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DESCRIPCION
Vacuna
Antecedentes

La presente divulgacion se refiere al campo de las vacunas humanas. Mas particularmente, la presente divulgacion se
refiere a composiciones farmacéuticas e inmunogénicas, para la prevencion o tratamiento de infecciones o
enfermedades en seres humanos, en particular la infeccion o enfermedad por rinovirus humano (HRV).

Los rinovirus son virus sin envoltura y estan compuestos de una capside formada por cuatro proteinas virales VP1,
VP2, VP3y VP4. VP1, VP2 y VP3 forman la mayor parte de la capside proteica. La proteina VP4, mucho mas pequefia,
de aproximadamente 70 aminoacidos de longitud tiene una estructura mas extendida y se situa en la interfaz entre la
capside y el genoma de ARN. La capside esta compuesta de 60 copias de cada una de esas proteinas ensambladas
como un icosaedro.

El genoma de rinovirus consiste en un ARN lineal, de una sola cadena, de sentido positivo de entre 7,2 y 8,5 kb de
longitud. En la regién 5’ del genoma se codifican las proteinas estructurales (empezando por el extremo 5’: VP4, VP2,
VP3 y VP1)y las no estructurales en el extremo 3’, como es el caso de todos los picornavirus. EI ARN se traduce en
una unica poliproteina que se escinde cotraduccionalmente y postraduccionalmente en las cuatro proteinas
estructurales y las siete proteinas no estructurales. Los genes no estructurales estan implicados en el procesamiento
del genoma viral, en la replicacion viral y en la detencién de la produccion de proteinas de la célula hospedadora.

Actualmente, hay alrededor de 100 serotipos de HRV. Basandose en la identidad nucleotidica y la susceptibilidad de
compuestos antivirales, se ha clasificado a los HRV en los clados A, B, C y posiblemente D (Rollinger y Schmidtke,
2011; Palmenberg, Rathe y Liggett, 2010), véase la Tabla mostrada a continuacion.

Clados Tipo de Numero de Ejemplos de Comentarios
receptor serotipos serotipos
HRV-A Principal 62 16
. 1A, 1B, 2, 23, 25, 29,

HRV-A | Secundario 12 30, 31, 44, 47, 49, 62

HRV-B Principal 25 3,14

HRV-C ? 7 Clado nuevo, emergente

HRV87 o 1 Mismq virus que el Enterovirus 68 humano, de la
especie HEV-D (Blomgqyvist y col., 2002)
Clado potencialmente separado (distinto de otros

(HRV-D) | Principal 3 8,45, 95 clados basados en VP3 y proteinas no
estructurales que no sean VP1y VP4)

Ademas, la especificidad del receptor de la célula hospedadora se ha utilizado para clasificar adicionalmente estos
virus en los grupos principal y secundario. Los serotipos que utilizan el receptor de molécula (ICAM-1) de adhesion
intercelular 1 (62 serotipos HRV-A y todos los serotipos B) pertenecen al grupo de receptores principal y los 12
serotipos HRV-A restantes utilizan miembros de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
pertenecen al grupo de receptores secundario. Por tanto, se utilizan los términos "HRV-A principal", "HRV-A
secundario” y "HRV-B principal".

Los serotipos se clasifican adicionalmente por los sitios antigénicos que utilizan para eludir el sistema inmunitario del
hospedador. Para el grupo de receptores principal se han mapeado cuatro sitios inmunogénicos neutralizantes (NIm)
principales en regiones que sobresalen en las proteinas de capside externa VP 1, VP2 y VP3. Estos se conocen como
NIm-IA, NIm-IB, NIm-Il y NIm-IIl. Para los serotipos de receptores del grupo secundario hay tres sitios antigénicos
diferentes A, B y C que estan localizados en el mismo entorno que los sitios NIm (revisado en Lewis-Rogers y col.
2009 Mol Biol Evol 26:969).

Los rinovirus son la causa principal de infecciones agudas del tracto respiratorio superior en seres humanos, conocidas
como el resfriado comun. Son también la causa viral mas comun de exacerbacion severa de enfermedades
respiratorias crénicas tales como el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC, en inglés COPD).

Proporcionar una vacuna contra HRV es un reto particular debido al gran nimero de serotipos del virus y a la falta de
una respuesta protectora generada en individuos infectados con un serotipo contra la infeccién con otro serotipo.

Hasta ahora no se ha desarrollado ninguna vacuna. Una vacuna de rinovirus, que necesitaria ser capaz de proteger
contra multiples serotipos, por tanto, representa una gran necesidad no cubierta de la medicina.

Un enfoque objeto de evaluacion es el suministro de péptidos que estén conservados entre los serotipos HRV. Se ha
demostrado que anticuerpos inducidos con proteinas VP1 recombinantes de HRV-14 o HRV-89 o un péptido que
abarca los aminoacidos 147-162 de VP1 de HRV14 muestran actividad neutralizante especifica y cruzada (McCray y
Werner, 1998 Nature 329:736; Edimayr y col., 2011 Eur. Respir 37:44). Se encontré que anticuerpos producidos contra

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2754 238 T3

los 30 aminoacidos N-terminales de VP4 neutralizan HRV14, HRV16 y HRV29. Ademas, los anticuerpos producidos
para una secuencia consenso de los primeros 24 restos de VP4 de rinovirus también tuvieron alguna actividad
neutralizante cruzada (Katpally y col., 2009 J. Virol 83:7040).

El documento WO 2006/078648 se refiere a vacunas peptidicas contra HRV derivadas de las regiones expuestas
transitoriamente de VP4 en aminoacidos particulares 1-31 o 1-24 de VP4; el documento WO 2011/050384 se refiere
a péptidos del extremo N terminal de VP1 que incluye los aminoacidos 1-8; el documento WO 2008/057158 se refiere
al NIm IV de rinovirus, en concreto a un péptido que comprende los aminoacidos 277-283 o 275-285 de la region
carboxilo terminal de VP1, en particular de HRV-14.

Las particulas similares a virus (VLP) son un vehiculo atractivo para la presentacion de antigenos, dado que
proporcionan antigenos en un entorno estructural similar al entorno estructural en el virus, aunque no son infecciosos.
Sin embargo, las estrategias para producir VLP o subVLP (protémeros, pentameros u otros) que han funcionado para
otros picornavirus, tales como enterovirus (Chung y col. 2010 Vaccine 28, 6951) y FMDV (Porta y col. 2013 J Virol
Methods 187:406), han fracasado para los rinovirus humanos.

Sumario breve

Empleando un procedimiento novedoso, en el que se expresaron proteinas de capside como proteinas de fusién con
secuencias SUMO, los inventores han sido ahora capaces de generar VLP rinovirales.

Por consiguiente en un primer aspecto, la invencion se refiere a una particula similar a virus (VLP), que comprende
las proteinas de capside de rinovirus humano VPO, VP1 y VP3 o que comprende las proteinas de capside de rinovirus
humano VP1, VP2, VP3 y VP4.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una composicion inmunogénica que comprende una VLP de acuerdo
con la invencién y un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a la VLP o a la composiciéon inmunogénica de acuerdo con la invencion
para su uso en un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra rinovirus en un ser humano.

La presente divulgacion también se refiere al uso de una composicion inmunogénica como se describe en el presente
documento en la fabricacién de un medicamento para la prevencién o tratamiento de infecciones rinovirales, tal como
la prevencioén o tratamiento del resfriado comun.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria, tal como una
respuesta inmunitaria que implica anticuerpos neutralizantes y/o una respuesta celular, contra rinovirus en seres
humanos, que comprende administrar una composicion inmunogénica a un ser humano como se describe en el
presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria, tal como una
respuesta inmunitaria que implica anticuerpos de neutralizacion cruzada y/o una respuesta celular, contra rinovirus en
seres humanos, que comprende administrar una composicion inmunogénica a un ser humano como se describe en el
presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para prevenir infecciones de rinovirus o enfermedades
relacionadas con rinovirus, comprendiendo dicho procedimiento administrar una composicidon inmunogénica a un ser
humano como se describe en el presente documento.

La presente divulgacion también se refiere al empleo de una composicion inmunogénica como se describe en el
presente documento, en la fabricacion de un medicamento para la prevencién o tratamiento de EPOC (en inglés,
COPD) o exacerbaciones de asma.

En una realizacion, la invencion se refiere a la VLP o a la composicion inmunogénica de la invencion en la que la VLP
se produce por un procedimiento para producir VLP rinovirales que comprende las etapas de:

a. producir constructos que codifican proteinas de capside necesarias para la formaciéon de una VLP, en la que
cada una de las proteinas de capside esta codificada como una proteina de fusién con una proteina chaperona,
tal como SUMO,

b. coexpresar dichos constructos en la misma célula hospedadora o expresar uno o mas de dichos constructos en
células hospedadoras separadas y

c. lisar dichas células hospedadoras y reunir, en caso de expresion separada, todas las proteinas de capside
necesarias para un VLP.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Transferencia de Western anti-His que muestra la expresion y solubilidad de His-SUMO-VP transfectados
individualmente y cotransfectados.
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Figura 2: MET (en inglés, TEM) después de tinciéon negativa de muestras de VLP-VP-SUMO.

Figura 3: LDS-PAGE con tincion de Coomassie que muestra el cambio de peso molecular después del tratamiento
con SUMO proteasa de proteinas de fusion SUMO-VP semipurificadas.

Figura 4: Transferencia de Western (anticuerpo anti-VPI) que muestra el cambio de peso molecular antes (A) y
después (B) del tratamiento con SUMO proteasa de la proteina de fusion His-SUMO-VP1.

Descripcion detallada

Definiciones

La expresion "particula similar a virus" (VLP) se refiere a una capside viral que se parece a la estructura proteica
externa de un virus natural pero no es infecciosa porque no contiene material genético viral. Tipicamente, el tamafo
de la VLP es similar al del virus y/o de su estructura icosaédrica, compuesta de subunidades proteicas idénticas
repetidas conocidas como capsémeros.

Las referencias a posiciones de aminoacidos, cuando se utilizan en el presente documento, se refieren a posiciones
en proteinas de capside de HRV14 (expuestas en las SEQ ID NO: 14 a 18), o a posiciones equivalentes
estructuralmente en proteinas de capside de otros serotipos de HRV. Tales posiciones estructuralmente equivalentes
son posiciones que se alinean con una posicion dada en el alineamiento mas 6ptimo entre la otra secuencia de proteina
de la capside del serotipo y aquella de la secuencia del HRV14. Por ejemplo, la posicion 33 en un serotipo dado puede
ser estructuralmente equivalente a la posicién 32 en HRV14 si estas posiciones se alinean en el alineamiento mas
6ptimo de las dos secuencias de proteinas.

