}
atccggaagt ccgacgagda gctgcataac gtggaggaca agatcgaaga gatcctgtcec 1500
aaaatctacc acatcgagaa cgagatcgec cggatcaaga agctgatcgg cgaggetgge 1560
ggctctggeg gcageggegg ctocaageag cgygcagaaca agoctcctaa caagoocaac 1620
dacgacttce acticgaggt gttcaacttc gtgecttgct ccatctgctc caacaaccct 1680

acctgctyggg ccatctgcaa gagaatcccc aacaagaagc ctggcaagaa aacCacCacc 1740

aagccracca agaagcctac crtcaagacce accaagaagg accacaagec tcagaccaca 1800

aagcctaagg aagtgocaac caccaagcac caccaccatc accactgata atcta 1855

43
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<210> 8
<211> 605
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2597439 T3

<223> Polipéptido PreF-G quimérico

<400> 8

Met
1

Ala
Tyr

Arg

Met
Leu
Leu
Thr
145

Ser

Ile

Glu

val

Gln

Thr

50

Glu

Glu

GIn

Gly

His

130

Asn

Lys

val

Leu

Thr

Ser

35

Gly

Asn

Leu

Ser

val

115

Leu

Lys

val

AsSn

Leu

Leu

20

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr

100

Gly

Glu

Ala

Leu

Lys

Ile

Cys

Cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Ser

Gly

val

ASp

GIn

Leu

Phe

Ser

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Ala

Glu

val

150

Leu

Ser

Lys

ala

Ala

Ser

33

Gly

Lys

Thr

Ile

val

135

ser

Lys

Cys

Thr

ser

val

40

val

Thr

ser

Asn

Ala

120

Asn

Leu

Asn

sSer

44

Asn

Ser

25

Ser

Ile

Asp

Ala

Asn

105

ser

Lys

Ser

Tyr

Ile
185

Ala

10

Gn

Lys

Thr

Ala

val

90

Lys

Gly

Ile

Asn

Ile
170

Ser

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

Thr

Lys

Ile

Lys

Gly

ASp

Asn

Thr

Ile

Tyr

Glu

60

val

Glu

Phe

ala

ser

140

val

Lys

Ile

Ala

Thr

Leu

45

Leu

Lys

Leu

Leu

val

125

Ala

Ser

GIn

Glu

Ile

Glu

30

Ser

Ser

Leu

GlIn

Gly

Ser

Leu

val

Leu

Thr
190

Leu

15

Glu

Ala

Asn

Ile

Leu

95

Phe

Lys

Leu

Leu

Leu

175

val

Ala

Phe

Leu

Ile

80

Leu

Leu

val

Ser

Thr

160

Pro

Ile



Glu

Ser

Ash

225

GlIn

Tyr

GlIn

Thr

Leu

303

sSer

Phe

Cys

sSer

val

385

Gly

Gly

GlIn

Phe

val

210

sSer

Lys

ser

Leu

ser

290

Thr

Phe

Cys

Asn

Lys

ser

Ile

val

Glu

Gln

195

AsSN

Glu

LYS

Ile

Prro

275

Pro

Arg

Phe

Asp

Ile

355

Thr

Cys

Ile

Asp

Gly

GIn

Ala

Leu

Leu

Met

260

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

340

Asp

Asp

TYr

Lys

Thr
420

Lys

Lys

Gly

Leu

Met

245

sSer

Tyr

Cys

Asp

Leu

325

Met

Ile

val

Gly

Thr

405

val

Ser

ES 2597439 T3

ASh

val

ser

230

Ser

Ile

Gly

Thr

Arg

310

Ala

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

Ser

Leu

Asn

Thr

215

Leu

Asn

Ile

val

Thr

295

Gly

Glu

Ser

Asn

