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DESCRIPCION
Composiciones antigénicas y métodos para el virus respiratorio sincicial
Campo de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a composiciones y métodos para la prevencién de la infeccion por el virus
respiratorio sincicial, especificamente composiciones de pelicula multicapa que contienen epitopos antigénicos de la
proteina M2 de RSV y la proteina G de RSV.

Antecedentes

El virus respiratorio sincicial (RSV, forma siglada del inglés respiratory syncytial virus) es la causa mas importante de
las enfermedades graves de las vias respiratorias bajas en bebés y nifios pequefios en todo el mundo, y también es
una amenaza para los ancianos y los pacientes inmunocomprometidos. En Estados Unidos, las infecciones por RSV
dan como resultado hasta 126.000 hospitalizaciones de bebes y hasta 60.000 hospitalizaciones de adultos ancianos
por afio. Dado que la infeccion natural por RSV no induce una inmunidad duradera a largo plazo, los pacientes son
susceptibles a la reinfeccion con las mismas vy distintas cepas de virus durante toda la vida. EI RSV se asocia con
infecciones secundarias tales como la otitis media y puede predisponer a los nifios pequefios a enfermedades
relacionadas con el asma mas adelante en la vida.

Murata, Y., 2009, Clinical Laboratory Medicine, Vol. 29(4), 725-739, proporcionan una revision del desarrollo de la
vacuna frente al virus respiratorio sincicial.

Después de mas de 40 afios de esfuerzo, no existe una vacuna segura y eficaz frente al RSV. De hecho, los
primeros intentos de desarrollar una vacuna para el RSV precipitada con alumbre e inactivada con formol (RSV-IF)
en la década de 1960 parecian predisponer a los nifios vacunados a una enfermedad mas grave e incluso a la
muerte durante una infeccion natural posterior. EI mecanismo exacto de esta respuesta no se ha caracterizado
completamente, pero parece depender de un sesgo de la respuesta inmunitaria hacia un fenotipo inflamatorio Th2
dominante caracterizado por la activacién inadecuada de las rutas de citocinas y quimiocinas.

Dado el impacto econémico de la enfermedad provocada por el RSV, estimado en casi 594,8 millones de € (700
millones de USD) por afio en los EE. UU. en 2004, y las complicaciones potencialmente mortales que pueden ser el
resultado de la infeccién por RSV en bebés, ancianos y pacientes inmunodeprimidos, el desarrollo de vacunas
seguras y eficaces para el RSV es una prioridad alta.

Existe una necesidad de composiciones antigénicas mejoradas adecuadas para la estimulacién de una respuesta
inmunitaria frente al RSV.

Sumario

En un aspecto, la invencion proporciona una pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una
microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca,
en donde dicha pelicula multicapa comprende un epitopo de la proteina M2 de RSV y un epitopo de la proteina G de
RSV, consistiendo dichos epitopos en 3 a 120 aminoacidos, como parte de uno o mas polipéptidos disefiados,

en donde un polipéptido disefiado es un polipéptido que consiste en una o mas regiones de absorcion a superficie
cargadas de al menos 8 aminoacidos unidos covalentemente al epitopo de la proteina M2 de RSV, el epitopo de la
proteina G de RSV, o ambos, que tienen carga suficiente para la union estable a una superficie cargada de forma
opuesta, y en donde el polipéptido disefiado y las una o mas regiones de absorcion a superficie cargadas en el
mismo estan cargadas de forma positiva o cargadas de forma negativa,

en donde dicha pelicula multicapa comprende dos 0 mas capas de polielectrolitos, en donde las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta,

en donde al menos un polielectrolito de la pelicula multicapa es dicho uno o mas polipéptidos disefiados y

en donde un polielectrolito que no es un polipéptido disefiado comprende un material policatidonico o un material
polianiénico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al menos 5 cargas por molécula.

Ademas se describe en el presente documento una composicién que comprende un primer epitopo polipeptidico del
RSV y un segundo epitopo polipeptidico del RSV, en donde los primero y segundo epitopos polipeptidicos estan
unidos covalentemente a uno o mas polielectrolitos, en donde los uno o mas polielectrolitos estan en una o mas
peliculas multicapa, en donde las una o mas peliculas multicapa comprenden dos o mas capas de polielectrolitos, en
donde las capas adyacentes comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta, y en donde el polielectrolito
comprende un material policatiénico o un material polianidnico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al
menos 5 cargas por molécula, y en donde el primer epitopo polipeptidico del RSV y el segundo epitopo polipeptidico
del RSV estan presentes en la misma pelicula multicapa o en una distinta.
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Ademas se describe en el presente documento una composicion que comprende un primer epitopo polipeptidico del
RSV y un segundo epitopo polipeptidico del RSV, en donde los primero y segundo epitopos polipeptidicos estan en
forma de una o mas peliculas multicapa, en donde las una o mas peliculas multicapa comprenden dos 0 mas capas
de polielectrolitos, en donde las capas adyacentes comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta, y donde
al menos un polielectrolito de la pelicula multicapa comprende un polipéptido disefiado, en donde el polipéptido
disefiado tiene carga suficiente para una unién estable a una superficie cargada de forma opuesta, y en donde el
polipéptido disefiado comprende el primer epitopo polipeptidico de RSV, el segundo epitopo polipeptidico de RSV, o
ambos, en donde un polielectrolito que no es un polipéptido disefiado comprende un material policatiénico o un
material polianiénico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al menos 5 cargas por molécula, y en donde el
primer epitopo polipeptidico del RSV y el segundo epitopo polipeptidico del RSV estan presentes en la misma
pelicula multicapa o en una distinta.

Ademas se describe en el presente documento una composiciéon que comprende un epitopo polipeptidico de G de
RSV unido covalentemente a uno o mas polielectrolitos, en donde los uno o mas polielectrolitos estan en una o mas
peliculas multicapa, en donde las una o mas peliculas multicapa comprenden dos o0 mas capas de polielectrolitos, en
donde las capas adyacentes comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta, y en donde el polielectrolito
comprende un material policatiénico o un material polianiénico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al
menos 5 cargas por molécula.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Espectro de masas de FT-ICR expandido para el estado de carga de MHs*® de ACT-2044 intacto (SEQ
ID NO: 8). M/z monoisotépica esperada para el péptido completamente oxidado = 1015,43, encontrada =
1015,6008. Este resultado es totalmente congruente con dos disulfuros intramoleculares en ACT-2044.

Figura 2: Espectro de masas FT-ICR para ACT-2086 (SEQ ID NO: 13). El pico monoisotépico MHo"® tiene una
m/z de 867,1571, que corresponde a una masa monoisotopica de 7795,344 amu, lo que esta muy cerca de la
masa monoisotopica calculada de 7795,33 amu. Este resultado es totalmente congruente con la presencia de
dos enlaces disulfuro en ACT-2086.

Figura 3: Potencial de superficie (zeta) de las nanoparticulas medido después de cada etapa de la formacion de
capas por ELBL. Las particulas no recubiertas (EP) tienen un valor zeta positivo. El recubrimiento con una Unica
capa de PGA imparte un valor zeta negativo. Las etapas posteriores de formacién de capas con el péptido
disefiado ACT-2031, los polipéptidos PGA y PLL, o el péptido disefiado ACT-2044 provocan cambios positivos o
negativos alternos en el potencial zeta, lo que indica etapas del ECPC satisfactorias.

Figura 4: Inmunizacion de ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (SEQ ID NO: 8; G de
RSV1e4-191) a través de inyeccién en la almohadilla plantar; se recogieron los sueros y analizaron por ELISA. Los
sueros reconocieron el péptido epitépico conformacional CX3C de G de RSV ACT-2044 (SEQ ID NO: 8).

Figura 5: Inmunizacién de ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (SEQ ID NO: 8; G de
RSV1e4-191) a través de inyeccion en la almohadilla plantar; se recogieron los sueros y analizaron por ELISA. Los
sueros no reconocieron una version del mismo péptido (ACT-2054; SEQ ID NO: 9) que se linealizé protegiendo
los restos de cisteina.

Figura 6: Inmunizacion de ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (SEQ ID NO: 8; G de
RSV1e4-191) a través de inyeccion en la almohadilla plantar; se recogieron los sueros y analizaron por ELISA. Los
sueros reconocieron también la proteina G de RSV nativa.

Figura 7: Inmunizacién de ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (SEQ ID NO: 8; G de
RSV1e4-191) @ través de inyeccion en la almohadilla plantar; se recogieron los sueros y analizaron en un ensayo
de unién bioquimico que mide la inhibicién de la unién de G de RSV al receptor de quimiocina CX3CR1. La
actividad biolégica de la respuesta de anticuerpos suscitada por ACT-1042 se confirmé mediante la inhibicién de
la unién de G de RSV al receptor de quimiocinas.

Figura 8: Inmunizacién de ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (SEQ ID NO: 8; G de
RSV1e4-191) a través de inyeccion en la almohadilla plantar; se recogieron los sueros y se analizaron en un ensayo
de migracion celular. La actividad bioldgica de la respuesta de anticuerpos suscitada por ACT-1042 se confirmo
mediante la inhibicion de la migracion de CMSP humanas hacia G de RSV purificada.

Figura 9: Respuestas de linfocitos T especificos para M2 de RSV después de la inmunizacién con ACT-1023
(SEQ ID NO: 12; M2 de RSVgigs) a través de administracion s.c., i.p., i.n. y en la almohadilla plantar. Se
recogieron esplenocitos de los ratones el dia 14 posinmunizacién y se reestimularon en placas de ELISPOT de
IL-4 o IFNy con ACT-2019 (SEQ ID NO: 7), el péptido de M2 de RSV. Los resultados reflejan el nimero de
linfocitos T especificos de antl'geno/106 células en animales individuales sin tratamiento previo o inmunizados.
Figura 10: Inmunogenicidad de una vacuna multivalente de un céctel de nanoparticulas de RSV. Se inmunizaron
ratones BALB/c (5/grupo, 5-6 semanas de edad) en los dias 0 y 21. Respuestas de anticuerpos frente a G de
RSV: Se recogieron sueros el dia 28 y se midieron los titulos de anticuerpos IgG especificos para G de RSV
mediante ELISA. Los datos se representan como la mediazDT de 5 ratones por grupo.

Figura 11: Inmunogenicidad de una vacuna multivalente de un céctel de nanoparticulas de RSV. Se inmunizaron
ratones BALB/c (5/grupo, 5-6 semanas de edad) en los dias 0 y 21. Respuestas de linfocitos T frente a M2 de
RSV: Se recogieron células de bazo el dia 28 y se reestimularon con el péptido de M2 de RSV (ACT-2031; SEQ
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ID NO: 12) en placas ELISPOT de IFNy o IL-4. Los datos se representan como la mediazDT de 5 ratones por
grupo.

Figura 12: Induccién de actividad CTL in vivo mediante inmunizacién con nanoparticulas de RSV. Se
inmunizaron ratones BALB/c como se muestra y se expusieron 7 dias después por inyeccion i.v. de células de
bazo singénicas pulsadas con ACT-2031 (M2 de RSV; SEQ ID NO: 12) y marcadas con una dosis alta de
indicador fluorescente CFSE (picos azules) mezcladas con células de bazo singénicas marcadas con una dosis
baja de CFSE y sin péptido diana (picos rojos). Al dia siguiente, se analizaron los bazos de los ratones
inmunizados por citometria de flujo para detectar la supervivencia de las células diana donantes marcadas de
forma diferencial. Cada histograma muestra los resultados de un uUnico ratéon inmunizado del grupo de
tratamiento.

Figura 13: Induccién de actividad CTL in vivo mediante inmunizacién con nanoparticulas de RSV. Los resultados
muestran el porcentaje de destruccion especifica de células diana marcadas con M2 de RSV de la Figura 12,
calculado comparando el numero relativo de células en cada pico dentro de un histograma.

Las Figuras 14 y 15 muestran la respuesta de anticuerpos después de la sensibilizacion (14) y el refuerzo (15),
tras la inmunizacién con particulas de RSV usando construcciones de un uUnico epitopo y de multiples epitopos.
La Figura 16 es un grafico de barras de los resultados mostrados en las Figuras 14 y 15.

La Figura 17 muestra los resultados de una exposicion a RSV vivo de ratones inmunizados con nanoparticulas
de RSV que contienen G de RSV, M2 de RSV o una combinacién. Los datos se muestran como un ensayo de
placas y un ensayo de gPCR.

Figura 18: Induccién de actividad CTL in vivo mediante inmunizacién con nanoparticulas de RSV. Se
inmunizaron ratones BALB/c como se muestra y se expusieron 7 dias después por inyeccion i.v. de células de
bazo singénicas pulsadas con ACT-2031 (M2 de RSV; SEQ ID NO: 12) y marcadas con una dosis alta de
indicador fluorescente CFSE (picos azules) mezcladas con células de bazo singénicas marcadas con una dosis
baja de CFSE y sin péptido diana (picos rojos). Al dia siguiente, se analizaron los bazos de los ratones
inmunizados por citometria de flujo para detectar la supervivencia de las células diana donantes marcadas de
forma diferencial. Cada histograma muestra los resultados de un unico ratéon inmunizado del grupo de
tratamiento.

Figura 19: Induccién de actividad CTL in vivo mediante inmunizacién con nanoparticulas de RSV. Los resultados
muestran el porcentaje de destruccion especifica de células diana marcadas con M2 de RSV en la Figura 18,
calculado comparando el numero relativo de células en cada pico dentro de un histograma.

Figuras 20 y 21: Respuestas de anticuerpos especificos para G de RSV. Se inmunizaron ratones BALB/c en los
dias 0 y 21. Se midieron por ELISA los titulos de anticuerpos IgG especificos para G de RSV en los sueros
posrefuerzo. (20) valores de DO de sueros individuales a dilucion 1:50. coctel = ACT-1023 + 1042. Las barras
horizontales representan el promedio de los valores individuales dentro de un grupo. (21) Promedio de 5 sueros
por grupo en titulaciones en serie.

Los expertos en la materia apreciaran y comprenderan las caracteristicas descritas anteriormente y otras a partir de
la siguiente descripcion detallada, los dibujos y las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada

En el presente documento se divulgan peliculas multicapa que comprenden epitopos polipeptidicos de RSV, en
donde las peliculas multicapa tienen la capacidad de suscitar en un hospedador una respuesta inmunitaria tras la
administracion al hospedador. Las peliculas multicapa comprenden dos epitopos polipeptidicos de RSV,
especificamente un epitopo que suscita una respuesta de linfocitos T especifica, tal como una respuesta de linfocitos
T citotoxicos, y un epitopo que suscita una respuesta de anticuerpos especifica. Los inventores han demostrado
inesperadamente en el presente documento que combinando un epitopo que suscita una respuesta de linfocitos T
especifica y un epitopo que suscita una respuesta de anticuerpos especifica, la potencia inmunitaria, medida como
la respuesta de linfocitos T, se mejora inesperadamente en comparacion con la administracion de solo un
componente. Especificamente, una combinacion de epitopos de G de RSV (respuesta de anticuerpos especifica) y
de M2 de RSV (respuesta de linfocitos T especifica) en forma de una o mas peliculas multicapa, suscita una
respuesta de linfocitos T sustancialmente mejorada en comparaciéon con una pelicula multicapa que contiene un
epitopo de M2 de RSV solo.

En un primer aspecto la invencion proporciona una pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una
microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca,
en donde dicha pelicula multicapa comprende un epitopo de la proteina M2 de RSV y un epitopo de la proteina G de
RSV, consistiendo dichos epitopos en 3 a 120 aminoacidos, como parte de uno o mas polipéptidos disefiados,

en donde un polipéptido disefiado es un polipéptido que consiste en una o mas regiones de absorcion a superficie
cargadas de al menos 8 aminoacidos unidos covalentemente al epitopo de la proteina M2 de RSV, el epitopo de la
proteina G de RSV, o ambos, que tienen carga suficiente para la unién estable a una superficie cargada de forma
opuesta, y en donde el polipéptido disefiado y las una o mas regiones de absorcion a superficie cargadas en el
mismo estan cargadas de forma positiva o cargadas de forma negativa,

en donde dicha pelicula multicapa comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en donde las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta,
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en donde al menos un polielectrolito de la pelicula multicapa es dicho uno o mas polipéptidos disefiados y
en donde un polielectrolito que no es un polipéptido disefiado comprende un material policatidonico o un material
polianiénico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al menos 5 cargas por molécula.

Los primero y segundo epitopos polipeptidicos de RSV pueden estar presentes en el mismo polipéptido disefiado o
en un distinto. En una realizacién, los primero y segundo epitopos polipeptidicos de RSV estan presentes en el
mismo polipéptido disefiado. En otra realizacion, los primero y segundo polipéptidos de RSV estan presentes en
distintos polipéptidos disefiados, pero estan depositados en capas dentro de la misma pelicula multicapa.