Los términos "modificar" o "modificacion”, cuando se utilizan en el presente documento en relaciéon con una proteina
de la capside, indican una modificaciéon de la proteina en comparacion con la secuencia de la proteina que se
encuentra en la naturaleza. Una modificacién es preferentemente una delecidon, sustitucion o insercion de un
aminoacido, es decir delecion, sustitucion o insercion de uno o mas aminoacidos. Sin embargo, la modificacion puede
ser, como alternativa, una modificacion post-traduccional, tal como una modificacion que enmascara una region de la
proteina. Se entenderd, que en el contexto de esta divulgacion, hay numerosos serotipos de HRV (y proteinas de
HRV) que son naturales, por ejemplo, obtenidos de diferentes serotipos de HRV naturales.

Las "proteinas de capside" de un rinovirus incluyen VPO, VP1, VP2, VP3 y VP4.

La expresion "rinovirus humano", abreviada como HRV, se refiere a cualquier serotipo de rinovirus de la familia
Picornaviridae que es capaz de infectar seres humanos y se ha identificado o aun tiene que identificarse como un
rinovirus. Hay varias maneras diferentes de agrupar los HRV como se describe en el presente documento y cada
agrupacion contiene multiples "serotipos" o "cepas" de virus (por ejemplo, HRV-14, HRV-8, HRV-25, etc.)
categorizados por similitudes genéticas.

Una "variante", cuando se refiere a un acido nucleico o a una proteina (por ejemplo, un acido nucleico o polipéptido
VP1 o VP4), es un acido nucleico o una proteina que difiere de un acido nucleico o proteina de referencia.
Normalmente, la(s) diferencia(s) entre la variante y el acido nucleico o polipéptido de referencia constituye un nimero
proporcionalmente pequefio de diferencias en comparacién con el referente. Una variante de proteina puede diferir de
la proteina de referencia a la que se la compara por la adicion, delecién o sustitucion de uno o mas aminoacidos o por
la sustitucion de un analogo de aminoacido.

Como se utiliza en el presente documento, que una primera secuencia de aminoacidos tenga "identidad de x %"
respecto a una segunda secuencia de aminoacidos significa que x % representa el numero de aminoacidos en la
primera secuencia que son idénticos a sus aminoacidos emparejados de la segunda secuencia cuando ambas
secuencias estan alineadas éptimamente, con respecto a la longitud total de la segunda secuencia de aminoacidos.
Ambas secuencias estan éptimamente alineadas cuando x es un valor maximo. El alineamiento y la determinacion del
porcentaje de identidad puede llevarse a cabo manualmente o automaticamente empleando BLAST.

El término "epitopo" hace referencia a un sitio en un antigeno ante el que responden linfocitos B y/o T. Los "epitopos
inmunodominantes" son aquellos epitopos para los que se fabrica principalmente una respuesta inmunitaria del
hospedador funcionalmente considerable, por ejemplo, una respuesta de anticuerpo o una respuesta de linfocitos T.

Una "composicion inmunogénica” es una composicion de materia adecuada para la administracion a un sujeto humano
o animal (por ejemplo, en un escenario experimental) que es capaz de provocar o inducir una respuesta inmunitaria
especifica, por ejemplo, contra un patdgeno, tal como un rinovirus. Como tal, una composiciéon inmunogénica incluye
uno 0 mas antigenos, por ejemplo las VLP como se describe en el presente documento. Una composicion
inmunogénica puede también incluir uno o mas componentes adicionales, tales como un excipiente, un vehiculo y/o
un adyuvante. En ciertos casos, las composiciones inmunogénicas se administran para provocar o inducir una
respuesta inmunitaria que protege el sujeto contra sintomas o afecciones inducidas por un patégeno. En el contexto
de esta divulgacion, se entendera que la expresion composicion inmunogénica incluye composiciones que estan
dirigidas a la administracién a un sujeto o poblacion de sujetos con el fin de provocar o inducir una respuesta
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inmunitaria protectora o paliativa contra, por ejemplo, HRV (esto es, composiciones vacunales o vacunas).

Una "respuesta inmunitaria" es una respuesta de una célula del sistema inmunitario, tal como un linfocito B, un linfocito
T o un monocito, frente a un estimulo. Una respuesta inmunitaria puede ser una respuesta de linfocitos B, que tiene
como resultado la produccién de anticuerpos especificos, tales como anticuerpos neutralizantes especificos de
antigenos. Una respuesta inmunitaria puede ser también una respuesta de linfocitos T, tal como una respuesta de
CD4+ o una respuesta de CD8+. Una respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria de reaccion cruzada cuando
es provocada por un antigeno de un serotipo y reacciona no solo con virus de ese serotipo, sino también con virus de
un serotipo diferente.

La "Atenuaciéon” de un epitopo, cuando se utiliza en el presente documento, se refiere a la modificacion de un epitopo
que hace que el epitopo sea menos inmunogénico.

Aspectos y realizaciones de la invencion

Como se describié anteriormente, en un primer aspecto, la invencién se refiere a una particula similar a virus (VLP)
que comprende las proteinas de capside de rinovirus humano VPO, VP1 y VP3 o que comprende las proteinas de
capside de rinovirus humano VP1, VP2, VP3 y VP4.

Las proteinas de capside en la VLP pueden ser de un serotipo o de diferentes serotipos. Por tanto, en una realizacién,
todas las proteinas de capside tienen su origen en el mismo serotipo. En otra realizacion, las proteinas de capside
tienen su origen en dos o mas serotipos diferentes, tales como dos o mas serotipos diferentes seleccionados del grupo
que consiste en: HRV 1B, 2, 3, 8, 10, 14, 26, 29, 31, 39, 47, 61, 62, 63, 66, 77, 97 y 100.

Modificaciones proteicas

La VLP de acuerdo con la invencion puede comprender solo proteinas de capside naturales, por ejemplo de un serotipo
especifico mencionado en el presente documento. Sin embargo, en otra realizacion, una o mas proteinas de capside
se han modificado para hacerlas inmunogénicamente mas similares a otros serotipos, incrementando asi su potencial
para inducir una respuesta inmunitaria que reconocera rinovirus de otros serotipos.

Por tanto, en una realizacién, una o mas de las proteinas de capside comprenden al menos una modificaciéon que
incrementa la capacidad de la VLP para inducir una respuesta inmunitaria de reaccién cruzada contra multiples
serotipos, en comparacion con una VLP en la que dicha modificacién no esta presente. Tal respuesta inmunitaria de
reaccion cruzada puede implicar anticuerpos de reactividad cruzada y/o respuestas celulares de reactividad cruzada.

En una realizacion, la modificacion consiste en la insercién de un péptido de una proteina de la capside de un rinovirus,
en la que dicho péptido es capaz de inducir una respuesta inmunitaria de reaccién cruzada contra dos o0 mas serotipos.
Tipicamente, los péptidos insertados comprenden secuencias que estan conservadas entre multiples serotipos. El sitio
de insercion para el péptido debe ser escogido de manera que no eviten la formacién de VLP. La formacién de VLP
puede ensayarse como se describe en los Ejemplos en el presente documento.

En una realizacion adicional del presente documento, dicha VLP (es decir, las proteinas de capside de la VLP)
comprende 2, 3, 4 o mas inserciones de péptidos de proteinas de capside rinoviral, opcionalmente de 2 o mas
proteinas de capside diferentes, por ejemplo, insercién de un péptido de VP1 e insercion de un péptido de VP4. En
una realizacién adicional, uno, mas o todos los mencionados péptidos consisten en menos de 50 aminoacidos de la
proteina de la capside, tal como entre 10 y 30, por ejemplo entre 8 y 18 aminoacidos de la proteina de la capside. En
otra realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 32-45 de VP1 o una variante de
aminoacidos 32-45 de VP1 que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica. En una realizacion especifica, el péptido
se selecciona de:

HRV14 (B): 32-PI LTANETGATMPV-45  [SEQ ID NO: 7]
HRV8 (A-M): 32-PALDAAETGHTSSV-45 [SEQ ID NO: 8]
HRV25(A-m): 32-PILDAAETGHTSNV-45 [SEQ ID NO: 9]
HRV_C_026: 32-QALGAVEIGATADV-45  [SEQ ID NO: 10]

0 una variante del mismo que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o
adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica.

En una realizaciéon adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 1-16 de VP4 o una variante de
aminoacidos 1-16 de VP4 que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o
adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica. En una realizacién especifica, el péptido
se selecciona de:

HRV14 (B): 1-GAQVSTQKSGSHENQN-16  [SEQ ID NO: 11]
HRV100(A-M): 1-GAQVSRQNVGTHSTQN-16  [SEQ ID NO: 12]
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HRV_C_026: 1-GAQVSRQSVGSHETMI-16  [SEQ ID NO: 13]

o una variante del mismo que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o
adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 147-162 de VP1 (por ejemplo,
VP1 de HRV14) o una variante de los aminoacidos 147-162 de VP1 que tiene adiciones o deleciones de 1-4
aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia
peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 1-30 de VP4 (por ejemplo, VP4
de HRV14) o una variante de los aminoacidos 1-30 de VP4 que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en
algun extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 1-24 de VP4 (por ejemplo, VP4
de HRV14) o una variante de los aminoacidos 1-24 de VP4 que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en
algun extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 1-8 de VP1 (por ejemplo, VP1 de
HRV14) o una variante de los aminoacidos 1-8 de VP1 que tiene adiciones o deleciones de 1-4 aminoacidos en algun
extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 277-283 de VP1 (por ejemplo,
VP1 de HRV14) o una variante de los aminoacidos 277-283 de VP1 que tiene adiciones o deleciones de 1-4
aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia
peptidica.

En una realizacion adicional, uno de los péptidos esta formado por los aminoacidos 275-285 de VP1 (por ejemplo,
VP1 de HRV14) o una variante de los aminoacidos 275-285 de VP1 que tiene adiciones o deleciones de 1-4
aminoacidos en algun extremo y/o sustituciones o adiciones o deleciones de 1-2 aminoacidos dentro de la secuencia
peptidica.

En realizaciones particulares, las sustituciones de aminoacidos como se mencionan en el presente documento son
sustituciones conservativas.

Algunas posiciones en la proteina de la capside son adecuadas para la insercion de tales péptidos.

En una realizacion, el péptido se ha insertado en VPO, tal como en VPO de HRV14, por ejemplo en una o mas de las
regiones que corresponden a 72-76, 131-175, 133-145, 158-165, 228-238, 231-237 o0 255-262 de VP2.

En una realizacion adicional, el péptido se ha insertado en VP1, tal como en VP1 de HRV14, por ejemplo en una o
mas de las regiones 73-102, 85--92, 129-149, 136-145, 160-168, 204-212, 208-215, 230-236 0 264-289 de VP1.