sSer

375

Thr

Ser

val

Tyr

200

Thr

Ile

ASN

Lys

Ile

280

Asn

Trp

Thr

Leu

Pro

360

Ser

Lys

Asn

Gly

val

45

Leu

Pro

Asn

val

Glu

265

Asp

Thr

Tyr

Cys

Thr

345

Lys

val

Cys

Gly

Asn
425

Lys

Leu

val

Asp

Gln

250

Glu

Thr

Lys

Cys

Lys

330

Leu

Tyr

Ile

Thr

Cys

410

Thr

Gly

Glu

Ser

Met

235

Ile

val

Pro

Glu

Asp

315

val

Pro

Asp

Thr

Ala

395

Asp

Leu

Glu

Ile

Thr

220

Pro

val

Leu

Cys

Gly

300

Asn

Gln

Ser

Cys

Ser

380

Ser

Tyr

Tyr

Pro

Thr

205

Tyr

Ile

Arg

Ala

Trp

sSer

Ala

Ser

Glu

365

Leu

AsSN

val

Tyr

Ile

Arg

Met

Thr

Gln

Tyr

270

Lys

Asnh

Gly

Asn

val

350

Ile

Gly

Lys

ser

val

430

Ile

Glu

Leu

Asn

Leu

Ile

Ser

Ar

33

Asn

Met

Ala

Asn

Ash

415

Asn

Asn

Phe
Thr
240
ser
val
His
Cys
val
320
val
Leu
Thr
Ile
Ar

40

Lys
LyS

Phe



10

Tyr

GIn

465

Asp

Lys

Gly

Asn

Asn

545

Ile

Lys

Pro

<210>9

<211> 1834
<212> ADN

Glu
Ile
Glu
530
Phe
cys
Pro

GlIn

435

Pro Leu

Asn Glu
Leu

Lys

His
500

TYr

Ala
515

Gly

Pro Pro

val Pro

Lys Arg

Thr Lys

580

Thr Thr

595

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Lys

His

485

Ile

Gly

Asn

Cys

Ile

565

Lys

Lys

ES 2597439 T3

Phe

Ile

470

Asn

Glu

Ser

Lys

Ser

550

Pro

Pro

Pro

<223> Polinucledtido PreF-G quimérico

<400> 9

Pro

455

Asn

val

Asn

Gly

Pro

335

Ile

AsSnh

Thr

Lys

440

Ser

Glin

Glu

Glu

Cys

Lys

Phe

Glu
600

Asp

Ser

Asp

Ile

305

Ser

Ash

Ser

Lys

LyS

585

val

Glu

Ley

Lys

Ala

Gly

ASp

Asn

Pro

570

Thr

Pro

Phe

Ala

475

Ile

Arg

Gly

Phe

Asn

555

Gly

Thr

Thr

ASp

460

Phe

Glu

Ile

Ser

His

540

Pro

Lys

Lys

Thr

445

Ala

Ile

Glu

Lys

Lys

525

Phe

Thr

Lys

Lys

LYysS
605

Ser

Arg

Ile

Lys

510

Gln

Glu

Cys

Thr

590

Ile

Lys

Leu

495

Leu

Arg

val

Trp

Thr

575

His

aagcttgcca
gccgtgaccc
tgctecgecg
atcaccatcg
aagctgatca

atgcagtcca

ccatggagct
tgtgcttcge
tgtccaaggg
agctgtccaa
agcaggaact

cccctgccac

gctgatccte
ctcctcccag
ctacctgtec
catcaaagaa
ggacaagtac

Caacaacaaq

aagaccaacg
aacatcaccg
gccctgegga
aacaagtgca
aagagcgccg

aagtttctgg

46

ccatcaccge
aagagttcta
ccggctggta
acggcaccga
tgaccgaact

gcttectget

catcctggec
ccagtecacc
cacctcegtg
cgccaaggte
ccagctgctg
gaggcgtggqc

Ser

Ser

480

sSer

Ile

GlIn

Phe

Ala

560

Thr

Lys

60
120
180
240
300
360



10

tcegecateg
aagatcaaga
teegtgetga
atcgtgaaca
aagaataacc
cctgtgtcca
atcaccaacg
tacagcatca
tacggegtga
accaaagagg
gccggctocg
ttctgegaca
atcttcaacc
gtgatcacct
aacaagaacc
ggcgtggaca
agcctgtacg
gacgagttcg
atccggaagt
aaaatctacc
ggcaagcage
ttcaacttcg
agaatcccca
ttcaagacca