La proteina G de RSV (unién) se ha asociado con muchas aberraciones que incluyen la expresion alterada de
ARNm de las citoquinas CC y CXC y respuestas de citocinas Th2 que parecen sustentar resultados inmunitarios
inadecuados y una enfermedad potenciada. La regién central rica en cisteinas conservada de la proteina G de RSV
contiene un motivo de quimiocina CX3C en las posiciones de aminoacidos 182-186 que se une a CX3CRH1, el
receptor de fractalquina (CX3CL1). Se ha demostrado que el mimetismo con CX3CL1 de G de RSV facilita la
infeccion por RSV e interfiere con las respuestas inmunitarias adaptativas normales frente al virus. La inmunizacion
activa con péptidos que abarcan el motivo CX3C de G de RSV protege a los ratones de la infeccién por RSV y de la
inflamacion pulmonar. Hasta ahora, estos péptidos de G de RSV no se han utilizado en una vacuna segura y
efectiva.

Ademas de la proteina G del RSV, son posibles candidatas para vacunas las proteinas F de RSV (fusién) y M2 de
RSV (matriz). Los intentos de desarrollar vacunas monovalentes frente al RSV que contengan solo uno de los
principales determinantes antigénicos se han visto obstaculizados por la proteccién incompleta frente a la infeccion y
la enfermedad inflamatoria, sugiriendo que un enfoque multivalente podria ser mas exitoso. De hecho, la
inmunizacién de ratones con vacunas multivalentes que suscitaron respuestas tanto de anticuerpo como de linfocitos
T CD8+ dio como resultado una disminucion de la respuesta Th2 y un aumento en la Th1/CD8, que se
correlacionaba con una mayor proteccion frente a la infeccion por virus y menos patologia pulmonar inflamatoria.
Estos resultados sugieren que el disefio ideal de vacuna frente a RSV incluiria epitopos de dos o mas proteinas
viricas y suscitaria tanto anticuerpos como linfocitos T CD8+ que secretan IFNy.

Inesperadamente, se descubrié que los ratones inmunizados con nanoparticulas que contienen un epitopo CX3C de
G de RSV estaban protegidos frente a la exposicion a RSV vivo. Curiosamente, un epitopo de M2 de RSV no
proporciond proteccion frente a la exposicién a RSV en vivo y una vacuna de combinacion con G de RSV y M2 de
RSV no proporciond una proteccion mejorada en comparacion con G de RSV solo. Sin quedar vinculado a teoria
alguna, se cree que la alta concentracién de nanoparticulas utilizada en estos experimentos puede haber
enmascarado los posibles beneficios de las nanoparticulas de combinacion.

En una realizacion, la pelicula multicapa se deposita sobre una particula nucleo, tal como una nanoparticula de
CaCOg, una particula de latex o una particula de hierro. Son particularmente Utiles los tamafos de particula del
orden de 5 nandmetros (nm) a 50 micrémetros (um) de diametro. También pueden usarse como nucleos las
particulas fabricadas de otros materiales, siempre y cuando sean biocompatibles, tengan una distribucion de
tamafos que se pueda controlar y tengan una carga superficial suficiente (ya sea positiva o negativa) para unirse a
los péptidos polielectrolito. Los ejemplos incluyen nanoparticulas y microparticulas fabricadas de materiales tales
como acido polilactico (PLA), copolimero de acido polilactico acido glicélico (PLGA), polietilenglicol (PEG), quitosano,
acido hialurénico, gelatina o combinaciones de los mismos. Las particulas nucleo también podrian fabricarse de
materiales que se cree que son inadecuados para el uso humano, siempre y cuando puedan disolverse y separarse
de la pelicula multicapa después de la fabricacion de la pelicula. Los ejemplos de las sustancias del nucleo molde
incluyen polimeros organicos tales como latex o materiales inorganicos tales como silice.

Las peliculas multicapa de polielectrolitos son peliculas finas (por ejemplo, de unos pocos nanémetros a micrometros
de espesor) compuestas de capas alternas de polielectrolitos cargados de forma opuesta. Dichas peliculas pueden
formarse por ensamblaje capa por capa sobre un sustrato adecuado. En el autoensamblaje electrostatico capa por
capa ("ECPC"), la base fisica de la asociacion de los polielectrolitos es la atraccion electrostatica. La acumulacion de
pelicula es posible debido a que el signo de la densidad de carga superficial de la pelicula se invierte al depositar las
capas sucesivas. La generalidad y la relativa simplicidad del procedimiento de pelicula por ECPC permiten la
deposiciéon de muchos tipos distintos de polielectrolitos en muchos tipos distintos de superficie. Las peliculas
polipeptidicas multicapa son un subconjunto de peliculas multicapa de polielectrolitos, que comprenden al menos
una capa que comprende un polipéptido cargado, denominado en el presente documento polipéptido disefiado. Una
ventaja clave de las peliculas polipeptidicas multicapa sobre las peliculas fabricadas a partir de otros polimeros es
su biocompatibilidad. Las peliculas ECPC también se pueden usar para encapsulacion. Las aplicaciones de
peliculas polipeptidicas y microcapsulas incluyen, por ejemplo, nanorreactores, biosensores, células artificiales y
vehiculos para suministro de farmacos.

El término "polielectrolito” incluye materiales policationicos y polianidnicos que tienen un peso molecular de mas de
1.000 y al menos 5 cargas por molécula. Los materiales policationicos adecuados incluyen, por ejemplo, polipéptidos
y poliaminas. Las poliaminas incluyen, por ejemplo, un polipéptido tal como poli-L-lisina (PLL) o poli-L-ornitina,
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polivinilamina, poli(aminoestireno), poli(aminoacrilato), poli (N-metil aminoacrilato), poli (N-etilaminoacrilato),
poli(N,N-dimetil aminoacrilato), poli(N,N-dietilaminoacrilato), poli(aminometacrilato), poli(N-metil aminometacrilato),
poli(N-etil aminometacrilato), poli(N,N-dimetil aminometacrilato), poli(N,N-dietii aminometacrilato), poli(etilenimina),
poli (cloruro de diall dimetii amonio), poli(cloruro de N,N,N-trimetilaminoacrilato), poli(cloruro de
metiacrilamidopropiltrimetil amonio), quitosano y combinaciones que comprenden uno o mas de los materiales
policatiénicos anteriores. Los materiales polianiénicos adecuados incluyen, por ejemplo, un polipéptido tal como
acido poli-L-glutamico (PGA) y acido poli-L-aspartico, un acido nucleico tal como ADN y ARN, alginato, carragenano,
fulcelaran, pectina, xantana, acido hialurénico, heparina, heparan sulfato, sulfato de condroitina, dermatan sulfato,
sulfato de dextrano, poli(acido metacrilico), celulosa oxidada, carboximetilcelulosa, polisacaridos acidos y
croscarmelosa, polimeros y copolimeros sintéticos que contienen grupos carboxilo colgantes, y combinaciones que
comprenden uno o mas de los materiales polianiénicos anteriores. En una realizacién, el epitopo de RSV y el
polielectrolito tienen el mismo signo de carga.

En una realizacién, una o mas capas de polielectrolito de la pelicula, incluyendo el polielectrolito que comprende el
epitopo de RSV, son un polipéptido disefiado. En una realizacion, los principios de disefio para polipéptidos
adecuados para deposicion electrostatica capa por capa se elucidan en la Publicacion de patente de Estados Unidos
N.°©2005/0069950,

que ensefa peliculas polipeptidicas multicapa. Brevemente, los problemas principales del disefio son la longitud y la
carga del polipéptido. La electrostatica es el problema de disefio mas importante debido a que es la base del ECPC.
Sin propiedades de carga adecuadas, un polipéptido puede no ser sustancialmente soluble en solucién acuosa a pH
4 a 10 y no puede usarse facilmente para la fabricacién de una pelicula multicapa mediante ECPC. Otros problemas
de disefio incluyen la estructura fisica de los polipéptidos, la estabilidad fisica de las peliculas formadas a partir de
los polipéptidos y la biocompatibilidad y bioactividad de las peliculas y los polipéptidos constituyentes.

Un polipéptido disefiado significa un polipéptido que tiene carga suficiente para una unién estable a una superficie
cargada de forma opuesta, es decir, un polipéptido que puede depositarse en una capa de una pelicula multicapa en
donde la fuerza impulsora para la formacion de la pelicula es la electrostatica. Una pelicula corta estable es una
pelicula que, una vez formada, retiene mas de la mitad de sus componentes tras la incubaciéon en PBS a 37 °C
durante 24 horas. En realizaciones especificas, un polipéptido disefiado es al menos de 15 aminoacidos de longitud
y la magnitud de la carga neta por resto del polipéptido es mayor o igual a 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 0 0,5 a pH 7,0. Los
aminoacidos de origen natural cargados de forma positiva (basicos) a pH 7,0 son arginina (Arg), histidina (His),
ornitina (Orn) y lisina (Lys). Los restos de aminoacido de origen natural cargados de forma negativa (acidos) a
pH 7,0 son acido glutamico (Glu) y acido aspartico (Asp). Se puede emplear una mezcla de restos de aminoacido de
carga opuesta siempre que la relacion neta global de carga cumpla los criterios especificados. En una realizacion, un
polipéptido disefiado no es un homopolimero. En otra realizacién, un polipéptido disefiado es no ramificado.

Un problema del disefio es el control de la estabilidad de las peliculas polipeptidicas ECPC. Los enlaces iénicos,
enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals e interacciones hidréfobas, contribuyen a la estabilidad de las
peliculas multicapa. Ademas, los enlaces disulfuro covalentes formados entre los aminoacidos que contienen
sulfhidrilos de los polipéptidos, dentro de la misma capa o en capas adyacentes, pueden aumentar la resistencia
estructural. Los aminoacidos que contienen sulfhidrilos incluyen cisteina y homocisteina, y estos restos pueden
incorporarse facilmente en péptidos sintéticos disefiados. Ademas, los grupos sulfhidrilo se pueden incorporar en
homopolimeros de polielectrolito tales como poli-L-lisina o acido poli-L-glutamico por métodos bien descritos en la
bibliografia. Los aminoacidos que contienen sulfhidrilos pueden usarse para "bloquear" (unir entre si) y
"desbloquear" capas de una pelicula polipeptidica multicapa mediante un cambio en el potencial de oxidacion.
Ademas, la incorporaciéon de un aminoacido que contiene sulfhidrilo en un polipéptido disefiado permite el uso de
péptidos relativamente cortos en la fabricacién de una pelicula fina, en virtud de la formaciéon de enlaces disulfuro
intermoleculares.

En una realizacion, los polipéptidos disefiados que contienen sulfhidrilos, ya sea sintetizados quimicamente o
producidos en un organismo hospedador, se ensamblan mediante ECPC en presencia de un agente reductor para
impedir la formacion prematura de enlaces disulfuro. Después del ensamblaje de la pelicula, se elimina el agente
reductor y se aflade un agente oxidante. En presencia del agente oxidante se forman enlaces disulfuro entre los
grupos sulfhidrilos, "bloqueando” de esta forma entre si los polipéptidos dentro de las capas y entre las capas donde
estan presentes los grupos tiol. Los agentes reductores adecuados incluyen ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol
(BME), glutatiéon reducido, clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) y combinaciones de mas de uno de estos
productos quimicos. Los agentes de oxidacion adecuados incluyen glutatién oxidado, terc-butilhidroperéxido (t-BHP),
timerosal, diamida, 5,5'-ditio-bis-(acido 2-nitro-benzoico) (DTNB), 4,4'-ditiodipiridina, bromato de sodio, perdxido de
hidrégeno, tetrationato de sodio, porfirindina, ortoyodosobenzoato de sodio y combinaciones de mas de uno de estos
productos quimicos.

Como alternativa a los enlaces disulfuro, se pueden usar para estabilizar peliculas ECPC las quimicas que producen
otros enlaces covalentes. Para peliculas compuestas de polipéptidos, son particularmente atiles las quimicas que
producen enlaces amida. En presencia de reactivos de acoplamiento apropiados, los aminoacidos acidos (aquellos
con cadenas laterales que contienen grupos acido carboxilico tales como el acido aspartico y el acido glutamico)
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reaccionaran con aminoacidos cuyas cadenas laterales contienen grupos amina (tales como la lisina y la ornitina)
para formar enlaces amida. En condiciones bioldgicas los enlaces amida son mas estables que los enlaces disulfuro
y no sufrirdn reacciones de intercambio. Se pueden usar muchos reactivos para activar cadenas laterales de los
polipéptidos para el enlazamiento de amida. Los reactivos de carbodiimida, tales como la 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) soluble en agua, reaccionaran con acido aspartico o acido glutamico a un pH
ligeramente &cido, formando un producto intermedio que reaccionard de forma irreversible con una amina para
producir un enlace amida. A menudo se afiaden a la reaccién aditivos tales como N-hidroxisuccinimida, para acelerar
la velocidad y la eficacia de la formacion de amidas. Después de la reaccion, los reactivos solubles se eliminan de
las nanoparticulas o microparticulas mediante centrifugacion y aspiracion. Los ejemplos de otros reactivos de
acoplamiento incluyen diisopropilcarbodiimida, HBTU, HATU, HCTU, TBTU y PyBOP. Los ejemplos de otros aditivos
incluyen sulfo-N-hidroxisuccinimida, 1-hidroxibenzotriazol y 1-hidroxi-7-aza-benzotriazol. El grado de reticulacion de
amidas puede controlarse modulando la estequiometria de los reactivos de acoplamiento, el tiempo de reaccién o la
temperatura de la reaccion, y puede controlarse mediante técnicas tales como la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR).

Las peliculas por ECPC reticuladas covalentemente tienen propiedades convenientes tales como una estabilidad
aumentada. Una mayor estabilidad permite utilizar condiciones mas rigurosas durante la fabricacion de
nanoparticulas, microparticulas, nanocapsulas o microcapsulas. Los ejemplos de condiciones rigurosas incluyen
altas temperaturas, bajas temperaturas, temperaturas criogénicas, altas velocidades de centrifugacion, tampones de
alta sal, tampones de alto pH, tampones de bajo pH, filtraciéon y almacenamiento a largo plazo.

Un método de fabricaciéon de una pelicula de polielectrolitos multicapa comprende depositar una pluralidad de capas
de especies quimicas cargadas de forma opuesta sobre un sustrato. Al menos una capa comprende un polipéptido
disefiado. Los polielectrolitos depositados sucesivamente tendran cargas netas opuestas. En una realizacion, la
deposicion de un polielectrolito comprende exponer el sustrato a una soluciéon acuosa que comprende un
polielectrolito a un pH en el que tiene una carga neta adecuada para el ECPC. En otras realizaciones, la deposicion
de un polielectrolito sobre el sustrato se consigue mediante pulverizacién secuencial de soluciones de polipéptidos
cargados de forma opuesta. En otras realizaciones mas, la deposicién sobre el sustrato es mediante pulverizacién
simultanea de soluciones de polielectrolitos cargados de forma opuesta.

En el método de ECPC para la formacién de una pelicula multicapa, las cargas opuestas de las capas adyacentes
proporcionan la fuerza impulsora para el ensamblaje. No es critico que los polielectrolitos en capas opuestas tengan
la misma densidad de carga lineal neta, solo que las capas opuestas tengan cargas opuestas. Un procedimiento
convencional de ensamblaje de peliculas por deposicion incluye la formacion de soluciones acuosas de los poliiones
a un pH en el que estan ionizados (es decir, pH 4-10), la provisidon de un sustrato que porte una carga superficial y la
inmersion alterna del sustrato en las soluciones de polielectrolitos cargados. Opcionalmente, el sustrato se lava entre
la deposicion de la capa alterna.

La concentracion de polielectrolito adecuada para la deposiciéon del polielectrolito puede determinarla facilmente un
experto en la materia. Una concentracion ejemplar es de 0,1 a 10 mg/ml. Para polielectrolitos no polipeptidicos
tipicos, tal como poli(acido acrilico) y poli(clorhidrato de alilamina), los grosores de capa tipicos son de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5 A, dependiendo de la fuerza iénica de la solucién. Normalmente, los
polielectrolitos cortos forman capas mas finas que los polielectrolitos largos. Con respecto al grosor de la pelicula, el
grosor de la pelicula de polielectrolitos depende de la humedad, asi como del nimero de capas y de la composicidn
de la pelicula. Por ejemplo, las peliculas de PLL/PGA con un grosor de 50 nm se contraen a 1,6 nm al secarse con
nitrégeno. En general, se pueden formar peliculas de 1 nm a 100 nm o mas de grosor, dependiendo del estado de
hidratacién de la pelicula y del peso molecular de los polielectrolitos empleados en el ensamblaje.