En una realizacién adicional, el péptido se ha insertado en VP2, tal como en VP2 de HRV14, por ejemplo, en una o
mas de las regiones que corresponden a 72-76, 131-175, 133-145, 158-165, 228-238, 231-237 o0 255-262 de VP2.

En una realizacion adicional, el péptido se ha insertado en VP3 tal como en VP3 de HRV14, por ejemplo en una o mas
de las regiones 54-95, 57-64, 72-77, 193-212, 196-204 o 226-236 de VP3.

En una realizacién adicional, el péptido se ha insertado en VP4 tal como en VP4 de HRV14.

Ademas, o como alternativa para la insercion de un péptido, la VLP puede comprender al menos una modificacion que
da como resultado la atenuacion de un epitopo inmunodominante. Los epitopos inmunodominantes son a menudo
hipervariables y, por tanto, mediante la atenuacion de tales epitopos, la respuesta inmunitaria puede llegar a ser mas
dirigida a otro epitopo de la capside, mas conservado.

En una de tales realizaciones, VPO comprende dicha modificacion, por ejemplo, en la que VPO se ha modificado de
manera que el epitopo del sitio NIm-Il se ha atenuado y/o en la que uno o mas restos en una o mas de las regiones
correspondientes a 131-175, 228-238 o 255-262 en VP2 se han modificado, por ejemplo en la que un resto
correspondiente al resto 158, 159, 161 y/o 162 se ha modificado.

En otra de tales realizaciones, VP1 comprende dicha modificacién, por ejemplo en la que VP1 se ha modificado de
manera que el epitopo del sitio NIm-l se ha atenuado y/o VP1 se ha modificado de manera que el epitopo del sitio
NIm-IB se ha atenuado y/o en la que uno o mas restos en una o mas de las regiones 73-102, 129-149, 204-212 y 264-
289 se ha modificado, por ejemplo en la que el resto 91 y/o 95 se ha modificado o en la que el resto 83, 85, 138 y/o
139 se ha modificado.

En otra de tales realizaciones, VP2 comprende dicha modificacién, por ejemplo en la que VP2 se ha modificado de
manera que el epitopo del sitio NIm-Il se ha atenuado y/o en la que uno o mas restos en una o mas de las regiones
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correspondientes a 131-175, 228-238 o0 255-262 se ha modificado, por ejemplo en la que un resto 158, 159, 161 y/o
162 se ha modificado.

En otra de tales realizaciones, VP3 comprende dicha modificacién, por ejemplo en la que VP3 se ha modificado de
manera que el epitopo del sitio NIm-Ill se ha atenuado y/o en la que uno o mas restos en una o mas de las regiones
correspondientes a 54-95, 193-212 o 226-236 se ha modificado, por ejemplo en la que un resto correspondiente al
resto 72, 75 y/o 78 se ha modificado.

En otra de tales realizaciones, VP4 comprende dicha modificacion.

Independientemente de silas modificaciones descritas anteriormente implican inserciones, deleciones o substituciones
de aminoacidos, las secuencias de las proteinas de capside permaneceran similares a las secuencias de las proteinas
naturales de las que derivan. La VLP puede contener una mezcla de proteinas de capside modificadas y no
modificadas.

En una realizacién, la proteina VPO es la proteina VPO de HRV14 o una variante de la misma, en la que la variante
tiene mas de un 90% de identidad de secuencia con VPO de HRV14.

En otra realizacion, la proteina VPO es la proteina VPO de HRV14 o una variante de la misma que tiene 1-25, tal como
adiciones o deleciones de 1-10 aminoacidos en cualquier extremo y 1-50, tales como 1-25, por ejemplo sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-15 de aminoacidos dentro de la secuencia.

En otra realizacion, la proteina VP1 es la proteina VP1 de HRV14 o una variante de la misma, en la que la variante
tiene mas de un 90% de identidad de secuencia con VP1 de HRV14.

En otra realizacion, la proteina VP1 es la proteina VP1 de HRV14 o una variante de la misma que tiene 1-25, tal como
adiciones o deleciones de 1-10 aminoacidos en cualquier extremo y 1-50, tales como 1-25, por ejemplo sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-15 de aminoacidos dentro de la secuencia.

En otra realizacion, la proteina VP2 es la proteina VP2 de HRV14 o una variante de la misma, en la que la variante
tiene mas de un 90% de identidad de secuencia con VP2 de HRV14.

En otra realizacion, la proteina VP2 es la proteina VP2 de HRV14 o una variante de la misma que tiene 1-25, tal como
adiciones o deleciones de 1-10 aminoacidos en cualquier extremo y 1-50, tales como 1-25, por ejemplo sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-15 de aminoacidos dentro de la secuencia.

En otra realizacion, la proteina VP3 es la proteina VP3 de HRV14 o una variante de la misma, en la que la variante
tiene mas de un 90% de identidad de secuencia con VP3 de HRV14.

En otra realizacion, la proteina VP3 es la proteina VP3 de HRV14 o una variante de la misma que tiene 1-25, tal como
adiciones o deleciones de 1-10 aminoacidos en cualquier extremo y 1-50, tales como 1-25, por ejemplo sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-15 de aminoacidos dentro de la secuencia.

En otra realizacion, la proteina VP4 es la proteina VP4 de HRV14 o una variante de la misma, en la que la variante
tiene mas de un 90% de identidad de secuencia con VP4 de HRV14.

En otra realizacion, la proteina VP4 es la proteina VP4 de HRV14 o una variante de la misma que tiene 1-25, tal como
adiciones o deleciones de 1-10 aminoacidos en cualquier extremo y 1-50, tales como 1-25, por ejemplo sustituciones
o adiciones o deleciones de 1-15 de aminoacidos dentro de la secuencia.

Como se describié anteriormente, En un aspecto adicional, la invencion se refiere a una composicion inmunogénica
que comprende una VLP de la invencion y un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y pueden seleccionarse por los expertos
en la materia. Por ejemplo, el vehiculo o excipiente puede incluir favorablemente un tampoén. Opcionalmente, el
vehiculo o excipiente contiene también al menos un componente que estabiliza la solubilidad y/o estabilidad. Entre los
ejemplos de agentes solubilizadores/estabilizadores se incluyen detergentes, por ejemplo, lauril sarcosina y/o Tween.
Otros agentes solubilizadores/estabilizadores alternativos incluyen arginina y polioles que forman cristales (tales como
la sacarosa, trehalosa y similares). En la técnica se conocen y se han descrito numerosos vehiculos y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, por E. W. Martin, Mack
Publishing Co., Easton, PA, 152 Edicién (1975).

Por consiguiente, los excipientes y vehiculos adecuados pueden seleccionarse por los expertos en la materia para
producir una formulacién adecuada para suministrar a un sujeto mediante una via de administracion seleccionada.
Entre los excipientes adecuados se incluyen, aunque de forma no limitante: glicerol, polietilenglicol (PEG), sorbitol,
trehalosa, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, L-prolina, sulfobetaina no detergente, hidrocloruro de guanidino, urea,
oxido de trimetilamina, KCI, Ca%*, Mg?*, Mn?*, Zn?* y otras sales de cationes divalentes relacionadas, ditiotreitol,
ditioeritrol y B-mercaptoetanol. Otros excipientes pueden ser detergentes (incluidos: Tween80, Tween20, Triton X-00,
NP-40, Empigen BB, octilglucésido, lauril maltésido, Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-0, Zwittergent 3-2, Zwittergent 3-
4, Zwittergent 3-6, CHAPS, desoxicolato de sodio, dodecilsulfato sédico, Bromuro de cetiltrimetilamonio).
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En una realizacion, la composiciéon comprende 2, 3, 4 o mas VLP diferentes de la invencién como se describe en el
presente documento.

Un aspecto importante de una vacuna contra rinovirus es que protegera contra un nimero suficiente de serotipos de
rinovirus para proporcionar proteccion efectiva contra la infecciéon por rinovirus. Por tanto, una combinacién de las
realizaciones anteriormente descritas puede proporcionar una composicién 6ptima. Por ejemplo, la composicion
inmunogénica de la invencion puede contener multiples VLP procedentes de diferentes serotipos y/o VLP que
comprenden proteinas de capside procedentes de diferentes serotipos y/o proteinas de capside modificadas en las
que se han insertado uno o mas péptidos conservados y/o proteinas de capside modificadas en las que uno o mas
epitopos inmunodominantes se han atenuado.

En ofra realizacion, la composicién inmunogénica comprende ademas un adyuvante, tal como el adyuvante Thl. Entre
los adyuvantes adecuados se incluyen suspensiones de minerales (alumbre, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio) en las que se adsorbe el antigeno; emulsiones, incluyendo agua en aceite y aceite en agua (y variantes de
las mismas, incluyendo emulsiones dobles y emulsiones reversibles), liposacaridos, lipopolisacaridos, acidos nucleicos
inmunoestimuladores (tales como oligonucleétidos CpG), liposomas, agonistas de receptores tipo Toll (particularmente
agonistas de TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9) y varias combinaciones de tales componentes.

En una realizacion preferida, el adyuvante es una sal de aluminio, tal como el hidréxido de aluminio. En otra realizacion
preferida, el adyuvante comprende un agonista de TLR4, tal como el monofosforil lipido A 3-O-desacilado (3D-MPL)
y/o una saponina, tal como la QS21 (documento WO 96/33739), preferentemente en una formulacion liposomal.

En otra realizacion, la composicion inmunogénica comprende antigenos adicionales derivados de patégenos distintos
del HRV, tales como Moraxella catarrhalis (MCat) o Haemophilus influenzae no-tipable (NTHI). Se contempla
particularmente la inclusion de antigenos dirigida a MCat y NTHI en la prevencion o tratamiento de EPOC (en inglés,
COPD).

En un aspecto, la invencion se refiere a la VLP o a la composicion inmunogénica como se describe en el presente
documento para su uso en la prevencion o tratamiento en seres humanos de una infeccién rinoviral, tal como la
prevencioén o tratamiento del resfriado comun.

En otro aspecto, la invencion se refiere a la VLP o a la composicion inmunogénica como se describe en el presente
documento para su uso en la induccion de una respuesta inmunitaria que implica anticuerpos neutralizantes y/o una
respuesta celular, contra rinovirus en seres humanos. En una realizacién, los anticuerpos neutralizantes son
anticuerpos de neutralizacion cruzada.

La presente divulgacion también se refiere al uso de una VLP o una composicidon inmunogénica como se describe en
el presente documento, en la fabricacién de un medicamento para la prevencion o tratamiento en seres humanos de
infecciones rinovirales, tal como la prevencion o tratamiento del resfriado comun.