accaageaco

<210>10
<211> 598
<212> PRT

cctceggeat
gcgeectget
cctecaaggt
agcagtccty
ggctgetgga
cctacatget
accaaaaaaa
tgagcatcat
tcgacacccc
gctccaacat
tgtecttett
ccatgaactce
ccaagtacga
ccctgggege
ggggaatcat
ccgtgtcegt
tgaagggcga
acgectccat
ccgacgagaa
acatcgagaa
ggcagaacaa
tgecttgetc
acaagaagcc
ccaagaagga

accaccatca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2597439 T3

cgcegtgage
gtccaccaac
gctggatctg
ctccatctec
gatcacccgce
gacaaactcc
gctgatgtee
faaggaagaa
ttgctggaag
ctgcctgacc
ccectotggee
cctgaccctg
ctgcaagatc
catcgtgtee
caagaccttce
gggcaacaca
gcctatcatce
cagccaggtc
gctgcataac
cgagatcgcc
gcctectaac
catctgetec
tggcaagaaa
ccacaagect

ccactgataa

<223> Polipéptido PreF-G quimérico

<400> 10

aaggtgctgc
aaggccgtyg
aagaactaca
aacatcgaga
gagttctccg
gagctgetct
aacaacgtgc
gtcctggect
ctgcacacct
cggacecgace
gagacctgca
ccttecgagg
atgaccagca
tgctacggcea
tccaacgget
ctgtactacg
aactictacg
aacgagaaga
gtggaggaca
cggatcaaga
aagcccaaca
aacaacccta
accaccacca
cagaccacaa

tcta

acctggaggyg
tgtcectgte
tcgacaagca
ccgtgatega
tgaacgccgg
ccctgatcaa
agatcgtgcg
acgtcgtgca
cceccectgty
ggggctggta
aggtgeagtce
tgaacctgtg
agaccgacgt
agaccaagtg
gcgactacgt
tgaataagca
accctctggt
tcaaccagtc
agatcgaaga
agctgatcgg
acgacttcca
cctgetggge
agcctaccaa

agcctaagga

cgaggtgaac
caacggegtg
gctgctgect
gttccagcag
cgtgaccacc
cgacatgcect
gcagcagtce
gctgcctctg
caccaccaac
ctgcgacaac
caaccgggtg
caacatcgac
gtcctccage
caccgectec
gtccaataag
ggaaggcaag
gttcccttce
cctggecttc
gatcctgtec
cgaggctgygc
cttcgaggtg
catctgcaag
gaagcctacc