Ademas, el numero de capas necesarias para formar una pelicula de polielectrolitos multicapa estable dependera de
los polielectrolitos en la pelicula. Para las peliculas que comprenden solo capas de polipéptidos de bajo peso
molecular, una pelicula tendra normalmente 4 o mas bicapas de polipéptidos cargados de forma opuesta. Para
peliculas que comprenden polielectrolitos de alto peso molecular, tales como poli(acido acrilico) y poli(clorhidrato de
alilamina), pueden ser estables las peliculas que comprenden una Unica bicapa de polielectrolito cargado de forma
opuesta. Los estudios han demostrado que las peliculas de polielectrolitos son dinamicas. Los polielectrolitos
contenidos en una pelicula pueden migrar entre las capas y pueden intercambiarse con polielectrolitos solubles de
carga similar cuando se suspenden en una solucién de polielectrolitos. Ademas, las peliculas de polielectrolitos
pueden desmontarse o disolverse en respuesta a un cambio en el entorno, tal como la temperatura, el pH, la fuerza
i6nica o el potencial de oxidacion del tampoén de suspension. Por lo tanto, algunos polielectrolitos, y en particular los
polielectrolitos peptidicos, presentan estabilidad transitoria. La estabilidad de las peliculas de polielectrolitos
peptidicos se puede controlar suspendiendo las peliculas en un tampdn adecuado en condiciones controladas,
durante un periodo de tiempo fijo, y midiendo después las cantidades de los péptidos dentro de la pelicula con un
ensayo adecuado, tal como el analisis de aminoacidos, ensayo de HPLC, o ensayo de fluorescencia. Las peliculas
de polielectrolitos peptidicos son mas estables en condiciones que son importantes para su almacenamiento y el uso
como vacunas, por ejemplo en tampones neutros y a temperaturas ambiente, tales como de 4 °C a 37 °C. En estas
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condiciones, las peliculas de polielectrolitos peptidicos estables conservaran la mayoria de sus péptidos
componentes durante al menos 24 horas y a menudo hasta 14 dias y mas.

En conformidad con la invencion, un polipéptido disefiado es un polipéptido que consiste en una o mas regiones de
absorcion a superficie cargadas de al menos 8 aminoacidos unidas covalentemente al epitopo de la proteina M2 de
RSV, el epitopo de la proteina G de RSV, o ambos, que tiene carga suficiente para la union estable a una superficie
cargada de forma opuesta, y en donde el polipéptido disefiado y las una o mas regiones de absorcién a superficie
cargadas en el mismo estan cargadas de forma positiva o cargadas de forma negativa. En una realizacion, las una o
mas regiones de adsorcion a superficie y el uno o mas epitopos de RSV tienen la misma polaridad neta. En otra
realizacion, la solubilidad del polipéptido disefiado a pH 4 a 10 es mayor que o igual a aproximadamente 0,1 mg/ml.

En otra realizacion, la solubilidad del polipéptido disefiado a pH 4 a 10 es mayor que o igual a aproximadamente 1
mg/ml. La solubilidad es una limitacién practica para facilitar la deposicion de los polipéptidos a partir de una solucién
acuosa. Un limite superior practico del grado de polimerizacién de un polipéptido antigénico es de aproximadamente
1.000 restos. Es concebible, sin embargo, que los polipéptidos compuestos mas largos podrian realizarse mediante
un método apropiado de sintesis.

En una realizacion, un polipéptido disefiado comprende un Unico epitopo antigénico de RSV flanqueado por dos
regiones de adsorcion a superficie, una region de adsorcidén de superficie N-terminal y una regién de adsorcion a
superficie C-terminal. En otra realizacion, un polipéptido disefiado comprende un Unico epitopo antigénico de RSV
flanqueado por una region de adsorcion a superficie unida al extremo N del epitopo de RSV. En otra realizacién, un
polipéptido disefiado comprende un Unico epitopo antigénico de RSV flanqueado por una de las regiones de
adsorcion a superficie unida al extremo C del epitopo de RSV.

Cada una de las regiones independientes (por ejemplo, epitopos de RSV y regiones de adsorcién a superficie) del
polipéptido disefiado puede sintetizarse por separado mediante sintesis peptidica en fase en solucion, sintesis
peptidica en fase sélida o ingenieria genética de un organismo hospedador adecuado. La sintesis de péptidos en
fase en solucion es el método utilizado para producciéon de la mayoria de los productos farmacéuticos peptidicos
aprobados actualmente en el mercado. Para sintetizar péptidos relativamente largos e incluso proteinas pequefias
se puede usar una combinacion de métodos en fase en solucién y en fase sélida. Las empresas de sintesis de
péptidos tienen la competencia técnica y la experiencia para sintetizar péptidos dificiles sobre una base de tarifa por
servicio. Las sintesis se realizan en condiciones de practicas correctas de fabricacion (GMP, forma siglada de good
manufacturing pactice) y en una escala adecuada para ensayos clinicos y lanzamiento comercial de farmacos.

Como alternativa, las diversas regiones independientes se pueden sintetizar juntas como una Unica cadena
polipeptidica mediante sintesis peptidica en fase de solucién, sintesis peptidica en fase solida o ingenieria genética
de un organismo hospedador adecuado. En cualquier caso particular la eleccion del enfoque sera una cuestion de
conveniencia o economia.

Si los diversos epitopos de RSV y las regiones de adsorcion a superficie se sintetizan por separado, una vez
purificados, por ejemplo, mediante cromatografia de intercambio iénico o mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento, se unen mediante sintesis de enlaces peptidicos. Es decir, el extremo N de la regién de adsorciéon a
superficie y el extremo C del epitopo de RSV estan unidos covalentemente para producir el polipéptido disefado.
Como alternativa, el extremo C de la region de adsorcion a superficie y el extremo N del epitopo de RSV estan
unidos covalentemente para producir el polipéptido disefiado. Los fragmentos individuales pueden sintetizarse por
métodos en fase solida y obtenerse como segmentos completamente protegidos, completamente desprotegidos o
parcialmente protegidos. Los segmentos se pueden unir covalentemente en una reaccion en fase en solucion o
reaccion en fase sdlida. Si un fragmento polipeptidico contiene una cisteina como resto N-terminal y el otro
fragmento polipeptidico contiene un tioéster o un precursor tioéster en su resto C-terminal, los dos fragmentos se
acoplaran espontaneamente en solucién mediante una reaccion especifica comunmente conocida (para los expertos
en el arte) como Ligacion Nativa. La Ligacion Nativa es una opcion particularmente atractiva para la sintesis de
péptidos disefiados debido a que puede realizarse con fragmentos peptidicos completamente desprotegidos o
parcialmente protegidos en solucién acuosa y en concentraciones diluidas.

En una realizacion, los epitopos de RSV y/o las regiones de adsorcién a superficie se unen por enlaces peptidicos o
no peptidicos como se describe en la patente de Estados Unidos N.° 7.723.294, que ensefia el uso de enlaces no
peptidicos para unir segmentos de polipéptidos para su uso en peliculas multicapa. Los enlazadores no peptidicos
adecuados incluyen, por ejemplo, enlazadores alquilicos tales como -NH-(CH.)s-C(O)-, en donde s=2-20.
Opcionalmente, los enlazadores alquilicos estan sustituidos por un grupo no obstaculizador desde el punto de vista
estérico, tal como un alquilo inferior (por ejemplo, C4-Cs), acilo inferior, halégeno (por ejemplo, Cl, Br), CN, NHa,
fenilo y similares. Otro enlazador no peptidico ejemplar es un enlazador de polietilenglicol tal como -NH-(CHx-CH.-
0)n,-C(O)- en donde n es tal que el enlazador tiene un peso molecular de 100 a 5000 Da, especificamente de 100 a
500 Da. Muchos de los enlazadores descritos en el presente documento estan disponibles en proveedores
comerciales en una forma adecuada para su uso en la sintesis de péptidos en fase sélida.
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En una realizaciéon, uno o mas epitopos polipeptidicos de RSV estan unidos covalentemente a uno o mas de los
polielectrolitos, tales como un polipéptido u otro polielectrolito, a través de enlaces covalentes. Los ejemplos de
enlaces covalentes adecuados incluyen amidas, ésteres, éteres, tioéteres y disulfuros. Un experto en la materia
puede aprovechar una serie de grupos funcionales encontrados dentro del péptido epitdpico para disefar
técnicamente un enlace a un electrolito adecuado. Por ejemplo, un &cido carboxilico en el péptido epitdépico puede
encontrarse en la cadena C-terminal o en la cadena lateral de los aminoacidos acido aspartico o acido glutamico.
Los acidos carboxilicos se pueden activar con reactivos de acoplamiento de péptidos adecuados tales como 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) para la reaccion con aminas primarias o secundarias que se encuentran
en los polielectrolitos peptidicos tales como poli-L-lisina. El enlace amida resultante es estable bajo condiciones
ambientales. Por el contrario, los grupos acidos en un polielectrolito peptidico se pueden activar con EDC, para la
reaccion con grupos amina en el péptido epitépico. Los grupos amina utiles se pueden encontrar en el extremo N-
terminal del péptido epitépicos o en la cadena lateral de restos lisina.

Los péptidos epitépicos también se pueden unir a polielectrolitos a través de enlaces disulfuro. Los polielectrolitos
tales como PGA o PLL pueden modificarse quimicamente de modo que una fracciéon de sus cadenas laterales
contenga grupos sulfhidrilo. En presencia de un oxidante adecuado, los sulfhidrilos reaccionaran con el grupo
sulfhidrilo de un resto cisteina contenido dentro del péptido epitdpico. La cisteina puede ser una cisteina nativa de la
secuencia de la proteina de un patégeno tal como RSV o puede ser una cisteina no nativa que se incorporé manera
intencionada en el epitopo durante la sintesis peptidica. Los oxidantes adecuados incluyen DTNB, 2,2'-ditiopiridina,
peroxido de hidrégeno, cistina y glutation oxidado. La uniéon de péptidos epitdpicos a polielectrolitos a través de
enlaces disulfuro es particularmente Util. Los disulfuros son estables en condiciones normales de fabricacion y
almacenamiento de peliculas, pero se escinden facilmente mediante agentes reductores que se encuentran
naturalmente en las células, lo que libera el péptido epitdpico para el procesamiento inmunitario.

Los péptidos epitdpicos también se pueden unir a polielectrolitos a través de enlaces tioéter. Los péptidos epitopicos
sintéticos pueden sintetizarse con electrofilos apropiados tales como grupos haloacetilo que reaccionan
especificamente con los sulfhidrilos. Por ejemplo, un péptido epitdpico que contiene un cloroacetilo en su N-terminal
formara un enlace estable con polielectrolitos que portan sulfhidrilos, tales como PGA-SH descrito anteriormente.

Los péptidos epitdpicos también se pueden unir covalentemente a polielectrolitos a través de moléculas enlazadoras
bifuncionales. Los enlazadores bifuncionales contienen habitualmente dos grupos electréfilos que pueden reaccionar
con nucledfilos presentes en el péptido epitdpico o con la molécula de polielectrolito. Se venden comercialmente dos
clases de moléculas enlazadoras, los enlazadores homobifuncionales y los enlazadores heterobifuncionales. Los
enlazadores homobifuncionales contienen dos copias de un grupo electréfilo unido por un espaciador no reactivo. A
menudo los electréfilos son ésteres activos, tal como ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) o ésteres de sulfo-N-
hidroxisuccinimida (sulfo NHS) que reaccionan con aminas nucledfilas. Los ejemplos de ésteres de NHS
homobifuncionales incluyen bis(sulfosuccinimidil) suberato, disuccinimidil glutarato, ditiobis(succinimidil) propionato,
disuccinimidil suberato, disuccinimidil tartrato. En ocasiones los electréfilos son grupos aldehido que forman imidas
con aminas nucledfilas en el epitopo y las moléculas de polielectrolito. Los enlaces imida son transitoriamente
estables pero pueden convertirse en estructuras estables con agentes reductores tales como borohidruro de sodio o
hidrogenacion catalitica. El enlazador de aldehido homobifuncional mas comunmente utilizado es el glutaraldehido.

Otros enlazadores homobifuncionales usados cominmente contienen electréfilos que reaccionan especificamente
con tioles nucledfilos, los cuales pueden usarse para unir péptidos epitdpicos que contienen cisteinas a
polielectrolitos que contienen sulfhidrilos como se describe anteriormente. Los ejemplos de enlazadores
homobifuncionales especificos de sulfhidrilo incluyen 1,4-bismaleimidobutano, 1,4 bismaleimidil-2,3-dihidroxibutano,
vbismaleimidohexano, bis-maleimidoetano, 1,4-Di-[3’-(2’piridilditio)-propionamido) butano, ditiobismaleimidoetano,
1,6-hexano-bis-vinilsulfona.

Los miembros de la clase heterobifuncional de reactivos de reticulacion contienen dos grupos de reactividad
distintos, a menudo, pero no siempre, electréfilos, que reaccionan especificamente con distintos grupos funcionales
de las moléculas sustrato. Son particularmente Utiles los enlazadores que contienen un grupo electrofilo que es
especifico para un sulfhidrilo y otro electréfilo que es especifico para una amina. Los ejemplos de estos reactivos
incluyen N-sulfosuccinimidil[4-yodoacetillaminobenzoato, N-succinimidil[4-yodoacetillaminobenzoato, succinimidil 3-
[bromoacetamido]propionato, N-succinimidil iodoacetato, sulfosuccinimidil 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-
carboxilato, succinimidil 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato, (éster de[N-e-
maleimidocaproiloxi]sulfosuccinimida, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida, N-succinimidil 3-(2-
piridilditio)-propionato, succinimidil 6-(3’-[2-piridilditio]propionamido)hexanoato, 4-succinimidiloxicarbonil-metil-a-[2-
piridilditio)tolueno.

La amplia variedad de funcionalidad que esta normalmente presente tanto en los péptidos epitdpicos como en los
polielectrolitos o que puede instalarse faciimente en cualquiera de las moléculas permite escoger la estrategia de
uniéon que mejor se adapte a los sustratos de interés. Un ejemplo plausible es la unién de un péptido epitdpico que
contiene cisteinas a PLL.
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Los segmentos polipeptidicos se pueden unir de una diversidad de modos, dependiendo de la quimica del enlazador
no peptidico. Por ejemplo, el extremo N del primer segmento polipeptidico se une al extremo C del segundo
segmento polipeptidico; el extremo N del primer segmento polipeptidico se une al extremo N del segundo segmento
polipeptidico; el extremo C del primer segmento polipeptidico se une al extremo C del segundo segmento
polipeptidico; el extremo C del primer segmento polipeptidico se une al extremo N del segundo segmento
polipeptidico; el extremo C o el extremo N del primer segmento polipeptidico se une a una cadena lateral colgante
del segundo segmento polipeptidico; o el extremo C o el extremo N del segundo segmento polipeptidico se une a
una cadena lateral colgante del primer segmento polipeptidico. Independientemente del punto de unién, sin
embargo, los segmentos primero y segundo estan unidos covalentemente mediante un enlazador no peptidico.

En una realizacién, un polipéptido disefiado es una combinacién exclusiva de una o mas regiones de adsorcion a
superficie unidas covalentemente y uno o mas epitopos de RSV. Los epitopos de RSV pueden ser epitopos lineales
o conformacionales. En conformidad con la invencién, los epitopos de RSV consisten en de 3 a 120 aminoacidos.

En una realizacién, un polipéptido disefiado comprende un epitopo de RSV y una regién de adsorcién de superficie.
En otra realizacion, un polipéptido disefiado comprende un epitopo de RSV y dos regiones de adsorcion de
superficie, una unida al extremo N del epitopo de RSV y una unida al extremo C del epitopo de RSV. El fin de la
region (o regiones) de adsorcion a superficie es permitir la adsorcion del polipéptido sobre una superficie cargada de
forma opuesta para construir una pelicula multicapa.

El nimero de regiones de adsorcion a superficie en un polipéptido disefiado con respecto al nimero y/o longitud de
los epitopos de RSV esta relacionado con los requisitos de solubilidad. Por ejemplo, si el epitopo de RSV es una
secuencia de aminoacidos corta de, por ejemplo, tres restos de aminoacido, se precisara solo una regién de
adsorcion a superficie de al menos ocho restos de aminoacido para adsorber el polipéptido disefiado sobre una
superficie cargada de forma adecuada. Si, por el contrario, el epitopo de RSV es un dominio estructural plegado
soluble de una proteina que comprende, por ejemplo, 120 restos de aminoacido, pueden precisarse dos regiones de
adsorcion a superficie para impartir suficiente carga para que el polipéptido disefiado sea soluble en agua y
adecuado para la adsorcidon. Las regiones de adsorcion a superficie podrian ser contiguas y emplazarse en el
extremo N del dominio, ser contiguas y emplazarse en el extremo C del dominio, o no ser contiguas estando una en
el extremo N y una en el extremo C. De manera adicional, un epitopo de RSV puede contener un segmento cargado
(cargado negativamente o cargado positivamente) dentro de su secuencia nativa, que puede servir como una region
de adsorcioén a superficie.

Un polipéptido o antigeno puede contener uno o mas determinantes antigénicos distintos. Un determinante
antigénico puede referirse a una porcion inmunogénica de una proteina de multiples cadenas.

Los métodos y técnicas para determinar el emplazamiento y la composicion de un determinante antigénico o epitopo
para un anticuerpo especifico son bien conocidos en la técnica. Estas técnicas pueden usarse para identificar y/o
caracterizar epitopos para su uso como epitopos de RSV. En una realizacion, los métodos de mapeo/caracterizacion
de un epitopo para un anticuerpo especifico de antigeno pueden determinarse por "foot-printing" epitépico usando la
modificacién quimica de las aminas/carboxilos expuestos en la proteina antigénica. Un ejemplo de tal técnica de
foot-printing es el uso de HXMS (intercambio de hidrégeno-deuterio detectado por espectrometria de masas) en
donde se produce un intercambio de hidrégeno/deuterio de los protones de las amidas de una proteina ligando y un
receptor, la unién y un intercambio hacia atras, en donde los grupos amida del esqueleto que participan en la union
de la proteina estan protegido del intercambio hacia atras y, por lo tanto, permaneceran

deuterados. En este punto, las regiones relevantes pueden identificarse por protedlisis con pepsina, separacion por
cromatografia liquida de alto rendimiento de microcalibre rapida y/o electronebulizacion-espectrometria de masas.