La presente divulgacion también se refiere al uso de una VLP o una composicidon inmunogénica como se describe en
el presente documento, en la fabricacién de un medicamento que induce una respuesta inmunitaria que implica
anticuerpos neutralizantes y/o una respuesta celular, contra rinovirus en seres humanos. En una realizacion, los
anticuerpos neutralizantes son anticuerpos de neutralizacién cruzada.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria, tal como una
respuesta inmunitaria que implica anticuerpos neutralizantes y/o una respuesta celular, contra rinovirus en seres
humanos, que comprende la administracion a un ser humano de un VLP o una composiciéon inmunogénica como se
describe en el presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria, tal como una
respuesta inmunitaria que implica anticuerpos de neutralizacion cruzada y/o una respuesta celular, contra rinovirus en
seres humanos, que comprende la administracion a un ser humano de un VLP o una composicién inmunogénica como
se describe en el presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para prevenir infecciones de rinovirus o enfermedades
relacionadas con rinovirus, tales como el resfriado comun, EPOC (en inglés, COPD) o exacerbaciones de asma, dicho
procedimiento comprende la administracion a un ser humano de una VLP o una composicidon inmunogénica como se
describe en el presente documento.

En otro aspecto, la invencion se refiere a la VLP o a la composicion inmunogénica como se describe en el presente
documento para su uso en la prevencion o tratamiento en seres humanos de EPOC (en inglés, COPD) o
exacerbaciones de asma.

La presente divulgacion también se refiere al uso de una VLP o una composicion inmunogénica como se describe en
el presente documento, en la fabricacion de un medicamento para la prevencion o tratamiento de EPOC (en inglés,
COPD) o exacerbaciones de asma en seres humanos.
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Las composiciones inmunogénicas pueden ser para provocar una respuesta inmunitaria contra HRV en bebés
humanos (es decir, bebés entre el nacimiento y 1 afo, tal como entre 0 y 6 meses, a la edad de la dosis inicial). O en
otra realizacion, las composiciones inmunogénicas pueden ser para provocar una respuesta inmunitaria contra HRV
en humanos ancianos. O la composiciéon inmunogénica puede ser para la administracion a adultos o nifios. Se
apreciara que la eleccion de adyuvante puede ser distinta en estas aplicaciones diferentes y el adyuvante éptimo y la
concentracion para cada situacion puede determinarse empiricamente por los expertos en la materia.

Las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento pueden administrarse como vacunas por
cualquiera de una diversidad de rutas. Se prefieren las administraciones intramusculares, sublinguales e intradérmicas.

La dosis de las VLP puede variar con la condicién, sexo, edad y peso del individuo y la via de administracion de la
vacuna. La cantidad puede también variar con el nimero de diferentes VLP.

Tipicamente, la cantidad de proteina en cada dosis de la composicién inmunogénica se selecciona como una cantidad
que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos importantes en el sujeto tipico. En este
contexto, inmunoprotector no significa necesariamente completamente protector contra infeccion; significa proteccion
contra los sintomas o la enfermedad, especialmente la enfermedad severa asociada con el virus. La cantidad de
antigeno puede variar dependiendo del inmundgeno especifico que se emplee. En general, es de esperar que cada
dosis humana comprenda 1-1000 pg de proteina. Adecuadamente, cada dosis de vacuna comprende 1-100 ug de
cada VLP, adecuadamente al menos 5 ug, o al menos 10 pg, por ejemplo, entre 5-50 ug de cada VLP.

Las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento adecuadamente generan una respuesta
inmunitaria en un sujeto humano o animal contra al menos 2 rinovirus diferentes o dos serotipos diferentes de un
rinovirus tales como dos serotipos diferentes de HRV, adecuadamente 2 o mas, 3 o mas, 4 omas, 5omas, o 10 o
mas serotipos diferentes de HRV. La proteccién cruzada contra diferentes serotipos de HRV puede identificarse, por
ejemplo, utilizando un modelo animal, por ejemplo modelos de ratén (Bartlett y col. 2008).

De manera adecuada, la composicion inmunogénica se administra con un régimen de 2 o 3 dosis, por ejemplo en un
régimende 0,10de0,20de0,30de0,40de0,50de0, 6 0de0, 12 meses respectivamente, o un régimen de 0,
1,6 0de0, 2,6 0de 0, 6, 12 meses respectivamente.

Procedimientos para producir VLP rinovirales

En una realizacion, las etapas VLP de la invencion se produce por un procedimiento para producir VLP rinovirales que
comprende las etapas de:

a. producir constructos que codifican proteinas de capside necesarias para la formaciéon de una VLP, en la que
cada una de las proteinas de capside esta codificada como una proteina de fusiéon con una proteina chaperona,
b. coexpresar dichos constructos en la misma célula hospedadora o expresar uno o mas de dichos constructos en
células hospedadoras separadas y

c. lisar dichas células hospedadoras y, en caso de expresidon separada, reunir todas las proteinas de capside
necesarias para una VLP.

La expresion "proteina chaperona" o "secuencia chaperona”, cuando se emplea en el presente documento, se refiere
a una proteina que ayuda a otras proteinas a plegarse adecuadamente y que estabiliza proteinas. Tipicamente, un
plegamiento y estabilizacion adecuados conllevan la mejora de la solubilidad. Son ejemplos de tales proteinas
chaperonas SUMO y Hsp90. En una realizacién, dicha proteina chaperona es SUMO o Hsp90, preferentemente
SUMO. En una realizacion alternativa, se coexpresan tanto constructos que utilizan SUMO como chaperona como
constructos que utilizan Hsp90 como chaperona.

En una realizacion, el procedimiento comprende adicionalmente la etapa d. eliminar dicha proteina chaperona. En una
realizacion especifica, la proteina chaperona es SUMO. La eliminacién de SUMO en la etapa d. puede realizarse, pero
no necesariamente, utilizando SUMOstar proteasa.

En la técnica se conocen bien procedimientos para la producciéon de constructos de acidos nucleicos. En ciertas
realizaciones, se optimizan los codones de los acidos nucleicos recombinantes que codifican las proteinas para la
expresion en una célula hospedadora seleccionada. Para facilitar la replicacion y la expresion, los constructos de acido
nucleico que codifican las proteinas pueden incorporarse en un vector, tal como un vector de expresiéon procariota o
eucariota.

Entre las células hospedadoras adecuadas se incluyen células hospedadoras procariotas (es decir, bacterias), tales
como E. coli, asi como numerosas células hospedadoras eucariotas, incluyendo células fungicas (por ejemplo,
levaduras), células de insectos, células vegetales y células de mamiferos (tales como células CHO y HEK293). Las
células hospedadoras preferidas son células eucariotas, por ejemplo, células de mamiferos, en concreto las células
HEK293.

Las células hospedadoras pueden cultivarse en un medio nutriente convencional modificado de manera adecuada
para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar las secuencias polinucleotidicas insertadas. Las
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condiciones de cultivo, tales como la temperatura, pH y similares, son tipicamente aquellas utilizadas previamente con
la célula hospedadora seleccionada para expresion y seran evidentes para los expertos en la materia y en las
referencias citadas en el presente documento, que incluyen, por ejemplo, Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a
Manual of Basic Technique, Tercera Edicion, Wiley-Liss, New York y las referencias alli citadas. Ademas de Sambrook,
Berber y Ausubel, pueden encontrarse detalles respecto al cultivo celular en Payne y col. (1992) Plant Cell and Tissue
Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg and Phillips (Eds) (1995) Plant Cell, Tissue
and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York) y Atlas
and Parks (Eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FL.

Tipicamente, el procedimiento para producir VLP tal como se describié anteriormente en el presente documento
comprendera adicionalmente una o mas etapas de purificacion, por ejemplo, una etapa de purificacién entre las etapas
pasos c. y d. y/o una etapa de purificacion después de la etapa d.

La adicion de una etiqueta a la proteina de fusion puede facilitar la purificacion. En una realizacién, la proteina de
fusion comprende una etiqueta histidina. Las proteinas que comprenden una etiqueta histidina se pueden purificar
empleando cromatografia de afinidad de metales inmovilizados. Por tanto, en una realizacién, el procedimiento
comprende una etapa de purificacion que comprende la cromatografia de afinidad de metales inmovilizados.

Cuando se emplea en el presente documento el término "Hsp90" se refiere a la proteina de choque térmico 90. Entre
las alternativas se incluyen otros miembros de la familia de chaperonas moleculares de 90 kDa, tal como describid
Csermely P. y col. ("The 90-kDa Molecular Chaperone Family: Structure, Function, and Clinical Applications. A
Comprehensive Review" Pharmacol. Ther. Vol. 79, n.° 2, pag. 129-168, 1998).

Cuando se emplea en el presente documento una "secuencia SUMO" o "SUMO" se hace referencia a una secuencia
o proteina modificadora pequefia relacionada con la ubiquitina. Las secuencias SUMO, como otras proteinas
chaperonas, aumentan la solubilidad de proteinas de fusién expresadas. Se han descrito secuencias SUMO
adecuadas en Ulrich "SUMO Protocols" Methods in Mol Biol 497. Humana Press 2009 e incluyen SUMO-1, SUMO-2,
SUMO-3, SUMO-4, Smt3 y Pmt3. Un sistema de expresion pET SUMO para expresion bacteriana esta disponible en
Life Technologies, por ejemplo. La tecnologia de fusion de SUMO se ha revisado por Panavas y col. 2009 Methods
Mol Biol 497:303.

En una realizacion preferida, la secuencia SUMO es Smt3.
En una realizacion, la secuencia SUMO se elimina empleando SUMO proteasa.

De manera adecuada, uno de los constructos codifica VPO y dicho constructo codifica la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 2.

De manera adecuada, uno de los constructos codifica VP3 y dicho constructo codifica la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 4.

De manera adecuada, uno de los constructos codifica VP1 y dicho constructo codifica la secuencia expuesta en la
SEQ ID NO: 6.

Ejemplos
MATERIALES Y METODOS

1. Generacion de los plasmidos de expresion

Optimizacion de codones

Como referencia se utilizo la secuencia gendmica HRV14 de rinovirus de NCBI (nimero de referencia NC_001490).
Se optimizaron los codones de la porcion de la secuencia gendmica del HRV14 que codifica el precursor de la proteina
estructural P1 para alinear con la tabla de uso de codones de Homo sapiens para facilitar la expresién en la
hospedadora de expresion seleccionada derivada de humano que es la linea celular de Rifidn Embrionario Humano
293 (HEK293). Aunque se optimizé la secuencia de nucleotidos, ninguna de estas sustituciones tuvo como resultado
la alteracion de la secuencia de aminoacidos.

Construccion de constructo

Se aplica el mismo procedimiento a los tres constructos SUMO-VP quiméricos (SUMO-VPO (SEQ ID NO: 1, que
cadifica la SEQ ID NO: 2), SUMO-VP3 (SEQ ID NO: 3, que codifica la SEQ ID NO: 4) y SUMO-VP1 (SEQ ID NO: 5,
que codifica la SEQ ID NO: 6)) generados para el experimento.