agtgccaace

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1834

Met Glu Leu Leu ITe Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala

47



Ala

TYr

Arg

Met

Leu

Leu

Thr
145

ser

Ile

Glu

Ser

Asn

225

Gln

val

GIn

Thr

50

Glu

Glu

Gln

Gly

His

130

Asn

Lys

val

Phe

val

210

Ser

Lys

Thr

Ser

35

Gly

Asn

Leu

Ser

val

115

Leu

Lys

val

Asn

Gln

195

Asn

Glu

Lys

Leu

20

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr

100

Gly

Glu

Ala

Leu

Lys

180

Gln

Ala

Leu

Leu

Cys

Cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Ser

Gly

val

Asp

GIn

Lys

Gly

Leu

Met
245

ES 2597439 T3

Phe

ser

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Ala

Glu

val

150

Leu

ser

Asn

val

Ser

230

Ser

Ala

Ala

ser

55

Gly

Lys

Thr

Ile

val

135

ser

Lys

Cys

Asn

Thr

215

Leu

Asn

ser
val
40

val
Thr
Ser
Asn
Ala
120
Asn
Leu
Asn
Ser
Ar

20

Thr

Ile

Asn

48

Ser

25

ser

Ile

Asp

Ala

ASn

105

Ser

Lys

ser

Tyr

Ile

185

Leu

Pro

Asn

val

10

GlIn

Lys

Thr

Ala

val

90

Lys

Gly

Ile

ASn

Ile

170

Ser

Leu

val

ASp

GlIn
250

Asn

Gly

Ile

Lys

Thr

Lys

Ile

Lys

Asp

Asn

Glu

ser

Met

235

Ile

Ile

TYr

Glu

60

val

Glu

Phe

Ala

ser

140

val

Lys

Ile

Ile

Thr

220

Pro

val

Thr

Leu

45

Leu

Lys

Leu

Leu

val

125

Ala

ser

GIn

Glu

Thr

205

Tyr

Ile

Arg

Glu

30

Ser

ser

Leu

GlIn

Gly

Ser

Leu

val

Leu

Thr

190

Arg

Met

Thr

GIn

15

Glu

Ala

Asn

Ile

Leu

95

Phe

Lys

Leu

Leu

Leu

175

val

Glu

Leu

Asn

GIn

Phe

Leu

Ile

Lys

80

Leu

Leu

val

ser

Thr

160

Pro

Ile

Phe

Thr

ASD

240

ser



Tyr

Gln

Thr

Leu

305

Ser

Phe

Cys

Ser

val

385

Gly

Gly

Gln

Tyr

Gln

465

Asp

Lys

Ser

leu

ser

290

Thr

Phe

Cys

Asn

Lys

370

Ser

Ile

val

Glu

450

val

Glu

Ile

Ile

Pro

275

Pro

Arg

Phe

Asp

Ile

355

Thr

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

Asn

Lys

Tyr

Met

260

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

340

Asp

Asp

Tyr

Lys

Thr

420

Lys

Leu

Glu

Leu

His
500

Ser

Tyr

Cys

Asp

Leu

325

Met

Ile

val

Gly

Thr

405

val

Ser

val

Lys

His

485

Ile

ES 2597439 T3

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

ser

Leu

Phe

Ile

470

Asn

Glu

Ile

val

Thr

295

Gly

Glu

ser

Asn

ser

375

Thr

Ser

val

Tyr

Pro

455

Asn

val

Asn

Lys

Ile

280

AsSn

Trp

Thr

Leu

Pro

360

sSer

Lys

Asn

Gly

val

440

ser

Gln

Glu

Glu

Glu

265

Asp

Thr

Tyr

Cys

Thr

345

Lys

val

Cys

Gly

ASn

425

Lys

Asp

Ser

Asp

Ile
505

49

Glu

Thr

Lys

Cys

Tyr

Ile

Thr

Cys

410

Thr

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala

val Leu Ala

Pro

Glu

Asp

315

val

Pro

Asp

Thr

Ala

395

ASp

Leu

Glu

Phe

Ala

475

Ile

Arg

Cys

Asn

Gln

ser

Cys

Ser

380

Ser

Tyr

Tyr

Pro

Asp

460

Phe

Glu

Ile

Trp