En otra realizacion, una técnica de identificacion de epitopos adecuada es el mapeo epitdpico por resonancia
magnética nuclear (RMN), donde normalmente se compara la posicidon de las sefiales en los espectros de RMN
bidimensional del antigeno libre y el antigeno formando complejo con el péptido de unién al antigeno, tal como un
anticuerpo. Normalmente, el antigeno se marca isotépicamente de forma selectiva con ®N de forma que solo se
vean en el espectro de RMN las sefiales correspondientes al antigeno y no las sefales del péptido de unién al
antigeno. Las sefiales del antigeno que se originan a partir de aminoacidos implicados en la interaccion con el
péptido de unién al antigeno normalmente cambiaran de posicion en los espectros del complejo en comparacion con
los espectros del antigeno libre, y de esa manera se pueden identificar los aminoacidos implicados en la union.

En otra realizacion, la caracterizacion/mapeo de epitopos se puede realizar mediante exploracion de péptidos. En
este enfoque, una serie de péptidos solapantes que abarcan la longitud completa de la cadena polipeptidica de un
antigeno se preparan y analizan individualmente con respecto a la inmunogenicidad. El titulo de anticuerpos del
antigeno peptidico correspondiente se determina mediante un método convencional, por ejemplo, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas. Después, los diversos péptidos se pueden clasificar con respecto a la
inmunogenicidad, proporcionando una base empirica para la seleccién del disefio de péptidos para el desarrollo de
vacunas.
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En otra realizacion, también pueden ser Utiles en el contexto del mapeo e identificacion de epitopos las técnicas de
digestion con proteasas. Las regiones/secuencias relevantes del determinante antigénico se pueden determinar
mediante digestion con proteasas, por ejemplo mediante el uso de una digestiéon con tripsina durante una noche
(O/N) a 37 °C y pH 7-8, en una relacion de aproximadamente 1:50 con respecto a la proteina antigénica, seguido por
analisis de espectrometria de masas (MS) para la identificacion del péptido. Los péptidos protegidos por la proteina
antigénica frente a la escision con tripsina pueden identificarse posteriormente mediante comparacién de muestras
sometidas a digestion con tripsina y muestras incubadas con CD38BP, y luego sometidas a digestion con, por
ejemplo, tripsina (revelando de este modo la huella para el ligante). También, o alternativamente, se pueden usar en
un método de caracterizacion de epitopos similar otras enzimas como quimiotripsina, pepsina, etc. Ademas, la
digestidon con proteasas puede proporcionar un método rapido para determinar el emplazamiento de la secuencia de
un posible determinante antigénico dentro de una proteina antigénica conocida usando un anticuerpo conocido. En
otra realizacion, también pueden ser Utiles en el contexto del mapeo e identificacion de epitopos las técnicas de
digestién con proteasas.

Se divulga adicionalmente en el presente documento una composicion inmunogénica, comprendiendo dicha
composicion inmunogénica una pelicula multicapa que comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en donde las
capas adyacentes comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta, en donde una capa comprende un
epitopo de RSV. Opcionalmente, la composicion inmunogénica comprende adicionalmente una o mas capas que
comprenden un polipéptido disefiado.

La pelicula de polielectrolito multicapa de la invencion comprende una pluralidad de epitopos de RSV, en los mismos
o en distintos polipéptidos disefiados. La pluralidad de determinantes antigénicos puede ser de los mismos o de
distintos agentes infecciosos. En una realizacion, la pelicula comprende una pluralidad de polielectrolitos antigénicos
exclusivos. En otra realizacién, la pelicula comprende una pluralidad de polielectrolitos inmunogénicos que
comprenden multiples epitopos de RSV dentro de cada polielectrolito. Una ventaja de estas peliculas es que pueden
estar presentes multiples determinantes antigénicos o multiples conformaciones de un unico determinante antigénico
lineal en una Unica particula de vacuna sintética. Dichas peliculas con multiples determinantes antigénicos pueden
potencialmente producir anticuerpos frente multiples epitopos, aumentando las probabilidades de que al menos
algunos de los anticuerpos generados por el sistema inmunitario del organismo neutralicen al patégeno o a
antigenos especificos diana en células cancerosas, por ejemplo.

En una realizacién, la pelicula multicapa comprende opcionalmente una o mas moléculas bioactivas inmunogénicas
adicionales. Aunque no es necesario, las una o mas moléculas bioactivas inmunogénicas adicionales comprenderan
normalmente uno o mas determinantes antigénicos adicionales. Las moléculas bioactivas inmunogénicas adecuadas
adicionales incluyen, por ejemplo, un farmaco, una proteina, un oligonucleétido, un acido nucleico, un lipido, un
fosfolipido, un hidrato de carbono, un polisacarido, un lipopolisacarido, una molécula inmunoestimuladora de bajo
peso molecular, o una combinaciéon que comprende una o mas de las moléculas bioactivas anteriores. Otros tipos de
potenciadores inmunitarios adicionales incluyen un fragmento funcional de membrana, una estructura de membrana,
un virus, un patégeno, una célula, un agregado de células, un organulo o una combinacién que comprende una o
mas de las estructuras bioactivas anteriores.

En una realizacion, la pelicula multicapa comprende opcionalmente una o mas moléculas bioactivas adicionales. Las
una o mas moléculas bioactivas adicionales pueden ser un farmaco. Como alternativa, un ndcleo sobre el que se
puede depositar la pelicula comprende una diversidad de encapsulantes distintos, por ejemplo, una o0 mas moléculas
bioactivas adicionales, incluido, por ejemplo, un farmaco. Por lo tanto, las composiciones inmunogénicas disefiadas
como se describe en el presente documento también podrian usarse para terapia combinada, por ejemplo,
suscitando una respuesta inmunitaria, y para el suministro dirigido de farmacos. Los "ndcleos" micrométricos de un
material terapéutico adecuado en forma "cristalina" se pueden encapsular por una composicion inmunogénica que
comprende los polipéptidos antigénicos, y las microcapsulas resultantes podrian usarse para el suministro de
farmacos. En algunas condiciones el nicleo puede ser insoluble, por ejemplo, pH alto o baja temperatura, y soluble
en las condiciones en las que se producira una liberacion controlada. La carga superficial sobre los cristales se
puede determinar mediante mediciones de potencial ¢ (utilizado para determinar la carga en unidades electrostaticas
sobre particulas coloidales en un medio liquido). La velocidad a la que se liberan los contenidos de microcapsulas
desde el interior de la microcapsula al entorno circundante dependera de una serie de factores, que incluyen el
grosor de la cubierta de encapsulacion, los polipéptidos antigénicos utilizados en la cubierta, la presencia de enlaces
disulfuro, el grado de reticulacién de los péptidos, la temperatura, la fuerza iénica y el método usado para ensamblar
los péptidos. En general, cuanta mas gruesa sea la capsula, mayor es el tiempo de liberacion.

En otra realizacion, la biomolécula inmunogénica adicional es una secuencia de acido nucleico que tiene la
capacidad de dirigir la sintesis del organismo hospedador de un inmunégeno deseado o de interferir con la expresion
de informacién genética de un patégeno. En el caso anterior, tal secuencia de acido nucleico, por ejemplo, se inserta
en un vector de expresion adecuado por métodos conocidos por los expertos en la materia. Los vectores de
expresion adecuados para producir in vivo transferencia génica de alta eficacia incluyen vectores viricos retroviricos,
adenoviricos y del virus de la variolovacuna. Los elementos operativos de tales vectores de expresion incluyen al
menos un promotor, al menos un operador, al menos una secuencia lider, al menos un codén de terminacién y
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cualquier otra secuencia de ADN necesaria o preferente para una transcripcion apropiada y la posterior traduccion
del acido nucleico del vector. En particular, se contempla que tales vectores contendran al menos un origen de
replicaciéon reconocido por el organismo hospedador junto con al menos un marcador de selecciéon y al menos una
secuencia promotora que tenga la capacidad de iniciar la transcripcion de la secuencia de acido nucleico. En este
ultimo caso, se prepararan para el suministro multiples copias de tal secuencia de acido nucleico, por ejemplo,
mediante la encapsulacion de los acidos nucleicos dentro de una pelicula polipeptidica multicapa en forma de una
céapsula para el suministro intravenoso.

En la construccidon de un vector de expresion recombinante, debe sefalarse adicionalmente que pueden insertarse
en cada vector copias multiples de la secuencia de acido nucleico de interés y sus elementos operativos asociados.
En tal realizacién, el organismo hospedador produciria mayores cantidades de la proteina deseada por vector. El
numero de copias multiples de la secuencia de acido nucleico que puede insertarse en el vector esta limitado solo
por la capacidad del vector resultante, debido a su tamafo, de ser transferido y replicarse, y transcribirse en un
microorganismo hospedador apropiado.

En una realizacion adicional, la pelicula de la invencion comprende una mezcla de polielectrolitos
antigénicos/moléculas bioactivas inmunogénicas. Estos pueden obtenerse del mismo antigeno, pueden ser
antigenos distintos del mismo agente infeccioso o enfermedad, o pueden ser de distintos agentes infecciosos o
enfermedades. Por lo tanto, el complejo o mezcla producira una respuesta inmunitaria frente a varios antigenos y
posiblemente una serie de agentes infecciosos o enfermedades segun lo especificado por los componentes
peptidicos/proteicos antigénicos del sistema de suministro.

En una realizacion, la pelicula multicapa desencadena una respuesta del sistema inmunitario frente a un patégeno.
En una realizacién, una composicion de vacuna comprende una pelicula de la invencién en combinacion con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por lo tanto, un método de vacunacion frente a una enfermedad patégena
comprende la administracion a un sujeto que necesita vacunacion de una cantidad eficaz de la pelicula de la
invencion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacion, grandes macromoléculas que se
metabolizan lentamente, tales como proteinas, polisacéridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos, particulas viricas inactivas y similares. Ademas se pueden usar en la
composicion sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales minerales tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos o sulfatos, asi como las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos,
malonatos o benzoatos. Las composiciones también pueden contener liquidos, tal como agua, solucion salina,
glicerol y etanol, asi como sustancias tales como agentes humectantes, agentes emusionantes o agentes
tamponadores de pH. Se pueden usar liposomas como vehiculos.

Un método para suscitar una respuesta inmunitaria frente a una enfermedad o patdgeno en un vertebrado (por
ejemplo, vacunacién) comprende administrar una composicion inmunogénica que comprende una pelicula multicapa
de la invencién. En una realizacion, el polielectrolito que contiene el epitopo de RSV esta en la capa mas exterior o
expuesta al disolvente de la pelicula multicapa. La composiciéon inmunogénica se puede administrar por via oral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, sublingual, intradérmica, pulmonar o
transdérmica, ya sea con o sin una dosis de refuerzo. En general, las composiciones se administran de manera
compatible con la formulacion de dosificacion y en tal cantidad tal que sean profilacticamente y/o terapéuticamente
eficaces. Las cantidades precisas de composicion inmunogénica a administrar dependen del criterio del médico y
pueden ser peculiares para cada sujeto. Sera evidente para los expertos en la materia que la cantidad
terapéuticamente eficaz de una composiciéon inmunogénica dependerd, entre otros,

de la pauta de administracion, de la dosis unitaria de antigeno administrado, de si las composiciones se administran
en combinacion con otros agentes terapéuticos y del estado inmunitario y la salud del receptor. Un especialista
sanitario experto en la materia puede determinar una dosificacion terapéuticamente eficaz basandose en las
caracteristicas del paciente (edad, peso, sexo, estado, complicaciones, otras enfermedades, etc.), como es bien
sabido en la materia. Adicionalmente, a medida que se realizan estudios rutinarios adicionales, ira emergiendo
informacién mas especifica con respecto a los niveles de dosificacion adecuados para el tratamiento de diversas
afecciones en diversos pacientes, y el experto en la materia, considerando el contexto terapéutico, la edad y la salud
general del receptor, es capaz de determinar la dosificacion apropiada.

La composicién inmunogénica comprende adicionalmente un adyuvante. En general, los adyuvantes comprenden
sustancias que refuerzan la respuesta inmunitaria del hospedador de una manera no especifica. La seleccién de un
adyuvante depende del sujeto a vacunar. Preferentemente, se usa un adyuvante farmacéuticamente aceptable. Por
ejemplo, una vacuna para un ser humano debe evitar los adyuvantes para emulsiones oleosas o hidrocarburo,
incluyendo el adyuvante de Freund completo e incompleto. Un ejemplo de un adyuvante adecuado para su uso en
seres humanos es el alumbre (gel de alumina). Una vacuna para un animal, sin embargo, puede contener
adyuvantes no apropiados para el uso con seres humanos.
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Se contempla que se puede suscitar una respuesta inmunitaria a través de la presentacion de cualquier proteina o
péptido que tenga la capacidad de suscitar tal respuesta. En una realizacién, el antigeno es un epitopo clave, que da
lugar a una fuerte respuesta inmunitaria frente a un agente de enfermedades infecciosas particular, es decir, un
epitopo inmunodominante. Si se desea, para aumentar la probabilidad de una respuesta inmunitaria se puede incluir
en la composicion inmunogénica mas de un antigeno o epitopo.

En conformidad con la invencion, se incorporan multiples epitopos peptidicos o proteicos del RSV en una pelicula de
ECPC. Los distintos epitopos pueden sintetizarse o expresarse en una Unica molécula peptidica disefiada. Se
espera que colocar multiples epitopos dentro de un Unico péptido disefiado tenga determinadas ventajas. Por
ejemplo, deberia simplificar el proceso de fabricacion por ECPC y aumentar la reproducibilidad. De manera
adicional, la colocacion de multiples epitopos dentro de un unico péptido disefiado bloqueara las relaciones molares
de los distintos epitopos en una relacion deseada, por ejemplo 1:1.

Como alternativa, los epitopos se pueden incorporar en péptidos disefiados distintos. Los péptidos disefiados se
incorporan en una pelicula de ECPC durante uno o mas etapas de formacién de capas. La fabricaciéon de peliculas
usando multiples péptidos disefiados distintos también puede presentar determinadas ventajas. Deberia simplificar la
sintesis de péptidos disefiados reduciendo los costos. Ademas permitira variar y optimizar las dosis relativas de cada
péptido disefiado dentro de la pelicula. Si, por

ejemplo, los datos bioldgicos preclinicos o clinicos indicaron que una vacuna 6ptima deberia contener cinco copias
de un epitopo por cada copia de un segundo epitopo (relaciéon 5:1), el enfoque de péptidos disefiados con epitopos
separados facilitaria la fabricaciéon de tal vacuna.

Los péptidos disefiados se adsorben a la superficie de una pelicula de ECPC en virtud de la atraccion electrostatica
entre la regiodn (o regiones) de adsorcién a superficie cargada del péptido disefiado y la superficie cargada de forma
opuesta de la pelicula. La eficacia de la adsorcion dependera en gran medida de la composiciéon de la region (o
regiones) de adsorcion a superficie. De este modo, los péptidos disefiados con distintos epitopos pero una region (o
regiones) de adsorcion a superficie similar se adsorberan con una eficacia similar. Para fabricar una pelicula con dos
péptidos disefiados distintos, cada uno a una relaciéon molar de 1:1, se podrian mezclar los péptidos a esa relacion
molar y depositarlos simultaneamente en una capa particular. Como alternativa, se podria depositar cada péptido
individualmente en capas separadas. La relacién molar de los péptidos adsorbidos reflejara en gran medida las
concentraciones relativas a las que fueron depositados en capas o el numero de etapas de formaciéon de capas
durante el cual se incorporaron.

La cantidad de péptidos disefiados incorporados en una pelicula de ECPC puede medirse en una diversidad de
formas. El analisis cuantitativo de aminoacidos (AAA) es particularmente adecuado para este propdsito. Las
peliculas que contienen péptidos disefiados se descomponen en sus aminoacidos constituyentes mediante
tratamiento con acido clorhidrico concentrado (6 M) y calentamiento, normalmente a 115°C durante 15 horas.
Después, se miden las cantidades de cada aminoacido usando técnicas cromatograficas bien conocidas por los
expertos en la materia. Los aminoacidos que estan presentes en solo uno de los péptidos disefiados en una pelicula
se pueden usar como indicadores de ese péptido. Cuando los péptidos disefiados carecen de aminoacidos
exclusivos, durante la sintesis pueden incorporarse aminoacidos no naturales (por ejemplo, aminobutirico u
homovalina) en los péptidos disefiados. Estos aminodacidos indicadores se identifican facilmente durante el
experimento de AAA y se pueden usar para cuantificar la cantidad de péptido en la pelicula.