El fragmento de ADN que codifica el SUMO-VP quimérico se gener6 mediante ensamblaje de dos fragmentos de ADN
mas pequeiios. El primer fragmento de ADN consistio en la secuencia codificante completa para la proteina de fusion
SUMOstar y una porcion de la proteina estructural VP de HRV. El segundo fragmento se amplificé mediante PCR a
partir de un molde de ADN de HRV14 con codones optimizados. Los dos fragmentos se ensamblaron utilizando PCR.
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Clonaciéon molecular

Se utilizaron el fragmento ensamblado y el vector de expresion eucariético pTT5 (Zhang y col. (2009) Protein Expr
Purif 65:77) para generar los plasmidos de expresion. En las siguientes referencias pueden encontrarse suficientes
procedimientos para guiar a un experto en la materia: Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2000; y Ausubel y col. Short Protocols in Molecular Biology,
42 ed., John Wiley & Sons, Inc., 1999.

2. Descripcion de las condiciones de expresion de proteinas

Mantenimiento de células

El experimento se realizé en un sistema de expresion de mamifero. Las células se cultivaron en suspension en un
medio de expresion F17 libre de origen animal, definido quimicamente, libre de proteinas (Life Technologies, CA, USA)
suplementado con Glutamina 4 mM y Pluronic F-68 0,1 % a 37 °C, CO25 % y 120 rpm. Se realizaron pases por dilucion
en medio fresco regularmente. Las células se mantuvieron dentro del intervalo de densidad de células viables 0,2 -
4,0 X 108 células/ml. Se monitoriz6 la densidad celular y la viabilidad mediante un contador de células Cellometer
(Nexcelom Bioscience).

Transfeccion transitoria

En adelante se proporciona un ejemplo de una transfeccion transitoria a una escala de 30 ml. Los volumenes
aumentaron a escala de acuerdo con esto para una mayor produccion de hasta 4 litros. Para la etapa de transfeccion
se utilizd el mismo medio de cultivo (F17 libre de origen animal, definido quimicamente, libre de proteinas
suplementado con Glutamina 4 mM y Pluronic F-68 0,1 %) que para la seccion anterior de mantenimiento de células.

En resumen, el dia antes de la transfeccion, se sembrd un matraz de agitacion para cultivo celular de 125 ml con 30 ml
de células HEK293-6E a una densidad de células viables de 5,0 X 10° células/ml y estas se dejaron crecer durante la
noche a 37 °C, CO2 5 % 110-120 rpm. El dia de la transfeccion, la densidad celular se ajusto a 1,0 X 108 células/ml.
Las mezclas de transfeccion se prepararon como sigue; 12,5 ug de plasmidos de expresion de calidad de transfeccion
His-SUMO-VP0, His-SUMO-VP3 y His-SUMO-VP1 (en total 37,5 ug de plasmidos de expresion) se diluyeron en
tampon Opti-Pro™ SFM (Life Technologies, CA, USA) hasta un volumen total de 0,6 ml. De manera similar, se
diluyeron también 37,5 ul del reactivo de transfeccion FreeStyle Max en Opti-Pro™ SFM hasta un volumen total de
0,6 ml. ElI ADN diluido y el reactivo de transfeccion se mezclaron después y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después del tiempo de incubacion, la mezcla de transfeccion se afiadié lentamente alas células
y se pusieron de nuevo en cultivo a 37 °C, CO2 5 % 110-120 rpm durante un periodo de expresion de 6 dias. En ese
momento, las células se recogieron por centrifugacion a 6000 x g durante 10 minutos a 4 °C.

3. Descripcion de la purificacion de proteinas

Lisis celular

El sedimento celular correspondiente a 2 L de cultivo, se resuspendi6 en 50 ml de tampdn Bicine 20 mM (pH 8,3) que
contenia NaCl 0,5 M. La suspension celular se interrumpid, utilizando un disruptor de células TS Bench Top Constant
Cell Disrupter System 1,1 KW (Constant Systems, Ltd), mediante dos pases a 15 000 PSI (libras por pulgada
cuadrada). El material soluble (sobrenadante) e insoluble (sedimento) se separaron mediante centrifugacion a 20 000
x g durante 20 min a 4 °C.

Etapa de purificacion IMAC

Se purificd el material soluble que contenia los tres SUMO-VP quiméricos coexpresados bajo condiciones naturales
en cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) utilizando un sistema de purificacion de proteinas
(PROFINIA™ Bio-Rad Laboratories, Inc. o el sistema AKTA, GE Healthcare, Inc.). La preparacion de proteinas se
carg6 a 2 ml/min en columnas His Trap FF de 5 ml (GE Healthcare, Inc.) preequilibradas con tampén Bicine 20 mM
(pH 8,3), NaCl 0,5 M, (que produce una "fraccion que fluye a través de la columna"). A continuacion, se lavo la columna
con un caudal de 10 ml/min, utilizando 5 volimenes de columna (CV) del mismo tampén (produciendo una "fraccion
de lavado n.° 1"), seguido de 5CV del tampodn suplementado con imidazol 10 mM (produciendo una "fraccion de lavado
n.° 2"). La etapa de elucion se llevo a cabo empleando dos CV de tampén Bicine 20 mM (pH 8,3), NaCl 0,5 M, imidazol
250 mM y a un caudal de 2 ml/min, produciendo una "fraccion de elucion”.

Etapa de purificacion SEC

Se carg6 una fraccion de la "fraccion de elucion" IMAC en una columna de cromatografia de exclusion por tamafo
(SEC) (HiLoad™ Superdex™ 200pg, GE Healthcare, Inc) preequilibrada en tampoén Bicine 20 mM (pH 8,3) que
contenia NaCl 0,5 M, con y sin TCEP 1 mM, a 2,5 ml/min. Las fracciones se analizaron y agruparon segun los
resultados de la electroforesis en gel poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Cuando fue necesario, se
concentraron proteinas usando la unidad de filtracion ultracentrifuga de Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit-10.000
NMWL (EMD Millipore, Inc.).
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4. Utilizacion de la SUMOstar proteasa

Se trataron las proteinas quiméricas purificadas SUMO-VP con la SUMOstar proteasa (SUMOstar kit (cat n.° 7110) de
Life Sensors) para eliminar las partes de la proteina de fusion His-SUMO vy liberar las proteinas VP. Se anadio la
SUMOstar proteasa a la preparacion de proteinas segun la proporcién recomendada (1 U/100 ug) en presencia del
tampon de SUMOstar proteasa y DTT de 1 a 5 mM Yy se incubd a 30 °C, durante mas de 60 minutos. Los experimentos
de protedlisis se pueden realizar en presencia de resina de IMAC sefarosa 6 FF, GE Healthcare, Inc).

5. Descripcion de la caracterizacion de particulas

Preparacion de muestra para SDS-PAGE

Por ejemplo, se centrifugdé 1 ml de cultivo a 14 000 RPM durante 2 min. El sedimento celular se resolubilizé usando
140 0 210 pyl de tampdn de urea 8 M, 10 o 15 pl de ditiotreitol (DTT) 1 M y 50 o 75 pl de Tampdn de Muestra NUPAGE®
LDS (dodecil sulfato de litio) 4X (Life Technologies). Se lisaron las células en suspensién mediante sonicacion, con 10
a 15 ciclos de 2 segundos de sonicacién a 0,08 vatios de salida, amplitud de 40-50, seguido de una etapa de pausa
de un segundo (Vibra Cell, Sonics & Materials, Inc.). Después, se centrifugaron los lisados celulares a 14 000 RPM
durante 2 min para separar los componentes insolubles. A continuacién, se calentaron las muestras a 70 °C durante
10 minutos.

Como alternativa, cuando se desed ver el efecto de la secuencia SUMO sobre la solubilidad de las proteinas
coexpresadas, por ejemplo en el caso de la Figura 1, las muestras se prepararon como sigue. Se aislaron las células
contenidas en 1 ml de cultivo mediante centrifugacion a 5000 g durante 5 minutos. Se resuspendid el sedimento celular
en 200 pl de Bicine 20 mM y 150 ml de NaCl y se sonicd. Las proteinas solubles e insolubles se separaron por
centrifugacion a 14000 rpm durante 10 minutos. Se resuspendi6 el sedimento obtenido en 200 ul de Bicine 20 mM,
urea 8 M y se sonico. La parte soluble quedé asi contenida en el sobrenadante.

Las proteinas purificadas se prepararon para analisis con SDS-PAGE afiadiendo 70 ul de muestra, 5ulde DTT 1 My
25 ul de Tampoén de Muestra LDS 4X.

Andlisis de SDS-PAGE

Se realizaron analisis de SDS-PAGE segun las recomendaciones del fabricante (Life Technologies) empleando geles
NUPAGE® Bis-Tris al 4-12 %. Las preparaciones de muestras, tampones y condiciones de migracion se realizaron en
condiciones recomendadas por los proveedores.

DLS

Se evalué el estado de oligomerizacion de VLP-VP-SUMO por dispersion de luz dinamica (DLS), la cual se utiliza para
evaluar radios hidrodinamicos en solucion, para proporcionar informacién sobre homogeneidad y detectar la presencia
de particulas de elevado peso molecular. Esto esta basado en el calculo del coeficiente de difusién de las diferentes
especies que se obtienen mediante la medicion de la fluctuacion de la dispersion de luz, que depende del peso
molecular y la forma de la proteina y de otros constituyentes menores de la muestra. En resumen, se centrifugaron
muestras obtenidas de la etapa de purificacion SEC a 20 000 g durante 2 minutos antes de cargarlos en una placa de
bajo volumen de 384 pocillos de fondo negro transparente plano Corning 3540 y se sometieron a analisis DLS
utilizando un lector de placas DynaPro® Plate de Wyatt Technology a 25 °C. Para cada muestra analizada con DLS,
se cargaron cinco pocillos consecutivos con la misma muestra y se tomaron seis mediciones consecutivas en el mismo
pocillo que se midieron recogiendo datos de dispersion de luz durante 15 s. La distribucion del tamafio de particulas
de analisis por ajuste de cumulantes o de normalizacion y el indice de polidispersidad se calcularon a partir de la
funcion de correlacion utilizando el software Dynamics Software version 7.1.7 (Wyatt Technology).

MET

Se prepararon muestras obtenidas de la etapa de purificacion SEC para tincién negativa para MET (Microscopia
Electrénica de Transmision) utilizando acido fosfotungsténico 3 % como agente de contraste y las muestras se
adsorbieron en rejillas de MET (malla 200) usando un Airfuge (una ultracentrifuga accionada por aire fabricada por
Beckman). Se dej6 secar completamente el material al aire y se examind con microscopia electrénica de transmision
(Hitachi H-7100) a 75 kV.