285

Ser

Ala

Ser

Glu

Lys

365

Leu

Asn

val

Tyr

Ile

445

Ala

Ile

Glu

Lys

TYyr

270

Lys

AsSn

Gly

Asn

val

350

Ile

Gly

Lys

sSer

val

430

Ile

ser

Arg

Ile

Lys
510

val

Leu

Ile

Ser

Arg

Asn

Met

Ala

Asn

Asn

415

AsSn

Asn

Ile

Lys

Leu

495

Leu

val
His
Cys
val
320
val
Ley
Thr
Ile
Ar

40

Lys
Lys
Phe
ser
Ser
480

Ser

Ile



10

15

20

<210> 11
<211> 28

Gly

Asn

545

Lys

Phe

Glu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

Asn

530

ser

Lys

Lys

val

Ala

515

Asp

Asn

Pro

Thr

Pro
595

Gly

Phe

ASh

Gly

Thr

580

Thr

Gly

His

Pro

Lys

Thr

ES 2597439 T3

Lys

Phe

Thr

550

Lys

Lys

Lys

GIn

Glu

535

Cys

Thr

Asp

Arg GlIn Asn

520

val Phe Asn

Trp Ala Ile

Thr Thr Lys

His Lys Pro
585

<223> Cremallera de leucina GCN4 sustituida con isoleucina

<400> 11

Lys

Phe

Cys

555

Pro

GIn

Pro

val

540

Lys

Thr

Thr

Pro

525

Pro

Arg

Lys

Thr

Asn

Cys

Ile

Lys

Lys
590

Lys

ser

Pro

Pro

575

Pro

Pro

Asn
560

Thr

Lys

Glu Asp Lys Ile Glu Glu Ile Leu Ser Lys Ile Tyr His Ile Glu Asn
1 5 15

10

Glu Ile Ala ggg ITe Lys Lys Leu %}e Gly Glu Ala

<210>12

<211> 1563
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de PreF optimizada con codones

<400> 12

50



10

atggagctgc
tgcttcgeca
agcaagggct
ctgagcaaca
caggagctgg
ccggegacga

ggcatcgecg
ctgctgagca
aaggtgctcyg
agctgcagea
ctggagatca
atgctgacga
aagaagctga
atcatcaagg
acgccctget
aacatctgcc
ttcttecege
aacageetga
tacgactgca
ggcgcgatcg
atcatcaaga
agecgreggea
ggcgagecga
agcatcagcc
gagaagctyc
gagaacgaga

tga

<210> 13
<211> 1685
<212> ADN

ccatcctgaa
gcagccagaa
acctgagege
tcaaggagaa
acaagtacaa

acaacaagtt

tgagcaaggt
cgaacaaggc
acctgaagaa
tcagcaacat
cgcgggagtt
acagcgagct
tgagcaacaa
aggaggtgct
ggaagctgca
tgacgcggac
tcgcggagac
cgctgecgag
agatcatgac
tgagctgcta
cgttcageaa
acacgctgta
tcatcaactt
aagtgaacga
acaacgtgga

tcgegegeat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2597439 T3

gaccaacgcc
catcacggag
gctgcgeacy
caagtgcaac
gagcgeggtg
ccteggette

gctgeacctg
ggtcgtgage
ctacatcgac
cgagaccgtg
ctccgtgaac
gctcagectg
cgtgragatc
ggcatacgtg
cacgageecy
ggaccgggge
gtgcaaggtg
cgaggtgaac
gagcaagacc
cggcaagacq
cggctgegac
ctacgtgaac
ctacgacccg
gaagatcaac
ggacaagatc

caagaagctg

atcaccacca
gagttctacc
ggctggtaca
ggcacggacg
acggagetge
ctgetgggeg

gagggcgagg
ctgagcaacg
aagcagctge
atcgagttcec
gcaggcegtga
atcaacgaca
gtgcgeeage
gtgcagetge
ctgtgcacga
tggtactgcg
cagagcaacc
ctgtgcaaca
gatgtcagca
aagtgcacgg
tatgtgagca
aagcaggagg
ctegtgttec
cagagcctgg
gaggagatcc
atcggegagg

<223> Secuencia de polinucleétidos Pre-F con intrén

<400> 13

51

tcctegeege
agagcacgtg
cgagcgtgat
cgaaggtgaa

agctgctgat

tgggcagegce

tgaacaagat
gcgtgagegt
tgccgategt
agcagaagaa
cgacgccegt
tgccgatcac
agagctracag
cgctgtacgg
ccaacacgaa
acaacgcgygg
gcgtcttetg
tcgacatctt
gcagcgtgat
cgagcaacaa
acaagggcgt
gcaagagcect
cgagcgacga
cgttecateeg
tgagcaagat