Como se usa en el presente documento, una respuesta de linfocitos T especifica es una respuesta que es especifica
para un epitopo de interés, especificamente un epitopo de RSV tal como un epitopo de M2 de RSV, como se divulga
en el presente documento. Una respuesta de linfocitos T especifica puede ser una respuesta de linfocitos T
citotéxicos o una respuesta de linfocitos T auxiliares, pero que preferentemente sera una repuesta de linfocitos T.

Como se usa en el presente documento, una respuesta de anticuerpos especifica es una respuesta que es
especifica para un epitopo de interés, especificamente un epitopo de RSV tal como un epitopo de G de RSV, como
se divulga en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "capa" significa un aumento de grosor, por ejemplo, sobre un molde para la
formacion de pelicula, después de una etapa de adsorcion. "Multicapa” significa multiples aumentos de grosor (es
decir, dos 0 mas). Una "pelicula de polielectrolito multicapa" es una pelicula que comprende uno o mas aumentos de
grosor de polielectrolitos. Después de la deposicién, las capas de una pelicula multicapa pueden no permanecer
como capas discretas. De hecho, es posible que haya una entremezcla significativa de especies, en particular en las
interfaces de los aumentos de grosor. La entremezcla, o la ausencia de la misma, puede controlarse por técnicas
analiticas tales como mediciones de los potenciales {, la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X y
espectrometria de masas de iones secundarios por tiempo de vuelo.

"Aminoacido" significa un componente basico de un polipéptido. Como se usa en el presente documento,
"aminoacido" incluye los 20 L-aminoacidos de origen natural comunes, todos los otros aminoacidos naturales, todos
los aminoacidos no naturales y todos los miméticos de aminoacido, por ejemplo, los peptoides.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 688993 T3

"Aminoacidos de origen natural" significa glicina mas los 20 L-aminoacidos de origen natural comunes, es decir,
alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, cisteina, metionina, acido aspartico, asparagina, acido
glutamico, glutamina, arginina, lisina, histidina, fenilalanina, ornitina, tirosina, triptéfano y prolina.

"Aminoacidos no naturales" significa un aminoacido distinto de cualquiera de los 20 L-aminoacidos de origen natural
comunes. Un aminoacido no natural puede tener una estequiometria L o D.

"Peptoides"”, o glicina N-sustituida, significa un analogo del correspondiente monémero de aminoacido, con la misma
cadena lateral que el aminoacido correspondiente, pero con la cadena lateral anexa al atomo de nitrdgeno del grupo
amino en lugar de a los a-carbonos del resto. Por consiguiente, los enlaces quimicos entre los monémeros de un
polipéptido no son enlaces peptidicos, lo que puede ser Util para limitar la digestion proteolitica.

"Secuencia de aminoacidos" y "secuencia”" significan un tramo contiguo de una cadena de polipéptido que tiene al
menos dos restos de aminoacidos de longitud.

"Resto" significa un aminoacido en un polimero o un oligémero; es el resto del mondémero de aminoacido a partir del
cual se formé el polimero. La sintesis de polipéptidos implica deshidratacion, es decir, al agregar el aminoacido a
una cadena polipeptidica se "pierde" una unica molécula de agua.

Como se usa en el presente documento, "péptido" y "polipéptido" se refieren a una serie de aminoacidos conectados
entre si mediante enlaces peptidicos entre los grupos alfa-amino y alfa-carboxilo de aminoacidos adyacentes, y
pueden contener o no tener modificaciones tales como glucosilacion, oxidaciéon de la cadena lateral o fosforilacion,
siempre que tales modificaciones, o la falta de las mismas, no destruya la inmunogenicidad. Como se usa en el
presente documento, el término "péptido" se refiere tanto a un péptido como a un polipéptido o proteina.

"Polipéptido disefiado" significa un polipéptido que tiene carga suficiente para una unién estable a una superficie
cargada de forma opuesta, es decir, un polipéptido que puede depositarse en una capa de una pelicula multicapa en
donde la fuerza impulsora para la formaciéon de la pelicula es la electrostatica. En realizaciones especificas, un
polipéptido disefiado es al menos de 15 aminoacidos de longitud y la magnitud de la carga neta por resto del
polipéptido es mayor o igual a 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 0 0,5 a pH 7,0. En una realizacién, la relaciéon del numero de restos
cargados de la misma polaridad menos el nimero de restos de la polaridad opuesta al numero total de restos del
polipéptido es mayor o igual a 0,5 a pH 7,0. En otras palabras, la magnitud de la carga neta por resto del polipéptido
es mayor o igual a 0,5. Aunque no existe un limite superior absoluto para la longitud del polipéptido, en general, los
polipéptidos disefiados adecuados para la deposicién de ECPC tienen un limite superior practico de longitud de
1.000 restos. Los polipéptidos disefiados pueden incluir secuencias que se encuentran en la naturaleza, tales como
epitopos de RSV, asi como regiones que proporcionan funcionalidad a los péptidos, tales como regiones cargadas
también denominadas en el presente documento regiones de adsorcidon a superficie, la cuales permiten que los
polipéptidos disefados se depositen en una pelicula polipeptidica multicapa.

"Estructura primaria" significa la secuencia lineal contigua de aminoacidos en una cadena de polipéptido y
"estructura secundaria" significa los tipos mas o menos regulares de estructura en una cadena polipeptidica
estabilizada por interacciones no covalentes, habitualmente enlaces de hidrégeno. Los ejemplos de estructura
secundaria incluyen a hélice, lamina B y giro £.

"Pelicula polipeptidica multicapa" significa una pelicula que comprende uno o mas polipéptidos disefiados como se
definié anteriormente. Por ejemplo, una pelicula polipeptidica multicapa comprende una primera capa que
comprende un polipéptido disefiado y una segunda capa que comprende un polielectrolito que tiene una carga neta
de polaridad opuesta al polipéptido disefiado. Por ejemplo, si la primera capa tiene una carga neta positiva, la
segunda capa tiene una carga neta negativa; y si la primera capa tiene una carga neta negativa, la segunda capa
tiene una carga neta positiva. La segunda capa comprende otro polipéptido disefiado u otro polielectrolito.

"Sustrato" significa un material soélido con una superficie adecuada para la adsorcion de polielectrolitos de una
solucion acuosa. La superficie de un sustrato puede tener esencialmente cualquier forma, por ejemplo, plana,
esférica, en forma de varilla, etc. La superficie del sustrato puede ser regular o irregular. Un sustrato puede ser un
cristal. Un sustrato puede ser una molécula bioactiva. Un sustrato varia de tamafio desde la nanoescala a la
macroescala. Ademas, un sustrato comprende opcionalmente varias subparticulas pequefias. Un sustrato puede
estar fabricado de un material organico, un material inorganico, un material bioactivo o una combinacién de los
mismos. Los ejemplos no limitantes de sustratos incluyen obleas de silicio; particulas coloidales cargadas, por
ejemplo, microparticulas de CaCO3; o melamina formaldehido; células bioldgicas tales como eritrocitos, hepatocitos,
células bacterianas y células de levadura; redes poliméricas organicas, por ejemplo, poliestireno o redes de
copolimeros de estireno; liposomas; organulos; y virus. En una realizacién, un sustrato es un dispositivo médico tal
como un marcapasos artificial, un implante coclear o una endoproétesis vascular.
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Cuando un sustrato se desintegra o se elimina de otra forma durante o después de la formacién de la pelicula, se
denomina "un molde" (para la formacién de pelicula). Las particulas de molde pueden disolverse en disolventes
apropiados o eliminarse mediante tratamiento térmico. Si, por ejemplo, se utilizan particulas de molde de melamina-
formaldehido parcialmente reticuladas, el molde se puede desintegrar mediante métodos quimicos suaves, por
ejemplo, en DMSO, o mediante un cambio del valor del pH. Después de la disolucion de las particulas de molde,
quedan las cubiertas multicapa huecas que estan compuestas de capas de polielectrolito alternas.

Una "capsula" es una pelicula de polielectrolito en forma de una cubierta hueca o un recubrimiento que rodea un
nucleo. El nucleo comprende una diversidad de encapsulantes distintos, por ejemplo, una proteina, un farmaco o
una combinacién de los mismos. Las capsulas con diametros inferiores a aproximadamente 1 um se denominan
nanocapsulas. Las capsulas con diametros mayores a aproximadamente 1 ym se denominan microcapsulas.

"Reticulacién” significa la formacién de un enlace covalente, o de varios enlaces, o de muchos enlaces entre dos o
mas moléculas.

"Molécula bioactiva" significa una molécula, macromolécula o ensamblaje macromolecular que tiene un efecto
bioldgico. El efecto bioldgico especifico se puede medir en un ensayo adecuado y normalizar por unidad de peso o
por molécula de la molécula bioactiva. Una molécula bioactiva puede estar encapsulada, retenida detras, o
encapsulada dentro de una pelicula de polielectrolito. Los ejemplos no limitantes de una molécula bioactiva son un
farmaco, un cristal de un farmaco, una proteina, un fragmento funcional de una proteina, un complejo de proteinas,
una lipoproteina, un oligopéptido, un oligonucleétido, un acido nucleico, un ribosoma, un agente terapéutico activo,
un fosfolipido, un polisacarido, un lipopolisacarido. Como se usa en el presente documento, "molécula bioactiva"
abarca adicionalmente estructuras bioldgicamente activas, tales como, por ejemplo, un fragmento de membrana
funcional, una estructura de membrana, un virus, un patégeno, una célula, un agregado de células y un organulo.

Los ejemplos de una proteina que puede encapsularse o retenerse detras de una pelicula polipeptidica son la
hemoglobina; enzimas, tales como, por ejemplo, la glucosa oxidasa, la ureasa, la lisozima y similares; proteinas de
matriz extracelular, por ejemplo, fibronectina, laminina, vitronectina y colageno, y un anticuerpo. Los ejemplos de una
célula que puede encapsularse o retenerse detras de una pelicula polipeptidica son células de los islotes
trasplantadas, una célula eucariota, una célula bacteriana, una célula vegetal y una célula de levadura.

"Biocompatible" significa que no causa ningun efecto adverso sustancial sobre la salud tras la ingestién oral,
aplicacion tépica, aplicacion transdérmica, una inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inhalacion,
implantacion o inyeccion intravenosa. Por ejemplo, las peliculas biocompatibles incluyen las que no provocan una
respuesta inmunitaria sustancial cuando estan en contacto con el sistema inmunitario de, por ejemplo, un ser
humano.

"Respuesta inmunitaria” significa la respuesta del sistema inmunitario celular o humoral frente a la presencia de una
sustancia en cualquier parte del cuerpo. Una respuesta inmunitaria se puede caracterizar de varias maneras, por
ejemplo, por un aumento en el flujo sanguineo del niumero de anticuerpos que reconocen un determinado antigeno.
Los anticuerpos son proteinas secretadas por los linfocitos B y un inmunégeno es una entidad que suscita una
respuesta inmunitaria. El cuerpo humano combate la infeccion e inhibe la reinfeccion al aumentar el numero de
anticuerpos en el torrente sanguineo y en otros lugares.

"Antigeno” significa una sustancia extrafia que suscita una respuesta inmunitaria (por ejemplo, la produccién de
moléculas de anticuerpo especificas) cuando se introduce en los tejidos de un organismo vertebrado susceptible. Un
antigeno contiene uno o mas epitopos. El antigeno puede ser una sustancia pura, una mezcla de sustancias
(incluyendo células o fragmentos celulares). El término antigeno incluye un determinante antigénico, autoantigeno,
antigeno propio, antigeno que reacciona de forma cruzada, aloantigeno, tolerégeno, alergeno, hapteno e
imnunégeno adecuados, o partes de los mismos, y combinaciones de los mismos, y estos términos se usan
indistintamente. Generalmente, los antigenos son de alto peso molecular y comunmente son polipéptidos. Se dice
que los antigenos que suscitan respuestas inmunitarias fuertes son fuertemente inmunogénicos. El sitio en un
antigeno al que se puede unir especificamente un anticuerpo complementario se denomina epitopo o determinante
antigénico.

"Antigénico" se refiere a la capacidad de una composicion para dar lugar a anticuerpos especificos frente a la
composicion o para dar lugar a una respuesta inmunitaria mediada por células.

Como se usa en el presente documento, los términos "epitopo" y la expresion "determinante antigénico" se usan
indistintamente y significan la estructura o secuencia de un antigeno, por ejemplo, una proteina o un péptido
disefiado, que reconoce un anticuerpo. Normalmente, un epitopo estara en la superficie de una proteina. Un
"epitopo continuo" es uno que implica varios restos de aminoacido contiguos, no uno que implica restos de
aminoacido que puedan estar en contacto o en la regién limitada de espacio en una proteina plegada. Un "epitopo
conformacional" implica restos de aminoacido de distintas porciones de la secuencia lineal de una proteina que
entran en contacto en la estructura tridimensional de la proteina. Para que se produzca una interaccién eficaz entre
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el antigeno y el anticuerpo, el epitopo debe estar faciimente disponible para la unién. Por lo tanto, el epitopo o los
determinantes antigénicos estan presentes en el entorno celular nativo del antigeno o solo estan expuestos cuando
estan desnaturalizados. En su forma natural, pueden ser citoplasmicos (solubles), estar asociados a membrana o
secretarse. El numero, el emplazamiento y el tamafno de los epitopos dependeran de cuanto antigeno se presenta
durante el proceso de fabricacion del anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, una "composicion de vacuna" es una composicion que suscita una
respuesta inmunitaria en un mamifero al que se administra y que protege el organismo inmunizado frente a la
exposicion posterior con el agente inmunizante o un agente de reactividad cruzada inmunolégicamente. La
proteccién puede ser completa o parcial con respecto a la reduccién de los sintomas o la infecciéon, en comparacion
con un organismo no vacunado. Un agente de reactividad cruzada inmunolégicamente puede ser, por ejemplo, la
proteina completa (por ejemplo, glucosiltransferasa) a partir de la cual se ha obtenido un péptido de subunidad para
su uso como inmunoégeno. Como alternativa, un agente de reactividad cruzada inmunolégicamente puede ser una
proteina distinta, que reconocen en su totalidad o en parte los anticuerpos suscitados por el agente inmunizante.

Como se usa en el presente documento, una "composicién inmunogénica" pretende abarcar una composiciéon que
suscita una respuesta inmunitaria en un organismo al que se administra y que puede o no proteger al mamifero
inmunizado frente a una exposicion posterior con el agente inmunizante. En una realizacion, la composicion
inmunogénica es una composicion de vacuna.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Sintesis de polipéptidos disefiados (PD)

Los polipéptidos disefiados se obtuvieron de epitopos que se encuentran en secuencias de las proteinas G de RSV,
F de RSV o M2 de RSV. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de longitud completa son las siguientes
(los epitopos peptidicos seleccionados incorporados en los polipéptidos disefiados estan subrayados).

G de RSV- SEQ ID NO:1

1 MSKNKDQRTA KTLERTWDTL NHLLFISSCL YKLNLKSVAQ ITLSILAMII
STSLIIAAIL 60

61 FIASANHKVT PTTAIIQDAT SQIKNTTPTY LTQNPQLGIS PSNPSEITSQ
ITTILASTTP 120

121  GVKSTLQSTT VKTKNTTTTQ TQPSKPTTKQ RQNKPPSKPN
NDFHEEVFNF VPCSICSNNP 180

181  TCWAICKRIP  NKKPGKKITT  KPTKKPTLKT  TKKDPKPQTT
KSKEVPTTKP TEEPTINTTK 240

241 TNIITTLLTS NTTGNPELTS QMETFHSTSS EGNPSPSQVS TTSEYPSQPS
SPPNTPRQ 298

F de RSV- SEQ ID NO:2
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1 MELLILKANA ITTILTAVTF CFASGQNITE EFYQSTCSAV SKGYLSALRT
GWYTSVITIE 60

61  LSNIKENKCN  GTDAKVKLIK  QELDKYKNAV  TELQLLMQST
PPTNNRARRE LPRFMNYTLN 120

121  NAKKTNVTLS KKRKRRFLGF LLGVGSAIAS GVAVSKVLHL
EGEVNKIKSA LLSTNKAVVS 180

181 LSNGVSVLTS KVLDLKNYID KQLLPIVNKQ SCSISNIETV IEFQQKNNRL
LEITREFSVN 240

241 AGVTTPVSTY  MLTNSELLSL  INDMPITNDQ  KKLMSNNVOQI
VRQQSYSIMS IKEEVLAYYV 300

301 VQLPLYGVID TPCWKLHTSP LCTTNTKEGS NICLTRTDRG
WYCDNAGSVS FFPOAETCKYV 360

361 QSNRVFCDTM NSLTLPSEIN LCNVDIFNPK YDCKIMTSKT DVSSSVITSL
GAIVSCYGKT 420

421 KCTASNKNRG HIKTFSNGCD  YVSNKGMDTV  SVGNTLYYVN
KQEGKSLY VK GEPIINFYDP 480

481 LVFPSDEFDA SISQVNEKIN QSLAFIRKSD ELLHNVNAGK STTNIMITTI
IOVIIVILLS 540

541 LIAVGLLLYC KARSTPVTLS KDQLSGINNI AFSN 574
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M de RSV- SEQ ID NO:3

1 MSRRNPCKFE IRGHCLNGKR CHFSHNYFEW PPHALLVRQN
FMLNRILKSM DKSIDTLSEI 60

61 SGAAELDRTE EYALGVVGVL ESYIGSINNI TKOSACVAMS KLLTELNSDD
IKKLRDNEEL 120

121 NSPKIRVYNT VISYIESNRK NNKQTIHLLK RLPADVLKKT IKNTLDIHKS
ITINNPKEST 180

181 DTNDHAKN NDTT 194

Los péptidos disefiados se sintetizaron por sintesis de péptidos en fase sdlida por etapas usando un sintetizador
automatizado Liberty™ (CEM, Matthews, NC) con control de temperatura por microondas. Los péptidos se
sintetizaron en soporte de resina de poliestireno amida de Rink o acido Wang utilizando aminoacidos Fmoc
convencionales, activacion por HBTU/DIEA y doble acoplamiento de rutina. Después de la sintesis, las resinas se
secaron y los péptidos se escindieron por tratamiento con TFA/triisopropilsilano/fenol/3,6-dioxo-1,8-octanditiol/agua
(86:4:4:3:3) durante dos horas. Los péptidos en brutos se precipitaron con éter, se centrifugaron y se secaron al
vacio. Los péptidos se purificaron mediante HPLC de fase inversa en Cqg usando un gradiente de agua (&cido
trifluoracético al 0,1 %)/acetonitrilo. La identidad de cada péptido purificado se confirmé mediante espectrometria de
masas con atomizacion electroestatica (ESMS). Los rendimientos finales se calcularon por absorcion UV a 280 nm
y/o analisis de aminoacidos. Los péptidos se alicuotaron, se liofilizaron y se reservaron hasta su uso a -20 °C como
sales de trifluoroacetato.