RESULTADOS
Expresiéon en HEK293

Se utilizaron tres plasmidos de expresion (His-SUMO-VPO, His-SUMO-VP3 y His-SUMO-VP1) para transfectar de
forma simultanea e individualmente células HEK293-6E. Después de un periodo de expresion de 6 dias, se recogieron
las células HEK293-6E transfectadas, se resuspendieron y se lisaron. Las fracciones solubles e insolubles se cargaron
en LDS-PAGE y se sometieron a transferencia de Western. El analisis de transferencia de Western utilizando
anticuerpo polivalente anti-His de conejo revel6 que individualmente los 3 His-SUMO-VP se expresaron a un nivel
relativamente alto, pero principalmente en la fraccién insoluble. Por otro lado, la solubilidad mejoré cuando los 3 His-
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SUMO-VP se coexpresaron (Figura 1).
Etapa de purificacion 1

La totalidad del sedimento de HEK293 se resuspendié en un tampdén adecuado para mantener las proteinas en una
condiciéon natural (sin desnaturalizacion). La suspension celular se interrumpié y las fases se separaron por
centrifugacion. La fraccion soluble se usé para realizar una purificacion IMAC convencional en condiciones naturales.

Etapa de purificacion 2

Las proteinas / particulas purificadas en condiciones naturales de IMAC se sometieron a una etapa adicional de
purificacion. Mediante la realizacion de una etapa de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC), los presentes
solicitantes tenian por objeto separar el material cargado en funcién de su tamafo en soluciéon. Se agruparon muestras
de diferentes fracciones que contenian His-SUMO-VP y se caracterizacion por su contenido de particulas.

Dispersion de luz dinamica (DLS) y Microscopia electrénica de transmision (MET)
Las diferentes fracciones agrupadas se analizaron en paralelo en DLS (Tabla 1) y MET (Figura 2).

Tabla 1. Resultados de los diametros del experimento de dispersién de luz dindmica en modo discontinuo.

Aluste de Ajuste de normalizacion
cumulante
Muestra Diametro (hnm) | Diametro (nm) | % Masa | % Polidispersidad | % Intensidad
His-SUMO-VP 37,0+ 8,6 276+1,4 94,8 34,6 97,8

El diametro hidrodinamico de 27,6 nm medido es coherente con el intervalo de tamarfios esperado para una particula
similar a virus (VLP). Ademas, el elevado porcentaje de masa € intensidad de la poblacion objetivo y el bajo diametro
hidrodinamico de la muestra en su conjunto (ajuste de cumulante) sugieren una buena homogeneidad de la muestra.

Ambos procedimientos proporcionan a los presentes solicitantes buenas indicaciones de que las estructuras se
obtuvieron en el intervalo de 30 nm de diametro (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de diametros y amplitudes de distribucién y comparacion entre MET y DLS

Diametro hidrodinamico DLS Diametro externo MET
Muestra Media (nm) Media (nm)
His-SUMO-VP 276+1,4 30+3

Procesamiento de SUMO proteasa

Los datos descritos anteriormente se generaron empleando las proteinas purificadas His-SUMO-VP. Se realizé una
digestion in vitro de las proteinas His-SUMO-VP utilizando la SUMOstar proteasa para liberar la His-SUMO de la
porcion VP. Como

resultado, una clara indicacién de que una buena proporciéon de His-SUMO-VP se escindié adecuadamente (en His-
SUMO y VP) se evidencié por el hecho de que se observaron bandas nuevas en la porcion derecha de la Figura 3
correspondientes al peso molecular de las proteinas procesadas. Se realizaron analisis de transferencia de Western
empleando anti-His y anti-VPI y se confirmé ese resultado (Figura 4). Las Figuras 3 y 4 también parecen mostrar
alguna escision de la His-SUMO de la porcion VP antes de la digestion usando SUMO proteasa.

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1
Secuencia de nucledtidos que codifica SUMO-VPO de HRV14 (LVL1053-43)

13
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atgggtcatcaccatcatcatcacgggtccctgcaggactcagaagtcaatcaagaagctaageccagagg
tcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggatcttcagagatecttett
caagatcaaaaagaccactcctttaagaaggctgatggaagecgttcgctaaaagacagggtaaggaaatyg
gactccttaacgttcttgtacgacggtattgaaattcaagctgatcagaccecctgaagatttggacatgg
aggataacgatattattgaggctcacagagaacagattggaggtggcgcccaggtgagcacccagaagag
cggcagccacgagaaccagaacatcctgaccaacggcagcaaccagaccttecaccgtgatcaactactac
aaggacgccgccagcaccagcagcgccggccagagecctgagecatggaccccagcaagttcaccgageecyg
tgaaggacctgatgctgaagggcgcccccgecctgaacagecccaacgtggaggectgecggectacagega
ccgggtgcagcagatcaccctgggcaacagcaccatcaccacccaggaggeccgceccaacgecgtggtgtge
tacgccgagtggcccgagtacctgeccgacgtggacgccagcgacgtgaacaagaccagcaagceccgaca
ccagcgtgtgccggttctacaccctggacagcaagacctggaccaccggcagcaagggctggtgetggaa
gctgcccgacgcececctgaaggacatgggecgtgtteggeccagaacatgttctteccacagectgggecggage
ggctacaccgtgcacgtgcagtgcaacgccaccaagttccacageggectgectgectggtggtggtgatee
ccgagcaccagctggccagccacgagggcggcaacgtgagcgtgaagtacaccttcacccacceccggcga
gcggggcatcgacctgagcagcgceccaacgaggtgggcggecccgtgaaggacgtgatctacaacatgaac
ggcaccctgctgggcaacctgctgatcttccecccaccagttcatcaacctgeggaccaacaacaccgeca
ccatcgtgatccectacatcaacagcgtgecccatcgacagcatgacccggcacaacaacgtgagectgat
ggtgatccccatcgeccecceccecctgaccgtgecccaccggcgceccacceccagectgeccatcaccgtgaccatce
gcccecceccatgtgcaccgagttcagecggcatccggagcaagagcatcgtgecccagtgataa

SEQID NO: 2
Secuencia de aminoacidos de SUMO-VPO0 de HRV14 (LVL1053-43)

MGHHHHHHGSLODSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEM
DSLTFLYDGIEIQADQTPEDLDMEDNDI IEAHREQIGGGAQVSTOKSGSHENONILTNGSNQTFTVINYY
KDAASTSSAGQSLSMDPSKEFTEPVKDLMLKGAPALNSPNVEACGYSDRVQQITLGNSTITTQEAANAVVC
YAEWPEYLPDVDASDVNKTSKPDTSVCREYTLDSKTWTTGSKGWCWKLPDALKDMGVEGONMEFFHSLGRS
GYTVHVQCNATKFHSGCLLVVVIPEHQLASHEGGNVSVKYTFTHPGERGIDLSSANEVGGPVKDVIYNMN
GTLLGNLLIFPHQFINLRTNNTATIVIPYINSVPIDSMTRHNNVSLMVIPIAPLTVPTGATPSLPITVTI
APMCTEFSGIRSKSIVPQ

SEQID NO: 3
Secuencia de nucledtidos que codifica SUMO-VP3 de HRV14 (LVL1054-21)
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atgggtcatcaccatcatcatcacgggtccctgcaggactcagaagtcaatcaagaagctaagccagagyg
tcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggatcttcagagatecttett
caagatcaaaaagaccactcctttaagaaggctgatggaagcgttcgectaaaagacagggtaaggaaatyg
gactccttaacgttcttgtacgacggtattgaaattcaagctgatcagaccecctgaagatttggacatgg
aggataacgatattattgaggctcacagagaacagattggaggtggcctgcccaccaccaccctgeeccgg
cagcggccagttcecctgaccaccgacgaccggcagagccccagecgecctgeccaactacgageccacccee
cggatacacatccccggcaaggtgcacaacctgectggagatcatccaggtggacaccctgatcececatga
acaacacccacaccaaggacgaggtgaacagctacctgatcccecctgaacgccaaccggcagaacgagea
ggtgttcggcaccaacctgttcatcggcgacggegtgttcaagaccaccectgetgggegagategtgeag
tactacacccactggagcggcagcecctgeggttcagectgatgtacaccggecccecgecctgagcagegeca
agctgatcctggcctacaccceccecceccggecgeccggggeccccaggaccggecgggaggecatgetgggeac
ccacgtggtgtgggacatcggcctgcagagcaccatcgtgatgaccatceccctggaccageggegtgeag
ttccggtacaccgaccccgacacctacaccagegecggcttectgagetgetggtatcagaccagectga
tcctgcececceccecgagaccaccggecaggtgtacctgetgagettecatcagegectgecccgacttcaaget

gcggctgatgaaggacacccagaccatcageccagaccgtggecctgaccgagtgataa

SEQ ID NO: 4
Secuencia de aminoacidos de SUMO-VP3 de HRV14 (LVL1054-21)

MGHHHHHHGSLODSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEM
DSLTFLYDGIEIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGGLPTTTLPGSGQFLTTDDRQSPSALPNYEPTP
RIHIPGKVHNLLEIIQVDTLIPMNNTHTKDEVNSYLIPLNANRONEQVFGTNLFIGDGVFKTTLLGEIVQ
YYTHWSGSLRESLMYTGPALSSAKLILAYTPPGARGPODRREAMLGTHVVWDIGLOSTIVMTIPWTSGVQ
FRYTDPDTYTSAGEFLSCWYQTSLILPPETTGOVYLLSFISACPDFKLRLMKDTQTISQTVALTE