cgcatcatca

cgtgaccctg
cagcgeegtg
cacgatcgag
gctgatcaag
gcagagcacg

gatcgcgagce

caagtccgeg
gctgacgage
gaacaagcag
caaccgecty
gtcracgtac
gaacgaccag
catcatgagc
cgtcatcgac
ggagggcagc
cagcgtgage
cgacacgatg
caacccgaag
cacgagcctc
gaaccgegge
ggacactgtg
gtacgtgaag
gttcgacgceg
caagagcgac
ctaccacatc

ccatcaccat

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1563



atggagcetgce
tgcrregect
tccaagggct

ctgtccaaca

caggagctqgg

cctgecacca
ggcarcgccg
tatatcttta
tatcatgtgt
tgtccaccaa
tgctggatct
gctccatctc
agatcacccy
tgaccaactc
aactgatgtc
tcaaggaaga
cttgctggaa
tctgectgac
tccctetygc
ccetgacect
actgcaagat
ccatcgtygte
tcaagacctt
tgggcaacac
agcctatcat
tcagccaggt
agctgcataa
acgagatcgc

actga

tgatcctgaa
cctcccagaa
acctgtccgce
tcaaggaaaa

acaagtacaa

acaacaagtt
tgagcaaggt
atgtratata
ttaggtgctg
caaggccgtg
gaagaactac
caacatcgag
cgagtrctec
cgagctgctg
caacaacgrg
ggtrgcrggec
gctgcacacc
ccggaccgac
cgagacctgce
gccttocgag
catgaccage
ctgctacggc
crccaacggce
actgtactac
caacttctac
gaacgagaag
cgtggaggac

ccggatcaag

ES 2597439 T3

daccaacgcec atcaccgeca
catcaccgag gagttctace
cctgeggace ggctggtaca
caagtgcaac ggcaccgacg

gagcgecgtg accgaactce

tctgggettc
acgtgtcggg
catatttcct
cacctggagg
gtgtcectgt
atcgacaagc
accgrgatcy
gtgaacgccg
tccctgataa
cagatcgtgc
tacgtgatgce
tcecceectgt
cggggctggt
aaggtgcagt
gtgaacctgt
aagaccgacg
aagaccaagt
tgcgactacg
gtgaataagc
gaccctctgg
atcaaccagt
aagatcgagg

aagctgatcg

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido enlazador sintético

ctgctgggeg
actrtgtgtrtc
gtatgtgatc
gcgaggtgaa
ccaacggegt
agctgctgec
agttccagea
gcgtgaccac
acgacatgcc
ggcagcagtce
agcrgectct
gcaccaccaa
actgcgacaa
ccaaccgggt
gcaacatcga
tgtcctccag
gcacecgectc
tgtccaataa
aggagggcaa
tgttcococttc
cecctggectt

agatcctgtc

gcgaggeegy

52

tcetggecge
agtccaccty
cctccgtgat
ccaaggtgaa

agctgctgat

tgggctcegc
CCCILTtLrt
catgtgctta
caagatcaag
gtccgtgcetg
tatcgtgaac
gaagaacaac
ccctgtgtcc
tatcaccaac
ctacagcatc
gracggcgtg
caccaaggag
cgecggetce
gttetgegac
catcttcaac
cgtgatcacc
caacaagaac
gggcgrggac
gagcctgtac
cgacgagttc
catccggaag
caaaatctac

aggtcaccac

cgtgaccctg
ctcegeegty
caccatcgag
gctgatcaag

gcagtccacc

catcgeetec
aataaaaagt
tgactttgtt
agcgcectgce
acctccaagy
aagcagtcct
cggctgctgg
acctacatgc
gaccagaaaa
atgagcatca
atcgacaccc
ggctccaaca
gtgtcecttct
accatgaact
cccaagtacg
tccetgggey
cggggaatca
accgtgteccg
gtgaagggcg
gacgcctcca
tccgacgaga
cacatcgaga

caccatcacc

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1685



10

15

20

25

<400> 14

<210> 15

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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§1y Gly Ser Gly g]y Ser Gly Gly Ser

<223> Motivo consenso de escision de furina

<400> 15

<210> 16

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

?rg Ala Arg Arg

<223> Motivo consenso de escision de furina

<400> 16

irg LYS Arg Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un antigeno del virus sincitial respiratorio (VSR) recombinante que comprende un polipéptido de la proteina F
soluble que comprende un dominio F> y un dominio F4 de un polipéptido de la proteina F del VSR, en el que no hay
sitio de escision de furina entre el dominio F, y el dominio F1, y en el que el polipéptido comprende adicionalmente
un dominio de trimerizacion heterélogo en posicion C-terminal con respecto al dominio F;.