La Tabla 1 muestra los epitopos seleccionados de las proteinas G de RSV, F de RSV y M2 de RSV. Cada epitopo
se incorpord en un péptido disefiado (PD) mediante la adicidon de una cola poliiénica C-terminal Lysy (K2) 0 una
repeticion de Lys-Val-Lys-Ala (KVKA)s. Habitualmente se incorporé una tirosina C-terminal para facilitar la
cuantificacion por UV. La secuencia nativa de M2 de RSV contiene una cisteina en la posicién 96. En los péptidos
epitopicos sintéticos este resto se ha reemplazado por una serina (C96S) para evitar enlaces disulfuro indeseados
en esa posicion.

Tabla 1: Secuencias y caracteristicas de los epitopos de RSV seleccionados.

Designacion Secuencia del epitopo EICE)Q ID Fundamento o descripcién
G HEEVENEFVPCSICSNNPT 4 secuencia conservada que contiene un motivo de
164-198 CWAICKRIPNK quimiocina asociado con inflamacion
F GWYTSVITIELSNIK 5 epitopos CD4+ (Th1) conservados que suscitan
51-65 respuestas de IFNy
epitopos CD4+ (Th1) conservados que suscitan
F338-354 DRGWYSDNAGSVSFFRG 6 respuestas de IFNy
M2s1.95; diana de linfocitos T CD8+ que muestra
ACT-2019 ESYIGSINNITKQSA 7 modular las respuestas Th2 frente a G de RSV
HEEVENEFVPCSICSNNPT
ACT-2044 CWAICKRIPNKKKKKKKK 8 G de RSV1e4-191K21Y amida
KKKKKKKKKKKKKY
ACT-2054 HFEVENEVEXSIXSNNPT 9 G de RSV1e4-191K21Y amida con restos de cisteina
XWAIXKRIPNKKKKKKKEK protegidos C* = carboxamido-metilcisteina
KKKKKKKKKKKKKY
G175-184 cyclo-ICSNNPTCWA 10 G de RSV175.184
NEVPCSICSNNPTCWAIC
ACT-2042 KRIPNKKKKKKKKKKKKK 11 G de RSVig9.191K21Y
KKKKKKKKY
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SEQID

Designacion Secuencia del epitopo NO:

Fundamento o descripcién

ESYIGSINNITKQSASVA
KVKAKVKAKVKAKVEKA

ACT-2031 12 M2 de RSVs1.95 (KVKA)4 amida

ESYIGSINNITKQSASGS
HFEVENEVPCSICSNNPT
CWAICKRIPNKKKKKKKK
KKKKKKKKKKKKY

ACT-2086 13 M2 de RSV31.93G164.191 Kon amida

NEVPCSICSNNPTCWAIC
ACT-2087 KRIPNKKPGKKTKKKKKK 14 G de RSV1g9.198 K2oY amida
KKKKKKKKKKKKKKY

HFEVENEVPCSICSNNPT
CWAICKRIPNKKPGKKTK
KKKKKKKKKKKKKKKKKK
KY

ACT-2088 15 G de RSV154.193 Kon amida

ESYIGSINNITKQSASVA
ACT-2033 KKKKKKKKKKKKKKKKKK 16 M2 de RSVs1.98 KoY amida
KKY

Ejemplo 2: Confirmacion del plegamiento y la estructura de polipéptidos disefiados que contienen un epitopo
conformacional de la proteina G de RSV:

La proteina de unién al RSV (proteina G de RSV) contiene cuatro restos de cisteina conservados que forman dos
enlaces disulfuro internos emplazados dentro de los aminoacidos 169-191. Los anticuerpos que reconocen esta
region pueden neutralizar el RSV, por lo que los péptidos sintéticos restringidos conformacionalmente obtenidos de
este segmento pueden ser componentes de vacuna eficaces. Los investigadores anteriores han utilizado una
combinacion de digestion proteolitica, HPLC y espectrometria de masas para demostrar que la Cys173 esta
enlazada a la Cys186, y que la Cys176 esté enlazada a la Cys182. Los péptidos que contienen restos 169-191 de la
proteina G de RSV se sintetizaron por sintesis de péptidos en fase sdlida. A pH neutro, estos péptidos se oxidan
facilmente y los productos resultantes parecen contener dos disulfuros internos segun se mide por la pérdida de
cuatro protones en el espectro de ESMS asi como por la sefial negativa en un ensayo de Ellman (DTNB). La
facilidad con la que se producen las reacciones de oxidacion y la limpieza de las conversiones sugieren fuertemente
que se estan formando disulfuros nativos. En un experimento tipico, se disuelven péptidos de G de RSV reducidos
(por ejemplo, SEQ ID NO: 8, 11, 13, 14, 15) a una concentracion de 1-5 mg/ml en tampdn Tris pH 7,4 que contiene
glutatién 2,5 mM y glutatiol 2,5 mM. La reaccion de plegamiento se controla por HPLC de fase inversa en Cqg dado
que el producto oxidado muestra un cambio a un tiempo de retencion ligeramente mas corto con respecto al péptido
reducido. Por este criterio, la reaccion de plegamiento se considera acabada después de 2 horas a temperatura
ambiente o después de 18 horas a 4 °C

Se analizé una muestra de ACT-2044 plegado (G de RSV1e4-19K21Y amida) (SEQ ID NO: 8) usando espectrometria
de masas de resonancia ion-ciclotron con transformada de Fourier - electropulverlza0|on (FT-ICR MS). El estado de
carga MHg"® proporcioné una sefial fuerte y el espectro expandido de los picos MHe"® se muestra en la Figura 1. El
pico monoisotopico en masa con respecto a la carga (m/z) 1015,6008 corresponde a una masa monoisotopica de
6087.56 amu, lo que estd muy cerca de la masa monoisotépica calculada de 6088,51 amu, y este resultado es
totalmente congruente con la presencia de dos enlaces disulfuro en ACT-2044. Asimismo, se analizé una muestra de
ACT-2086 plegado (M2 de RSVg1.98G1es-191 KoY amida (SEQ ID NO: 13) mediante FT-ICR MS y el espectro se
muestra en la Flgura 2. Se observaron picos robustos para los estados de carga MHs™ - MH10""°. EI pico
monoisotépico MHg" ® tenia una m/z de 867,1571, que corresponde a una masa monoisotopica de 7795,344 amu, lo
que esta muy cerca de la masa monoisotdpica calculada de 7795,33 amu. De nuevo, este resultado es totalmente
congruente con la presencia de dos enlaces disulfuro.

Se someti6 a digestién con termolisina una muestra de ACT-2044 (G de RSV1es-191k21Y) (SEQ ID NO: 8). El analisis
por HPLC de la digestion demostré el consumo completo del péptido de partida. El espectro de FT-ICR de este
producto contenia una mezcla compleja de productos pero se encontré un ion dominante en m/z 1106,4. Esta
especie corresponde al estado de carga MH*" para G de RSV 175.184 (Ciclo-ICSNN PTCWA (SEQ ID NO: 10) unido
por disulfuro intramolecular, masa MH" esperada = 1106,440, encontrada = 1106,438). Este péptido es diagnéstico
del enlace disulfuro nativo entre Cys176 y Cys182. En resumen, los datos de la MS FT-ICR apoyan firmemente la
argumentacion de que ACT-2044 (y los péptidos estrechamente relacionados ACT-2042, (SEQ ID NO: 11), ACT-
2086, (SEQ ID NO: 13), ACT-2087, (SEQ ID NO: 14), ACT-2088, (SEQ ID NO: 15)) contienen dos enlaces disulfuro
internos en el patrén correcto (nativo).
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Ejemplo 3: Procedimiento general para la fabricacion de nanoparticulas por ECPC:

Las nanoparticulas de CaCOs; (NPCC-111) se obtuvieron de NanoMaterials Technology (Singapur). Los
experimentos de microscopia electronica de barrido (MEB) mostraron que las particulas tienen una morfologia
cubica y son de aproximadamente 50 nm de diametro. Los polipéptidos poli-1-lisina 15 kDa (PLL, n.° de catalogo
P6516), acido poli-1-glutdmico 14,5 kDa (PGA, n.° de catalogo P4636) y solucion de tampén HEPES 1 M (n.° de
catalogo H-3662) se obtuvieron de Sigma- Aldrich (EE. UU.). Los polipéptidos cargados de forma opuesta se dejaron
autoensamblar en una pelicula multicapa sobre nucleos de nanoparticulas de CaCO; en sucesivas etapas de
adsorcion. Brevemente, la PLL, el PGA o el polipéptido disefiado (PD, donde se indique) se disolvieron a 1 mg/mi
(peso/volumen) en HEPES 10 mM, pH 7,4 y se filtré a través de un filtro de 0,22 ym. Los nucleos de nanoparticulas
de CaCOj; se lavaron tres veces con sin endotoxinas y se centrifugaron a 16.000 g durante 1 minuto en una
microcentrifuga. Los ndcleos de nanoparticulas se resuspendieron al 6 % (peso/volumen) en PGA 1 mg/ml como la
primera capa. A pH neutro, el PGA presenta una carga neta negativa mientras que en las particulas de CaCOs3 son
netas positivas, permitiendo asi la interaccion electrostatica y la deposicion satisfactoria de la primera capa. La
mezcla se sometié a ultrasonidos durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se lavd dos veces con
tampon HEPES 10 mM y se centrifugdé a 48.700 x g durante 1 minuto (ultracentrifuga TL-100, Beckman). Para la
deposicion de la segunda capa, las nanoparticulas se resuspendieron al 6 % (p/v) en PLL 1 mg/ml (carga positiva) y
sometieron a ultrasonidos durante 10 minutos a temperatura ambiente como para la primera capa. Cada capa
posterior se depositd por el mismo método, usando PGA, PLL o PD, como se indica en la Tabla 2 o la Tabla 3.
Normalmente, los péptidos disefiados se recubrieron a una concentracion de 0,5-1,0 mg/ml. Después de la
deposicién de la capa final, las nanoparticulas se lavaron dos veces con HEPES 10 mM, pH 7,4, y las alicuotas se
centrifugaron, se aspiraron y se reservaron a 4 °C hasta su uso como sedimentos humedos. Se produjeron varios
disefios usando esencialmente el mismo procedimiento y modificando la secuencia y el emplazamiento del péptido
disefiado; todas las nanoparticulas contienen un total de ocho capas en la biopelicula polipeptidica. Las
nanoparticulas disefiadas se resumen en la Tabla 2. La concentracion de polipéptido o PD en las nanoparticulas se
determind mediante analisis de aminoacidos. El tamafio de las nanoparticulas se determind mediante dispersion
dinamica de la luz (Malvern Nano S-90) de suspensiones al 0,06 % (p/v) en HEPES, pH 7,4, sometidas a ultrasonido
durante 20 minutos en un bafio de agua ultrasénico (Branson 1510, EE. UU.) antes de la medicién. Los niveles de
endotoxina en las nanoparticulas se determinaron por el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus, un ensayo
cromogénico de punto final (n.° 50-647U, Lonza, Walkersville, MD). Las nanoparticulas preparadas se reservaron
hasta su uso a 4 °C como un sedimento humedo.

Tabla 2: Disefios de nanoparticulas monovalentes. N.° de ACT de refiere a la designacion de los distintos disefios de
nanoparticulas. N.° de PD se refiere a los distintos péptidos disefiados. Secuencia de PD enumera los epitopos de
RSV especificos y la cola poliidnica incluidos en cada PD.

N.°de ACT Capas N.° ACT de PD | Secuencia de PD

M2 de RSV81.98(KVKA)4
1023 PGA/PLL/IPGA/M2 de RSV/PGA/PLL/PGA/PLL | 2031 SEQ D Nora)
1041 PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/PLL/IPGA/G de RSV | 2042 %d§03§Y;69'191K21Y (SEQ
1042 PGA/PLL/PGA/PLL/IPGA/PLL/IPGA/G de RSV | 2044 %d,\‘foF_{g)Vm“'”““Y (SEQ

Ejemplo 4: Fabricacién y caracterizacion de las nanoparticulas ACT-1077 por ECPC:

Se siguié el procedimiento convencional descrito en el Ejemplo 3. Se usé una solucion del péptido disefiado ACT-
2031 (M2 de RSVsg1.98(KVKA)4(SEQ ID NO: 12)) 1,0 mg/ml durante la segunda etapa de recubrimiento por ECPC y
una solucién de péptido disefiado ACT-2044 (G de RSVie4-191K21Y (SEQ ID NO: 8)) 1,0 mg/ml durante la octava
etapa del ECPC. Después de cada etapa de formacion de capas, las nanoparticulas se lavaron y resuspendieron al
6 %. Se retiré una alicuota de 10 pl y se diluyé en 1,0 ml de tampdn HEPES 10 mM para el analisis del potencial de
superficie (zeta). La Figura 3 muestra los potenciales zeta de superficie medidos para las nanoparticulas en la etapa
de lavado del proceso de ECPC. Antes del recubrimiento, las particulas de CaCOs; presentaron un potencial de
superficie positivo de aproximadamente +28 mV. Después del recubrimiento con una Unica capa de PGA, se midi6
un potencial de superficie negativo de -18 mV. El recubrimiento con ACT-2031 (SEQ ID NO: 12) en la segunda capa
aumento el potencial zeta a aproximadamente 0 mV, lo que indica la adsorcién del péptido. Después de eso, cada
etapa de formacion de capas efectu6é un cambio negativo o positivo en el potencial zeta, lo que indica una adsorcién
satisfactoria por ECPC. Después de la fabricacion, la cantidad de cada péptido disefiado adsorbida se calcul6 a
partir de la sefial procedente de aminoacidos exclusivos en el cromatograma de aminoacidos. La glicina es exclusiva
de ACT-2031 y puede usarse para determinar la concentraciéon de ACT-2031, mientras que la arginina, la histidina y
la fenilalanina son exclusivas de ACT-2044 y pueden usarse para determinar la concentracion de ACT-2044. De
cuatro lotes distintos, las cantidades promedio de ACT-2031 y ACT-2044 adsorbidas a una suspension de particulas
de CaCOs al 1 % fueron de 21 pg/mly 53 pg/ml, respectivamente.
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Ejemplo 5: Fabricacion de nanoparticulas por ECPC ACT-1086:

El procedimiento de revestimiento por ECPC descrito en el Ejemplo 3 se usé para recubrir nanoparticulas de CaCO3
de 50 nm con siete capas de PGA y PLL. Se utilizé una solucién de 0,5 mg/ml de péptido disefiado ACT-2086 (SEQ
ID NO: 13; M2 de RSV3z1.98G164-191 K2oY amida), en tampon HEPES 10 mM para recubrir la capa final. La cantidad de
péptido disefiado adsorbido se midid6 mediante analisis de aminoéacidos. De tres lotes distintos, la cantidad promedio
de ACT-2086 adsorbida a una suspension de particulas de CaCOs al 1 % fue de 37 pg/ml.

Ejemplo 6: Fabricacion de nanoparticulas por ECPC ACT-1139:

El procedimiento de revestimiento por ECPC descrito en el Ejemplo 3 se usé para recubrir nanoparticulas de CaCO3
de 50 nm con siete capas de PGA y PLL. Se us6 una solucién HEPES 10 mM de los péptidos disefiados ACT-2033
(SEQ ID NO: 16; M2 de RSV g1.08 KoY amida) y ACT-2044 (SEQ ID NO: 8; G de RSV161-191 K21Y amida) cada uno a
una concentracion final de 0,25 mg/ml para recubrir la capa final. Las nanoparticulas se lavaron, se centrifugaron y
se reservaron como sedimentos humedos a 4 °C. Las cantidades de cada péptido disefiado adsorbido se calcularon
a partir de la sefial procedente de aminoacidos exclusivos en el cromatograma de aminodacidos. La glicina es
exclusiva de ACT-2033 y puede usarse para determinar la concentracion de ACT-2033, mientras que la arginina, la
histidina y la fenilalanina son exclusivas de ACT-2044 y pueden usarse para determinar la concentracion de ACT-
2044. A partir de este analisis, se determin6 que una suspensién de particulas al 1 % contenia ACT-2033 25 pg/mly
ACT-2044 24 ug/ml.

Ejemplo 7: Fabricacién de microparticulas por ECPC ACT-1145:

Se obtuvieron microparticulas de CaCO3; mesoporosas de 3 um de PlasmaChem GmbH (Berlin, n.° de catélogo PL-
CA3). Las particulas se suspendieron al 6 % (peso/volumen) en HEPES 10 mM. Se usé el procedimiento de
recubrimiento por ECPC descrito para las nanoparticulas de CaCO; en el Ejemplo 3, con las siguientes
modificaciones. Las microparticulas de CaCOs; de 3 um en suspensidon acuosa sedimentan facilmente en
condiciones normales de gravedad, por lo que en lugar de un tratamiento con ultrasonidos durante las etapas de
formacién de capas, las suspensiones se mezclaron suavemente en un rotador durante 10 minutos. Ademas,
después de las etapas de formacién de capas y de lavado se pueden usar velocidades de centrifugacion mas lentas
para sedimentar las microparticulas. De este modo, las suspensiones de microparticulas se centrifugaron a 1500 g
durante 1 minuto. Para la fabricacion de ACT-1145 se us6 una solucion de PGA 1,0 mg/ml para recubrir la primera
capa y una capa de PLL 1,0 mg/ml marcada con fluoresceina (PLL-FITC, Sigma n.° de catalogo P3543) para la
segunda capa. Para las siguientes cinco etapas de formacion de capas se usaron PGA y PLL para revestir las
microparticulas con un total de siete capas de polipéptido (estas particulas se pueden usar en un experimento de
reticulacion de amida como se describe en el Ejemplo 8). Se utilizé una solucion de ACT-2086 (SEQ ID NO: 13; M2
de RSVsg1.98G164-191 K20Y amida) 0,5 mg/ml para recubrir la capa final. Las microparticulas se lavaron, centrifugaron y
reservaron a 4 °C como sedimentos himedos. La cantidad de ACT-2086 adsorbida a las particulas se calculd
mediante andlisis de aminoacidos y se encontré que era de 43 pug/ml para una suspensién de particulas al 1 %. Las
particulas se examinaron mediante microscopia de fluorescencia y se encontré que eran esféricas con un diametro
de 3,0 (+/- 1,5) um. Las particulas eran particulas individuales bien dispersas con algunos agregados de dos o tres
particulas.

Ejemplo 8: Fabricacion de microparticulas por ECPC ACT-1146:

El procedimiento del Ejemplo 7 se us6 para fabricar microparticulas de CaCO3; de 3 ym con siete capas de
polipéptidos (PGA/PLL-FITC/PGA/PLL/PGA/PLL/PGA). Se prepar6é una solucién de tampén de fosfato de sodio
0,2M pH 6,5 que contenia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, Sigma, n.° de catalogo E6383)
38 mg/ml (0,20 M) y sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS, Sigma n.° de catalogo 56485) 11 mg/ml
(0,05 M). Las microparticulas de siete capas se suspendieron en la solucién de EDC/ sulfo-NHS para dar una
suspension al 3 %. La suspension se mezclé suavemente durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego las
particulas se centrifugaron y se lavaron tres veces con tampén HEPES 10 mM. Se utilizé una solucién de ACT-2086
(SEQ ID NO: 13; M2 de RSVag1.98G164-191 K20Y amida) 0,5 mg/ml para recubrir la capa final. Las microparticulas se
lavaron, centrifugaron y reservaron a 4 °C como sedimentos humedos. La cantidad de ACT-2086 adsorbida a las
particulas se calcul6 mediante andlisis de aminoacidos y se encontré que era de 49 uyg/ml para una suspension de
particulas al 1 %.

Ejemplo 9: Fabricacion de microcapsulas por ECPC ACT-1147:

Las microparticulas de CaCO3; ACT-1146 del Ejemplo 8 se suspendieron al 6 % (peso/volumen) en una solucién de
EDTA de sodio 0,5 M, pH 8,0. Las particulas se mezclaron suavemente a temperatura ambiente durante 30 minutos,
se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 g y se aspird la soluciéon de EDTA. Las microcapsulas resultantes se
resuspendieron dos veces en tampén HEPES 10 mM y se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 g para eliminar el
exceso de sales. Las microcapsulas de centrifugaron, se aspiraron y reservaron 4 °C como un sedimento humedo.
La cantidad de ACT-2086 adsorbida a las capsulas se calcul6 mediante analisis de aminoacidos y se encontré que
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era de 41 yg/ml para una suspension de particulas al 1 %. Las capsulas se examinaron mediante microscopia de
fluorescencia y se encontré que eran esféricas con un diametro de 3,0 (+/- 1,5) um. Las capsulas eran capsulas
individuales bien dispersas con algunos agregados de dos o tres capsulas.

Ejemplo 10: Inmunogenicidad de las nanoparticulas monovalentes de G de RSV:

Se inmunizaron ratones BALB/c tres veces con nanoparticulas de ACT-1042 (PD SEQ ID NO: 8; G de RSV1es-191) @
través de inyeccion en la almohadilla plantar, y se recogieron y analizaron sueros mediante ELISA. Los sueros
reconocieron el péptido epitopico de CX3C de G de RSV conformacional ACT-1042 (Figura 4), pero no una version
del mismo péptido (ACT-2054) que se linealizdé protegiendo los restos de cisteina (Figura 5). Los sueros también
reconocieron la proteina G de RSV nativa (Figura 6), lo que sugiere que la inmunizacién con la nanoparticula por
ECPC de G de RSV suscité respuestas de anticuerpos dependientes de la conformacién. La actividad bioldgica de la
respuesta de anticuerpos suscitada por ACT-1042 se confirmo en ensayos que miden la inhibicion de la unién de la
quimiocina CX3C de G de RSV (Figura 7) y la inhibicién de la migracién de CMSP humanas hacia G de RSV
purificada (Figura 8). Por lo tanto, un nuevo disefio de vacuna de nanoparticulas que incorpora un péptido disefiado
basado en el epitopo de CX3C de G de RSV restringido conformacionalmente puede suscitar respuestas de
anticuerpos biolégicamente relevantes.

Ejemplo 11: Inmunogenicidad de las nanoparticulas monovalentes de M2 de RSV:

Se inmunizaron ratones BALB/c con nanoparticulas de ACT-1023 (M2 de RSVs1.98) (PD SEQ ID NO: 12) por via s.c.
(subcutanea), i.p. (intraperitoneal), i.n. (intranasal) o a través de la almohadilla plantar. Se inmunizaron por via s.c.
ratones de control positivo con el péptido ACT-2019 (M2 de RSVs1.95; SEQ ID NO: 7) en adyuvante completo de
Freund (ACF) y reestimularon con ACT-2019 en adyuvante incompleto de Freund (AIF); sirvieron como controles
negativos ratones sin tratamiento previo. 14 dias después de la inmunizacion se midieron en los bazos las
respuestas de linfocitos T en ensayos ELISPOT de IL-4 e IFNy. Los datos de la Figura 9 muestran que la
inmunizacién con ACT-1023 indujo ELISPOT de IL-4 débiles, como se esperaba para el epitopo CD8 contenido en el
PD. Por el contrario, los ratones inmunizados a través de la almohadilla plantar produjeron respuestas vigorosas
después de una unica inmunizacién. Los grupos de s.c. e i.p. produjeron respuestas menos potentes que pese a eso
eran comparables con el grupo de ACF de control positivo. El suministro intranasal no parece ser inmunogénico en
este experimento. La inmunizacion con péptido solo produjo bajos niveles de respuestas IFNy. Por lo tanto, los
inventores confirmaron que la potencia del péptido de M2 de RSV aumenta significativamente incluyéndolo en una
nanoparticula por ECPC.

Ejemplo 12: Inmunogenicidad mejorada de las nanoparticulas de G de RSV y M2 de RSV cuando se combinan en
una vacuna de coctel multivalente:

La inmunizacién de ratones con una vacuna de nanoparticulas monovalente suscitd las respuestas inmunitarias
predichas (véanse las Figuras 4-8 y 9). Es interesante observar que las respuestas de anticuerpos representadas en
las Figuras 4-8 precisaron tres inmunizaciones (sensibilizacion + dos refuerzos) mientras que las respuestas de
linfocitos T representadas en la Figura 9 precisaron solamente una Unica inmunizacion (cebado). Para determinar si
una vacuna de nanoparticulas multivalente que contiene tanto G de RSV como M2 de RSV podria mejorar la
potencia inmunitaria del componente G de RSV, se inmunizaron ratones con una mezcla de nanoparticulas de G de
RSV (ACT-1042, 1 ug de PD por dosis) y M2 de RSV (ACT-1023, 5 ug de PD por dosis) suministradas a través de la
almohadilla plantar o por via intranasal. Se midieron por ELISA los titulos de anticuerpos posensibilizaciéon y
posrefuerzo, y las respuestas de linfocitos T posrefuerzo se controlaron mediante ELISPOT. Ninguno de los ratones
que recibio alguna de las construcciones tuvo una respuesta de anticuerpos primaria medible (datos no mostrados).
La Figura 10 muestra los resultados del ELISA posrefuerzo que mide las IgG especificas para G de RSV. En los
ratones que solo recibieron ACT-1042, solo la administracion a través de la almohadilla plantar dio como resultado
un titulo detectable. La adicién de la nanoparticula de M2 de RSV en el grupo de la almohadilla plantar produjo
titulos de anticuerpos iguales a los inducidos por 5 ug de péptido de G de RSV en ACF. La administracién intranasal
de la mezcla suscité titulos casi iguales a los de la inyeccion en la a.p. (forma siglada de almohadilla plantar) de la
nanoparticula de G de RSV sola, mientras que la administracién i.n. de nanoparticulas de G de RSV solas no suscité
titulos detectables de anticuerpos en el refuerzo. Estos resultados demuestran que la inclusién de la nanoparticula
de M2 de RSV parece aumentar la potencia del epitopo para el anticuerpo de G de RSV y que la administracién i.n.
de nanoparticulas puede suscitar una respuesta inmunitaria.

Se midieron mediante ELISPOT las respuestas de linfocitos T de los mismos ratones. La Figura 11 muestra que los
ratones inmunizados a través de la a.p. con la nanoparticula que contiene M2 de RSV o el céctel montaron una
respuesta de linfocitos T frente el epitopo de M2 que era casi por completo IFNy, como cabia esperar. Cuando se
administran por via intranasal, la nanoparticula de M2 de RSV sola (ACT-1023) no logré suscitar una respuesta de
linfocitos T. Por el contrario, la coadministracion de las nanoparticulas de M2 de RSV y G de RSV (mezcla) suscito
una potente respuesta de IFNy que era comparable a la inducida por la inmunizacién por la almohadilla plantar con
M2 de RSV sola.
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Las respuestas de las linfocitos T también se examinaron en un ensayo de CTL in vivo que mide la actividad de los
linfocitos T citotdxicos en el animal hospedador. En la cohorte monovalente, se inmunizaron ratones BALB/c a través
de la almohadilla plantar con una Unica inyeccion de PBS (control negativo), péptido ACT-2031 (M2 de RSV) en
adyuvante incompleto de Freund (AIF) o nanoparticula ACT-1023 (M2 de RSV). En la cohorte multivalente, los
ratones se inmunizaron con PBS, péptido ACT-2031 (M2 de RSV) mas péptido ACT-2044 (G de RSV) en AIF o ACT-
1023 (M2 de RSV) mas ACT-1042 (G de RSV). Siete dias después, se prepararon células diana para M2 de RSV
pulsando con péptido ACT-2031 células del bazo singénicas sin tratamiento previo y marcando con una alta dosis de
indicador fluorescente CFSE, mientras que se prepararon células diana de control marcando células del bazo
singénicas sin tratamiento previo con una dosis baja de CFSE vy sin péptido diana. Las dos poblaciones de células
marcadas con CFSE se mezclaron en una relacion de 1:1 y se inyectaron i.v. 5x10° células en los ratones
inmunizados, alojandose en el bazo del huésped. Después de 24 horas, se sacrificaron los ratones inmunizados y se
analizaron células del bazo en cuanto a la fluorescencia de CFSE, para controlar la supervivencia de las dos
poblaciones de células. En la Figura 12, los picos més a la izquierda de los histogramas representan las células
diana de control supervivientes y los picos mas a la derecha representan las células diana marcadas con M2 de RSV
supervivientes. Como cabia esperar, ambas poblaciones de células sobrevivieron por igual en los ratones no
inmunes (PBS). Por el contrario, en los ratones inmunizados con péptido ACT-2031/AIF se destruy6
aproximadamente el 18 % de las células diana de M2 de RSV (comparar el tamafio del pico derecho con el tamafio
del pico izquierdo en el histograma para ACT-2031/AIF). Se obtuvieron resultados similares en los ratones
inmunizados con una dosis alta (75 ug) de nanoparticula ACT-1023, en comparacién con la ausencia de destruccion
de células diana marcadas en ratones inmunizados con una dosis mas baja (10 ug) de ACT-1023. En los ratones
inmunizados con una combinacién de los dos péptidos o las dos nanoparticulas, se observé un mayor grado de
destruccion de las células diana marcadas. Especificamente, los ratones inmunizados con el coctel de
nanoparticulas (ACT-1023 + ACT-1042 a 10 yg cada una) destruyeron el 35 % de las células diana marcadas con
M2 de RSV, lo que es mas alto que la respuesta inducida incluso por una alta dosis de inmunizacién monovalente
(ACT-1023/75 pg). El porcentaje de destruccion especifica de las células diana marcadas con M2 de RSV se resume
en la Figura 13. Estos resultados coinciden con los numeros de ELISPOT de IFNy aumentados detectados en
ratones inmunizados con el céctel de nanoparticulas G de RSV y M2 de RSV (véase la Figura 10, 11). Estos datos
sugieren que la combinaciéon de nanoparticulas de G de RSV y M2 de RSV en una vacuna coctel proporciona una
mejora mutua en la potencia inmunitaria de ambos componentes. Aunque la mejora en la respuesta de anticuerpos
frente a G de RSV (Figura 10) podria atribuirse a la ayuda de linfocitos T suscitados por M2 de RSV, la mejora
reciproca en la respuesta de linfocitos T frente a M2 de RSV después de la administracion intranasal del céctel
(Figura 11) fue inesperada.

Ejemplo 13: Disefio de particulas multivalentes

Se disefiaron nanoparticulas adicionales para incluir multiples epitopos en la misma particula, ya sea como PD
separados depositados de forma conjunta en capas en la misma particula o como un PD de fusién que contiene
tanto los epitopos G de RSV como M2 de RSV. La Tabla 3 describe la arquitectura de nanoparticulas de RSV de
multiples epitopos y la Tabla 4 describe las secuencias de PD usadas en cada una. Las nanoparticulas ACT-1077 a
-1079 contienen el epitopo de linfocitos T de M2 de RSV en una o mudltiples capas y el epitopo de linfocitos B de G
de RSV en la 8?2 capa. Las nanoparticulas ACT-1086 a -1088 contienen los péptidos con dos epitopos ACT-2086 a -
2088, respectivamente, depositados solamente en la 82 capa. Pueden preverse disefios adicionales usando estos u
otros epitopos de RSV, ya sea depositados de forma conjunta en capas o en un unico péptido de fusion.

Tabla 3: Arquitectura de nanoparticulas de RSV multivalentes, microparticulas de RSV vy disefios de microcapsulas
de RSV. ACT-1077 a -1079 contienen dos PD separados depositados en distintas capas en la misma nanoparticula
de ECPC. ACT-1139 contiene dos PD separados depositados en la 82 capa en la misma nanoparticula de ECPC.
ACT-1086 a - 1088 contienen un Unico péptido de fusion que incorpora los epitopos diana de anticuerpos y de los
linfocitos T depositados en la 8% capa de nanoparticulas de C. ACT-1145 y -1146 contienen un Unico péptido de
fusion que incorpora los epitopos diana de anticuerpos y de los linfocitos T depositados en la 82 capa de las
microparticulas de C. ACT-1147 contiene un Unico péptido de fusién que incorpora los epitopos diana de anticuerpos
y de los linfocitos T depositados en la 82 capa de las microcapsulas de ECPC.