2. El antigeno del VSR recombinante de la reivindicacién 1, en el que el dominio F2 comprende al menos una parte
de un polipéptido de la proteina F del VSR que corresponde a los aminoacidos 26-105 del polipéptido precursor de
la proteina F de referencia (Fo) de SEQ ID NO: 2.

3. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el dominio F;4
comprende al menos una parte de un polipéptido de la proteina F del VSR que corresponde a los aminoacidos 137-
516 del polipéptido precursor de la proteina F de referencia (Fo) de SEQ ID NO: 2.

4. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el dominio F;
comprende un polipéptido de la proteina F del VSR que corresponde a los aminoacidos 26-105 y/o en el que el
dominio F1 comprende un polipéptido de la proteina F del VSR que corresponde a los aminoacidos 137-516 del
polipéptido precursor de la proteina F de referencia (Fo) de SEQ ID NO: 2.

5. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el antigeno del VSR es
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO: 6.

6. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende adicionalmente
un péptido sefial.

7. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el dominio de
trimerizacion heterélogo comprende un dominio de bucles superenrollados.

8. El antigeno del VSR recombinante de la reivindicacion 7, en el que el dominio de trimerizacion heterélogo
comprende una cremallera de isoleucina.

9. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el antigeno del VSR
comprende:

(i) una delecion de al menos un sitio de escision que no es furina;

(i) una delecién de uno o mas aminoacidos del dominio pep27; y

(iii) al menos una sustitucion o adicién de un aminoacido hidréfilo en un dominio hidréfobo del dominio
extracelular de la proteina F.

10. Una composicion inmunogénica que comprende el antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 10, en la que el vehiculo o excipiente comprende un tampon.
12. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 11, que comprende adicionalmente un adyuvante.

13. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 12, en la que el adyuvante comprende al menos uno de: 3D-
MPL, QS21, una emulsion de aceite en agua, y Alum.

14. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en la que la composicion
inmunogénica reduce o previene la infeccion con el Virus Sincitial Respiratorio (VSR).

15. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 10-14, que comprende adicionalmente
al menos un antigeno adicional de un organismo patégeno distinto del VSR.

16. Un acido nucleico recombinante que comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica el antigeno del
VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

17. El acido nucleico recombinante de la reivindicacién 16, en el que la secuencia de polinucleétidos que codifica el
antigeno del VSR esta optimizada con codén para su expresion en una célula hospedadora seleccionada.

18. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 16 o 17.

19. El uso del antigeno del VSR de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en la preparacioén de un medicamento
para tratar una infeccién por VSR.

20. El uso del antigeno del VSR de la reivindicacién 19, en el que el medicamento se administra con el fin de
tratamiento profilactico de una infeccién por VSR.
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21. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o la composicién inmunogénica
de una cualquiera de las reivindicaciones 10-15 para su uso en medicina.

22. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o la composicién inmunogénica
de una cualquiera de las reivindicaciones 10-15 para la prevencién o tratamiento de enfermedades asociadas con el
VSR.

23. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el antigeno del VSR
recombinante esta estabilizado en la conformacion de prefusion de la proteina F.

24. El antigeno del VSR recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o 23, en el que el antigeno del
VSR recombinante es un polipéptido de la proteina F del VSR soluble estabilizado en la conformacion de prefusion
de la proteina F.
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FIG. 6A

Proteccion de CHO-PreF frente a estimulacion
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FIG. 6B

Proteccion de CHO-PreF frente a estimulacion
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