N.°de ACT Capas N.° ACT de PD | Secuencia de PD
M2 de RSVs1.05(KVKA)4 (SEQ
2031 ID NO:12)
1077 PGA/M2 de RSV/(PGA/PLL),/PGA/G de RSV G de RSVisare1KarY (SEQ ID
2044 )
NO:8)
M2 de RSVsg1.9s(KVKA)4 (SEQ
2031 ID NO:12)
1078 (PGA/M2 de RSV),/PGA/PLL/IPGA/G de RSV G de RSVisar01KorY (SEQ ID
2044 )
NO:8)
M2 de RSV81.98(KVKA)4 (SEQ
2031 ID NO:12)
1079 (PGA/M2 de RSV)3/PGA/G de RSV G de RSVisare1KarY (SEQ ID
2044 NO:8)
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N.°de ACT Capas N.° ACT de PD | Secuencia de PD
1086 (PGA/PLL)s/PGA/G+M2 de RSV 2086 (“gégelgil\g?fg?w“4“ KaoY
1087 (PGA/PLL)/PGA/G de RSV 2087 ©ge :{)svmg_m KaoY (SEQID
1088 (PGA/PLL);/PGA/G de RSV 2088 o ge ;SV164'198 KoY (SEQID
2033 M2 de RSV g1.98 K2oY (SEQ ID
1139 PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/M2 de RSV + NO: 16)
G de RSV mezcladas G de RSVies-191K21Y (SEQ ID
2044 NOB)
1145 PGA/PLL- 2086 M2 de RSVsg1.98G164-191 K2oY
FITC/PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/G de RSV (SEQ ID NO:13)
1146 PGA/PLL- 2086 M2 de RSVeg1.08G164-191 K2oY
FITC/PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/G de RSV (SEQ ID NO:13)
1147 PGA/PLL- 2086 M2 de RSVsg1.98G164-191 K2oY
FITC/PGA/PLL/PGA/PLL/PGA/G de RSV (SEQ ID NO:13)

Tabla 4: Secuencias de PD de RSV usados en los disefios de nanoparticulas de ECPC multivalentes de la Tabla 3.
Los epitopos de linfocitos B se muestran subrayados, los epitopos de linfocitos T se muestran en negrita, las
5 cisteinas conservadas estan sombreadas, las secuencias que no son nativas se muestran en cursiva.

seq. de la proteina M2 | enlace secuencia de la proteina G cola
ESYIG SINNIT KQSAS (KVKA)4 SEQ ID
ACT-2031 VA SEQ ID NO:12 NO:16
ESYIG SINNIT KQSAS K20Y SEQ ID NO:
ACT-2033 VA SEQ ID NO:12 17
NEVPCSICSNNPTCWAI s o:
ACT-2042 CKRIPN |1<§1Y EQ ID NO:
SEQ ID NO:18
HFEVFNFVPCSICSNNP
ACT-2044 TCWAICKRIPN KoY
SEQ ID NO:20
ESYIG SINNIT KQSA HFEVFNFVPCSICSNNP
ACT-2086 SEQ ID NO:7 SGS TCWAICKRIPN KaoY
SEQ ID NO:21
NEVPCSICSNNPTCWAIL
ACT-2087 CKRIPNKKPGKKT K20Y
SEQ ID NO:22
HFEVFNFVPCSICSNNP
ACT-2088 TCWAICKRIPNKKPGK KaoY
KT
SEQ ID NO:23

Ejemplo 14: Dependencia de la dosis de las construcciones PD-nanoparticula
Se utilizé la misma dosis de péptido disefiado (1 pg) en los grupos de control positivo (ACF) y de nanoparticula

10 (1042). En experimentos previos, se usaron 5-10 ug para el ACF y 1 ug para la nanoparticula. Estos resultados
muestran que a dosis equivalentes las nanoparticulas son mas inmunogénicas que el control de ACF.
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Tabla 5: Grupos para el estudio de mezcla de RSV

Grupo Descripcion

1 Sin tratamiento previo

(ACT-2044 + ACT-2031)/CFA(IFA) s.c
ACT-1042 1 pg a.p.

ACT-1042 1 ug + ACT-1023 1 ug a.p.
ACT-1077 1 pg a.p.

ACT-1078 1 ug a.p.

ACT-1079 1 ug a.p.

N[O~ |WN

Los datos se muestran en las Figuras 14-16.
Ejemplo 15: Tiolacién de acido poli-L-glutamico (PGA-SH) y unién del péptido que contiene cisteina.

Se disolvieron 32 mg de sal sédica de PGA de peso molecular medio (comercializada por Sigma) en 1,0 ml de
tampodn fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2. Se afadieron 22 mg de etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y
15 mg de sulfo-NHS, y la solucién se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron 4,6 mg de
sal de cistamina HCl y la solucién se dejo reaccionar durante 90 min. El producto se purifico6 mediante el paso por
una columna Desalt® (vendida por Pierce) preequilibrada con tampdn de acetato diluido a pH 4,5. El eluyente se
congel6 y conservé a -80 °C. El grado de tiolacion se estim6é mediante el ensayo de Eliman (DTNB) y se encontré
que era aproximadamente el 24 % del total de restos de glutamato.

Un péptido sintético que contiene un epitopo de linfocito T conocido de la proteina G de RSV (G de RSV restos 186-
198, SEQ ID NO: 24 CKRIPNKKPGKKT) se puede sintetizar facilmente mediante métodos de sintesis de péptidos
en fase solida convencionales. Se pueden tratar 15 mg de PGA-SH en 0,5 ml de tampén de fosfato pH 7 con 0,4 mg
de DTNB (~1,0 pmol) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La solucidon se volvera amarilla. La reaccion de
activacion puede controlarse mediante espectroscopia UV y considerarse acabada cuando no hay un aumento
mayor de la absorbancia como 412 nm. Después se pueden afiadir 1,5 mg de epitopo peptidico que contiene
cisteina (~ 1 umol) y se deja reaccionar la solucién durante 10 min. El producto se puede purificar parcialmente por
didlisis usando un tubo de dialisis de PM 5000 de limite y la carga de péptido se puede confirmar mediante analisis
de aminoacidos.

Ejemplo 16: Unidn tioéter de un péptido epitdpico a PGA-SH.

Puede sintetizarse un péptido sintético que contiene un epitopo de linfocito T conocido de la proteina G de RSV (G
de RSV restos 187-198, SEQ ID NO: 25 KRIPNKKPGKKT) en una resina de sintesis de péptidos en fase sdlida.
Antes de la escision de la resina, se puede instalar un grupo bromoacetilo en el N-terminal tratando la resina con
anhidrido bromoacético. Después de la escision y purificacion de la resina, se pueden afiadir 1,5 mg (~1 umol) del
péptido (bromoacetil-KRIPNKKPGKKT) a una solucion de 15 mg de PGA-SH en tampon de fosfato pH 7. El producto
se puede purificar parcialmente por dialisis usando un tubo de dialisis de PM 5000 de limite y la carga de péptido se
puede confirmar mediante analisis de aminoacidos.

Ejemplo 17: Reticulacién de un péptido epitdpico que contiene cisteinas con PLL.

Se mezcla una solucién madre de PLL de PM mediano (vendida por Sigma) a una concentracién conveniente,
normalmente 0,5-50 mg/ml y a pH casi neutro, normalmente pH 6-8, con un reticulante tal como sulfosuccinimidil 4-
[N-maleimidometil] ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC). La cantidad de sulfo-SMCC puede variar, pero se usa
una cantidad suficiente para modificar entre el 1-25 % de los restos de lisina de la PLL. El tiempo de reaccién tipico
es de 0,5-5 horas. Después, se elimina el exceso de reactivo sulfo-SMCC pasando la solucién de reaccion en una
columna de filtraciéon en gel o mediante dialisis. Después, la PLL modificada se deja reaccionar con un ligero exceso
de péptido epitdpico que contiene cisteina a pH casi neutro, normalmente pH 6-8. El conjugado de PLL-epitopo final
se purifica pasando la solucion por una columna de filtracion en gel o mediante didlisis. Este reactivo sera adecuado
para la incorporacion en una pelicula de polielectrolitos por ECPC mediante métodos usados de forma similar para la
PLL.

Ejemplo 18: Proteccion frente a la exposicion al RSV después de la inmunizacién de ratones con nanoparticulas

El dia 28 los ratones se expusieron por via intranasal a RSV y se sacrificaron 5 dias después. Se recogieron los
pulmones y se homogeneizaron, y se midieron los titulos viricos mediante ensayo en células Vero y mediante
amplificacion por gPCR del gen M de RSV. Los resultados (Figura 17) demuestran una proteccién esencialmente
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completa con cualquier formulacion que contenga G de RSV (grupos 3-6). En este estudio, M2 de RSV sola no
protegio, ni la vacuna multivalente funcioné mejor que G de RSV sola, posiblemente debido a la dosis relativamente
alta usada (10 ug).

Ejemplo 19: Inmunogenicidad de nanoparticulas multivalentes que contienen epitopos de G de RSV y M2 de RSV en
la misma capa o en capas distintas.

Se inmunizaron ratones el dia 0 mediante inyeccién de las construcciones de nanoparticulas de RSV en la
almohadilla plantar trasera; los inmundgenos incluian ACT-1023 (M2 de RSV), ACT-1042 (G de RSV) + ACT-1023
(M2 de RSV), ACT-1086 (péptido de fusion de M2+G de RSV en una Unica capa) y ACT-1077 (péptidos G de RSV +
M2 de RSV en capas distintas). El dia 7, los ratones se desafiaron con células diana marcadas con CFSE y
cargadas con M2 de RSV. Al dia siguiente, se analizaron las células de bazo por citometria de flujo para detectar la
supervivencia de las células diana marcadas con CFSE. Los resultados (Figuras 18 y 19) muestran que aunque la
inmunizacién con cualquier nanoparticula que contiene el epitopo de M2 de RSV suscita células efectoras
especificas para M2 de RSV, la respuesta fue mas potente en ratones inmunizados con construcciones multivalentes
(M2 + G de RSV) que en ratones inmunizados con construcciones monovalentes (M2 de RSV).

En un estudio distinto, se inmunizaron ratones los dias 0 y 21 mediante inyeccion de las construcciones de
nanoparticulas de RSV en la almohadilla plantar trasera; los inmundgenos incluian ACT-1023 (M2 de RSV), ACT-
1042 (G de RSV), ACT-1042 + ACT-1023, ACT-1086 (péptido de fusion de M2+G de RSV en una Unica capa) y
ACT-1139 (péptidos G de RSV + M2 de RSV cargados juntos en la misma capa). Los ratones se sangraron el dia 28
y se analizaron por ELISA los sueros en cuanto a anticuerpos especificos para G de RSV. Los resultados (Figuras
20, 21) muestran que todas las formulaciones que contenian el epitopo de G de RSV suscitaban titulos de
anticuerpos, mientras que la nanoparticula multivalente de ACT-1139 parecia ser la mas potente.

Se ha de considerar que el uso de los términos "un" y "una", y "el/la" y los términos (especialmente en el contexto de
las siguientes reivindicaciones) abarcan tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el
presente documento o se contradiga claramente en el contexto. Los términos primero, segundo, etc., como se usa
en el presente documento, no pretenden denotar ningun orden particular, sino que simplemente denotan por
conveniencia una pluralidad de, por ejemplo, capas. Los términos "que comprende", "que tiene", "que incluye" y "que
contiene" se deben interpretar como términos abiertos (es decir, que significan "que incluye, pero sin limitacion"), a
menos que se indique otra cosa. La enumeracién de intervalos de valores esta destinada simplemente a servir como
un método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que se encuentre dentro del intervalo, a
menos que se indique otra cosa en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria
descriptiva como si se recitara individualmente en el presente documento. Los valores extremos de todos los
intervalos estan incluidos dentro del intervalo y son combinables de forma independiente. Todos los métodos
descritos en el presente documento se pueden realizar en un orden adecuado a menos que se indique otra cosa en
el presente documento o el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o del
lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como"), pretende simplemente ilustrar mejor la invencién y no plantear una
limitacion en el alcance de la invencién a menos que se afirme lo contrario. Ninguna expresion de la memoria
descriptiva debe interpretarse como que indica cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de
la invencion como se usa en el presente documento.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a una realizacion ejemplar, los expertos en la materia entenderan
que se pretende que la invencién no se limite a la realizacién particular divulgada como el mejor modo contemplado
para llevar a cabo la presente invencion, sino que la invencién incluya todas las realizaciones que se encuentren
dentro del alcance de la reivindicaciones adjuntas.
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<210>5

<211>15

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 5

Gly Trp Tyr Thr Ser Val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile Lys
1 5 10 15

<210>6

<211> 16

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 6

Asp Arg Gly Trp Tyr Ser Asp Asn Ala Gly Ser Val Ser Phe Phe Arg
1 5 10 15

<210>7

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Diana de linfocitos T CD8+ que muestra modular las respuestas Th2 frente a G de RSV

<400> 7

Glu Ser Tyr Ile Gly Ser Ile Asn Asn Ile Thr Lys Gln Ser Ala
1 5 10 15

<210> 8

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G de RSV164-191K21Y amida

<400> 8
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20 25 30
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33



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 688993 T3

<220>
<223> G de RSV164-191K21Y amida con restos de cisteina protegidos
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<223> ciclo-G de RSV 175-184
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Asn Phe Val Pro Cys Ser Ile Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala
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<223> G de RSV169-198 K20Y amida

<400> 14
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Val Ala Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
20 25 30

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Tyr
35

<210> 17

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> K20Y cola
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20

<210> 18
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<212> PRT
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<223> Secuencia de la proteina G
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20
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<212> PRT
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<220>
<223> K21Y cola
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<220>
<223> Secuencia de la proteina G

<400> 20

His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser Ile Cys Ser Asn Asn
1 5 10 15

Pro Thr Cys Trp Ala TIle Cys Lys Arg Ile Pro Asn
20 25

<210> 21

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de la proteina G
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20 25

<210> 22

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de la proteina G
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de la proteina G
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20 25 30
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<210> 24

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G de RSV restos 186-198

<400> 24

Cys Lys Arg Ile Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr
1 5 10

<210> 25

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> G de RSV restos 187-198

<400> 25

Lys Arg Ile Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nicleo o una nanoparticula nucleo,
o en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca,

en donde dicha pelicula multicapa comprende un epitopo de la proteina M2 de RSV y un epitopo de la proteina G de
RSV, consistiendo dichos epitopos en 3 a 120 aminoacidos, como parte de uno o mas polipéptidos disefiados,

en donde un polipéptido disefiado es un polipéptido que consiste en una o mas regiones de absorcién a superficie
cargadas de al menos 8 aminoacidos unidos covalentemente al epitopo de la proteina M2 de RSV, el epitopo de la
proteina G de RSV, o ambos, que tienen carga suficiente para la union estable a una superficie cargada de forma
opuesta, y en donde el polipéptido disefiado y las una o mas regiones de absorcion a superficie cargadas en el
mismo estan cargadas de forma positiva o cargadas de forma negativa,

en donde dicha pelicula multicapa comprende dos o més capas de polielectrolitos, en donde las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de forma opuesta,

en donde al menos un polielectrolito de la pelicula multicapa es dicho uno o més polipéptidos disefiados y

en donde un polielectrolito que no es un polipéptido disefiado comprende un material policationico o un material
polianiénico que tiene un peso molecular de mas de 1.000 y al menos 5 cargas por molécula.

2. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nicleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicaciéon 1, en donde el polipéptido
disefiado tiene al menos 15 aminoacidos de longitud y tiene una carga neta por resto a pH neutro de mas de o igual
a0,1.

3. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicacion 1, en donde el epitopo de la
proteina M2 de RSV y el epitopo de la proteina G de RSV estan presentes en un uUnico polipéptido disefiado.

4. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocdapsula hueca de la reivindicacion 1, en donde el epitopo de la
proteina M2 de RSV vy el epitopo de la proteina G de RSV estan presentes en distintos polipéptidos disefiados.

5. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicacion 1, en donde el epitopo de la
proteina M2 de RSV suscita una respuesta citotoxica o de linfocitos T auxiliares especifica y el epitopo de la proteina
G de RSV suscita una respuesta de anticuerpos especifica.

6. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nicleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocdapsula hueca de la reivindicaciéon 1, en donde el epitopo de la
proteina M2 de RSV comprende la SEQ ID NO: 7 y el epitopo de la proteina G de RSV comprende la SEQ ID NO: 4.

7. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicacion 1, en donde dos o0 mas de las
capas de la pelicula multicapa estan reticuladas covalentemente.

8. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nicleo o una nanoparticula nucleo, o
en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicacién 7, en donde dos o mas de las
capas de la pelicula multicapa estan reticuladas covalentemente mediante enlaces amida.

9. La pelicula de polielectrolitos multicapa depositada sobre una microparticula nucleo o una nanoparticula nucleo, o

en forma de una microcapsula hueca o una nanocapsula hueca de la reivindicacién 7, en donde dos o0 mas de las
capas de la pelicula multicapa estan reticuladas covalentemente mediante enlaces disulfuro.
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Figura 4
Péptido de G de RSV de TS A
2.5
| —o— 1042 10 pg
2.0 4 ——2044/ACF
1.5 4
Q
iR i
101
0.5 1
[)1[) T T TIImar T T rrrmm =
10 100 1000 10000 100000

Dilucion de suero

46



ES 2 688993 T3

Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 12
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Figura 14
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Estudio de mezcla de RSV n.’ 3

Figura 16
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Figura 18
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Figura 20

A ELISA para G de RSV (diluciones de sueros 1:50)
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