Seq ID NO: 5
Secuencia de nucledtidos que codifica SUMO-VP1 de HRV14 (LVL1055-12)

atgggtcatcaccatcatcatcacgggtccctgcaggactcagaagtcaatcaagaagctaageccagagyg
tcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggatcttcagagatcttectt
caagatcaaaaagaccactcctttaagaaggctgatggaagcgttcgctaaaagacagggtaaggaaatg
gactccttaacgttcttgtacgacggtattgaaattcaagctgatcagacccctgaagatttggacatgg
aggataacgatattattgaggctcacagagaacagattggaggtggcctgggecgacgagectggaggaggt
gatcgtggagaagaccaagcagaccgtggccagcatcagcagcggeccccaagcacacccagaaggtgecce
atcctgaccgccaacgagaccggcgccaccatgeccgtgectgecccagcgacagcatcgagaccecggacca
cctacatgcacttcaacggcagcgagaccgacgtggagtgecttecctgggecgggecgectgegtgcacgt
gaccgagatccagaacaaggacgccaccggcatcgacaaccaccgggaggccaagctgttcaacgactgg

aagatcaacctgagcagcctggtgcagctgcggaagaagctggagctgttcacctacgtgecggttcgaca

15



ES 2754 238 T3

gcgagtacaccatcctggccaccgeccageccagecccgacagegccaactacagcagcaacctggtggtgea
ggccatgtacgtgccccceccggcgeccccaaccccaaggagtgggacgactacacctggcagagcgecage
aaccccagcgtgttcttcaaggtgggcgacaccagececggttcagegtgececctacgtgggectggecageg
cctacaactgcttctacgacggctacagccacgacgacgccgagacccagtacggcatcaccgtgctgaa
ccacatgggcagcatggccttccggatcgtgaacgagcacgacgagcacaagaccctggtgaagateccgg
gtgtaccaccgggccaagcacgtggaggcctggattecccecgggecceccgggecctgecctacaccagea
tcggccggaccaactaccccaagaacaccgagecccgtgatcaagaagecggaagggcgacatcaagageta

ctgataa

SEQID NO: 6

Secuencia de aminoacidos de SUMO-VP1 de HRV14 (LVL1055-12)
MGHHHHHHGSLODSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEM
DSLTFLYDGIEIQADQTPEDLDMEDNDI IEAHREQIGGGLGDELEEVIVEKTKQTVASISSGPKHTQKVP
ILTANETGATMPVLPSDSIETRTTYMHFNGSETDVECFLGRAACVHEVTEIQNKDATGIDNHREAKLENDW
KINLSSLVQLRKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPDSANY SSNLVVQAMYVPPGAPNPKEWDDYTWQSAS
NPSVFFKVGDTSRESVPYVGLASAYNCEFYDGYSHDDAETQYGITVLNHMGSMAFRIVNEHDEHKTLVKIR
VYHRAKHVEAWIPRAPRALPYTSIGRTNYPKNTEPVIKKRKGDIKSY

SEQ ID NO: 14
>sp|P03303|2-331 - VPO - HRV14

GAQVSTOKSGSHENONILTNGSNQTFTVINYYKDAASTSSAGOSLSMDPSKEFTEPVKDLM
LKGAPALNSPNVEACGYSDRVQQITLGNSTITTOQEAANAVVCYAEWPEYLPDVDASDVNK
TSKPDTSVCREYTLDSKTWTTGSKGWCWKLPDALKDMGVEGONMFFHSLGRSGYTVHVQC
NATKFHSGCLLVVVIPEHQLASHEGGNVSVKYTFTHPGERGIDLSSANEVGGPVKDVIYN
MNGTLLGNLLIFPHQFINLRTNNTATIVIPYINSVPIDSMTRHNNVSLMVIPIAPLTVPT
GATPSLPITVTIAPMCTEFSGIRSKSIVPQ

SEQID NO: 15

>sp|P03303|568-856 - VP1 - HRV14
GLGDELEEVIVEKTKQTVASISSGPKHTQKVPILTANETGATMPVLPSDSIETRTTYMHF
NGSETDVECFLGRAACVHVTEIQNKDATGIDNHREAKLENDWKINLSSLVQLRKKLELET
YVREFDSEYTILATASQPDSANYSSNLVVQAMYVPPGAPNPKEWDDY TWQSASNPSVEEFRV
GDTSREFSVPYVGLASAYNCFYDGYSHDDAETQYGITVLNHMGSMAFRIVNEHDEHKTLVK
IRVYHRAKHVEAWIPRAPRALPYTSIGRTNYPKNTEPVIKKRKGDIKSY

SEQ ID NO: 16
>sp|P03303|70-331 - VP2 - HRV14

SPNVEACGYSDRVQOITLGNSTITTQEAANAVVCYAEWPEYLPDVDASDVNKTSKPDT SV
CREYTLDSKTWTTGSKGWCWKLPDALKDMGVEGONMEFHSLGRSGY TVHVQCNATKEFHSG
CLLVVVIPEHQLASHEGGNVSVKYTFTHPGERGIDLSSANEVGGPVKDVIYNMNGTLLGN
LLIFPHQFINLRTNNTATIVIPYINSVPIDSMTRHNNVSLMVIPIAPLTVPTGATPSLPI
TVTIAPMCTEFSGIRSKSIVPQ
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SEQID NO: 17
>sp|P03303|332-563 - VP3 - HRV14

GLPTTTLPGSGQFLTTDDRQSPSALPNYEPTPRIHIPGKVHNLLETI IQVDTLIPMNNTHT
KDEVNSYLIPLNANRONEQVEFGTNLEFIGDGVFKTTLLGEIVQYYTHWSGSLRESLMYTGP
ALSSAKLILAYTPPGARGPODRREAMLGTHVVWDIGLQSTIVMTIPWTSGVQFRYTDPDT
YTSAGELSCWYQTSLILPPETTGOVYLLSFISACPDFKLRLMKDTQTISQTVALTE

SEQID NO: 18
>sp|P03303|2-69 - VP4 - HRV14

GAQVSTOKSGSHENONILTNGSNQTFTVINYYKDAASTSSAGQSLSMDPSKEFTEPVKDLM
LKGAPALN
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GlaxoSmithKline Biologicals SA

<120> Vacuna

<130> VB65763

<160> 18

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

<211> 1320

<212> ADN
<213> Rinovirus humano

<400> 1
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atgggtcatc
aagccagagg
ggatcttcag
gcgttcgeta
gaaattcaag
gctcacagag
gagaaccaga
aaggacgccg
accgagcccg
gaggcctgeg
acccaggagg

gtggacgcca

accctggaca
gcccectgaagg
ggctacaccg
gtggtgatcc
accttcaccc
cccgtgaagg
ccccaccagt
aacagcgtgc
atcgccccece

gcceccatgt

<210> 2
<211> 438
<212> PRT

accatcatca
tcaagccaga
agatcttcectt
aaagacaggg
ctgatcagac
aacagattgg
acatcctgac
ccagcaccag
tgaaggacct
gctacagecga
ccgccaacgce
gcgacgtgaa
gcaagacctg
acatgggcgt
tgcacgtgca
ccgagcacca
accccggcega
acgtgatcta
tcatcaacct
ccatcgacag
tgaccgtgee

gcaccgagtt

<213> Rinovirus humano

<400> 2
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tcacgggtcce
agtcaagcecct
caagatcaaa
taaggaaatg
ccctgaagat
aggtggcgcece
caacggcagc
cagcgccggce
gatgctgaag
ccgggtgeag
cgtggtgtge
caagaccagc
gaccaccggce
gtteggecag
gtgcaacgcce
gctggccage
gcggggcatce
caacatgaac
gcggaccaac
catgacccgg
caccggcgcec

cagcggcatc

ctgcaggact
gagactcaca
aagaccactc
gactccttaa
ttggacatgg
caggtgagca
aaccagacct
cagagcctga
ggcgcccccg
cagatcaccc
tacgccgagt
aagcccgaca
agcaagggct
aacatgttcet
accaagttcc
cacgagggcg
gacctgagca
ggcaccctge
aacaccgcca
cacaacaacg
acccccagcec

cggagcaaga

18

cagaagtcaa
tcaatttaaa
ctttaagaag
cgttecttgta
aggataacga
cccagaagag
tcaccgtgat
gcatggaccc
ccctgaacag
tgggcaacag
ggcccgagta
ccagcgtgtg
ggtgctggaa
tccacagect
acagcggctg
gcaacgtgag
gcgccaacga
tgggcaacct
ccatcgtgat
tgagcctgat
tgcccatcac

gcatcgtgece

tcaagaagct
ggtgtcecgat
gctgatggaa
cgacggtatt
tattattgag
cggcagccac
caactactac
cagcaagttc
ccccaacgtg
caccatcacc
cctgecccgac
ccggttctac
gctgececegac
gggccggage
cctgetggtg
cgtgaagtac
ggtgggcggce
gctgatcttce
ccectacatce
ggtgatcccc
cgtgaccatc

ccagtgataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



Met

Asn

His

Ile

Arg

65

Glu

Asp

Ser

Gly

Ser

145

Thr

Ser

Thr

val

Gly

Gln

Ile

Lys

50

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

130

Thr

Glu

Pro

Leu

Cys
210

His

Glu

Asn

35

Lys

Gly

Gln

Ile

Gln

115

Asn

Ser

Pro

Asn

Gly

195

Tyr

His

Ala

20

Leu

Thr

Lys

Ala

Glu

100

Lys

Gln

Ser

Val

Val

180

Asn

Ala

His

Lys

Lys

Thr

Glu

Asp

85

Ala

Ser

Thr

Ala

Lys

165

Glu

Ser

Glu

ES 2754 238 T3

His

Pro

Val

Pro

Met

70

Gln

His

Gly

Phe

Gly

150

Asp

Ala

Thr

Trp

His

Glu

Ser

Leu

55

Asp

Thr

Arg

Ser

Thr

135

Gln

Leu

Cys

Ile

Pro
215

His

val

Asp
40

Gly

Lys
25

Gly

Arg Arg

Ser

Pro

Glu

His

120

val

Ser

Met

Gly

Thr

200

Glu

19

Leu

Glu

Gln

105

Glu

Ile

Leu

Leu

Tyr

185

Thr

Tyr

Ser

10

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

90

Ile

Asn

Asn

Ser

Lys

170

Ser

Gln

Leu

Leu

Glu

Ser

Met

Phe

75

Leu

Gly

Gln

Tyr

Met

155

Gly

Asp

Glu

Pro

Gln

val

Glu

Glu

60

Leu

Asp

Gly

Asn

Tyr

140

Asp

Ala

Arg

Ala

Asp
220

Asp

Lys

Ile

45

Ala

Tyr

Met

Gly

Ile

125

Lys

Pro

Pro

Val

Ala

205

val

Ser

Pro

30

Phe

Phe

Asp

Glu

Ala

110

Leu

Asp

Ser

Ala

Gln

190

Asn

Asp

Glu

15

Glu

Phe

Ala

Gly

Asp

95

Gln

Thr

Ala

Lys

Leu

175

Gln

Ala

Ala

Val

Thr

Lys

Lys

Ile

80

Asn

Vval

Asn

Ala

Phe

160

Asn

Ile

vVal

Ser



Asp
225

Thr

Lys

Phe

Asn

Glu

305

Thr

Glu

Leu

Thr

Ile

385

Ile

Thr

Lys

<210> 3
<211> 1038
<212> ADN

Val

Leu

Leu

Phe

Ala

290

His

Phe

val

Leu

Asn

370

Asp

Ala

vVal

Ser

Asn

Asp

Pro

His

275

Thr

Gln

Thr

Gly

Gly

355

Asn

Ser

Pro

Thr

Ile
435

<213> Rinovirus humano

<400> 3

Lys

Ser

Asp

260

Ser

Lys

Leu

His

Gly

340

Asn

Thr

Met

Leu

Ile

420

val

Thr

Lys

245

Ala

Leu

Phe

Ala

Pro

325

Pro

Leu

Ala

Thr

Thr

405

Ala

Pro

ES 2754 238 T3

Ser

230

Thr

Leu

Gly

His

Ser

310

Gly

val

Leu

Thr

Arg

390

Val

Pro

Gln

Lys

Trp

Lys

Arg

Ser

295

His

Glu

Lys

Ile

Ile

375

His

Pro

Met

Pro

Thr

Asp

Ser

280

Gly

Glu

Arg

Asp

Phe

360

vVal

Asn

Thr

Cys

Asp

Thr

Met

265

Gly

Cys

Gly

Gly

val

345

Pro

Ile

Asn

Gly

Thr
425

20

Thr

Gly

250

Gly

Tyr

Leu

Gly

Ile

330

Ile

His

Pro

Val

Ala

410

Glu

Ser

235

Ser

val

Thr

Leu

Asn

315

Asp

Tyr

Gln

Tyr

Ser

395

Thr

Phe

Val

Lys

Phe

val

vVal

300

Val

Leu

Asn

Phe

Ile

380

Leu

Pro

Ser

Cys

Gly

Gly

His

285

val

Ser

Ser

Met

Ile

365

Asn

Met

Ser

Gly

Arg

Trp

Gln

270

val

vVal

Val

Ser

Asn

350

Asn

Ser

Val

Leu

Ile
430

Phe

Cys

255

Asn

Gln

Ile

Lys

Ala

335

Gly

Leu

vVal

Ile

Pro

415

Arg

Tyr

240

Trp

Met

Cys

Pro

Tyr

320

Asn

Thr

Arg

Pro

Pro

400

Ile

Ser



atgggtcatc

aagccagagg
ggatcttcag
gcgttegeta
gaaattcaag
gctcacagag
ttcctgacca
cggatacaca
atccccatga
gccaaccggce
aagaccaccc
ttcagecctga
cccececggeg
tgggacatcg
ttccggtaca
accagcctga
gcectgeeeeg

gcectgacceg

accatcatca

tcaagccaga
agatcttctt
aaagacaggg
ctgatcagac
aacagattgg
ccgacgaccg
tccececggeaa
acaacaccca
agaacgagca
tgctgggcga
tgtacaccgg
cccggggecce
gcctgecagag
ccgaccccga
tcetgecece
acttcaagct

agtgataa

ES 2754 238 T3

tcacgggtcce

agtcaagcct
caagatcaaa
taaggaaatg
ccctgaagat
aggtggcctg
gcagagccce
ggtgcacaac
caccaaggac
ggtgttcgge
gatcgtgcag
cccegecectg
ccaggaccgg
caccatcgtg
cacctacacc
cgagaccacc

gcggctgatg

ctgcaggact

gagactcaca
aagaccactc
gactccttaa
ttggacatgg
cccaccacca
agcgccctge
ctgctggaga
gaggtgaaca
accaacctgt
tactacaccc
agcagcgcca
cgggaggcca
atgaccatcc
agcgccggcet
ggccaggtgt

aaggacaccc

cagaagtcaa

tcaatttaaa
ctttaagaag
cgttcttgta
aggataacga
ccectgeeegg
ccaactacga
tcatccaggt
gctacctgat
tcatcggega
actggagcgg
agctgatcct
tgctgggcac
cctggaccag
tcctgagetg
acctgctgag

agaccatcag

<210> 4

<211> 344

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 4

Met Gly His His His
1 5

Ser Leu Gln

10

His His His Gly

Gln Glu Ala

20

Asn Lys Pro Glu Val Lys Pro Glu Val

25

Ile Asn Leu Val Ser Ser Ser Glu

35

His Lys Asp

40

Gly

Ile Thr Thr Met Glu

60

Leu Leu

55

Lys Pro

50

Lys Arg Arg

Gln Glu Met Thr

70

Phe
75

Arg Gly Lys Asp Ser Leu Leu

21

tcaagaagct

ggtgtccgat
gctgatggaa
cgacggtatt
tattattgag
cagcggccag
gcccacccece
ggacaccctg
cccectgaac
cggegtgtte
cagcctgegg
ggcctacacce
ccacgtggtg
cggcegtgeag
ctggtatcag
cttcatcage

ccagaccgtg

Asp Ser

15

Pro
30

Lys

Ile
45

Phe
Ala

Phe

Tyr Asp

Glu

Glu

Phe

Ala

Gly

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1038

Val

Thr

Lys

Lys

Ile
80



Glu

Asp

Thr

Ser

Pro

145

Ile

Ile

Leu

val

Tyr

225

Pro

Thr

Ile

Tyr

Leu

305

Ala

Ile

Ile

Thr

Pro

130

Gly

Pro

Pro

Phe

Gln

210

Thr

Pro

His

Pro

Thr

290

Pro

Cys

Gln

Ile

Leu

115

Ser

Lys

Met

Leu

Ile

195

Tyr

Gly

Gly

Val

Trp

275

Ser

Pro

Pro

ES 2 754 238

Ala Asp Gln Thr Pro Glu

Glu Ala His Arg Glu Gln
100 105

Pro Gly Ser Gly Gln Phe
120

Ala Leu Pro Asn Tyr Glu
135

Val His Asn Leu Leu Glu
150

Asn Asn Thr His Thr Lys
165

Asn Ala Asn Arg Gln Asn
180 185

Gly Asp Gly Val Phe Lys
200

Tyr Thr His Trp Ser Gly
215

Pro Ala Leu Ser Ser Ala
230

Ala Arg Gly Pro Gln Asp
245

Val Trp Asp Ile Gly Leu
260 265

Thr Ser Gly Val Gln Phe
280

Ala Gly Phe Leu Ser Cys
295

Glu Thr Thr Gly Gln Val
310

Asp Phe Lys Leu Arg Leu
325

Ser Gln Thr Val Ala
340

22

T3

Asp Leu Asp Met

Ile Gly Gly Gly

Leu Thr Thr Asp
125

Pro Thr Pro Arg
140

Ile Ile Gln Val
155

Asp Glu Val Asn
170

Glu Gln Val Phe

Thr Thr Leu Leu
205

Ser Leu Arg Phe
220

Lys Leu Ile Leu
235

Arg Arg Glu Ala
250

Gln Ser Thr Ile

Arg Tyr Thr Asp
285

Trp Tyr Gln Thr
300

Tyr Leu Leu Ser
315

Met Lys Asp Thr
330

Leu Thr Glu

Glu

Leu

110

Asp

Ile

Asp

Ser

Gly

130

Gly

Ser

Ala

Met

Val

270

Pro

Ser

Phe

Gln

Asp

Pro

Arg

His

Thr

Tyr

175

Thr

Glu

Leu

Tyr

Leu

255

Met

Asp

Leu

Ile

Thr
335

Asn

Thr

Gln

Ile

Leu

160

Leu

Asn

Ile

Met

Thr

240

Gly

Thr

Thr

Ile

Ser

320

Ile



ES 2754 238 T3

<210>5

<211> 1197

<212> ADN

<213> Rinovirus humano

<400> 5
atgggtcatc accatcatca tcacgggtcc ctgcaggact cagaagtcaa tcaagaagct 60
aagccagagg tcaagccaga agtcaagcct gagactcaca tcaatttaaa ggtgtccgat 120
ggatcttcag agatcttctt caagatcaaa aagaccactc ctttaagaag gctgatggaa 180
gcgttcgeta aaagacaggg taaggaaatg gactccttaa cgttcettgta cgacggtatt 240
gaaattcaag ctgatcagac ccctgaagat ttggacatgg aggataacga tattattgag 300
gctcacagag aacagattgg aggtggcctg ggcgacgagc tggaggaggt gatcgtggag 360
aagaccaagc agaccgtggc cagcatcagc agcggcccca agcacaccca gaaggtgccc 420
atcctgaccg ccaacgagac cggcgccacce atgcccegtgce tgcccagecga cagcatcgag 480
acccggacca cctacatgca cttcaacgge agcgagaccg acgtggagtg cttcectggge 540
cgggccgect gegtgcacgt gaccgagatc cagaacaagg acgccaccgg catcgacaac 600
caccgggagg ccaagctgtt caacgactgg aagatcaacc tgagcagcct ggtgcagcetg 660
cggaagaagc tggagctgtt cacctacgtg cggttcgaca gcgagtacac catcctggcece 720
accgccagec agcccgacag cgccaactac agcagcaacce tggtggtgca ggceccatgtac 780
gtgccececeg gegecccccaa ccccaaggag tgggacgact acacctggca gagcgccagce 840
aaccccageg tgttcttcaa ggtgggcgac accagccggt tcagegtgece ctacgtggge 900
ctggccageg cctacaactg cttctacgac ggctacagec acgacgacgce cgagacccag 960
tacggcatca ccgtgctgaa ccacatgggce agcatggecct tccggatcgt gaacgagcac 1020
gacgagcaca agaccctggt gaagatccgg gtgtaccacc gggccaagca cgtggaggcec 1080
tggattccee gggcccececg ggecctgece tacaccagca tcggeccggac caactacccece 1140
aagaacaccg agcccgtgat caagaagcgg aagggcgaca tcaagagcta ctgataa 1197

<210>6

<211> 397

<212> PRT

<213> Rinovirus humano
<400> 6

Met Gly His His His His His His Gly Ser Leu Gln Asp Ser Glu Val
1 5 10 15

23



Asn

His

Ile

Arg

Glu

Asp

Glu

Ile

Asn

145

Thr

Cys

Lys

Asp

Glu

225

Thr

Gln

Gln

Ile

Lys

50

Gln

Ile

Ile

Leu

Ser

130

Glu

Arg

Phe

Asp

Trp

210

Leu

Ala

Ala

Glu

Asn

35

Lys

Gly

Gln

Ile

Glu

115

Ser

Thr

Thr

Leu

Ala

195

Lys

Phe

Ser

Met

Ala

20

Leu

Thr

Lys

Ala

Glu

100

Glu

Gly

Gly

Thr

Gly

180

Thr

Ile

Thr

Gln

Tyr
260

Lys

Lys

Thr

Glu

Asp

85

Ala

val

Pro

Ala

Tyr

165

Arg

Gly

Asn

Tyr

Pro

245

val

ES 2754 238 T3

Pro

val

Pro

Met

70

Gln

His

Ile

Lys

Thr

150

Met

Ala

Ile

Leu

val

230

Asp

Pro

Glu

Ser

Leu

55

Asp

Thr

Arg

val

His

135

Met

His

Ala

Asp

Ser

215

Arg

Ser

Pro

Val

Asp

40

Arg

Ser

Pro

Glu

Glu

120

Thr

Pro

Phe

Cys

Asn

200

Ser

Phe

Ala

Gly

Lys

25

Arg

Leu

Glu

Gln

105

Lys

Gln

vVal

Asn

Val

185

His

Leu

Asp

Asn

Ala
265

24

Pro

Ser

Leu

Thr

Asp

90

Ile

Thr

Lys

Leu

Gly

170

His

Arg

Val

Ser

Tyr

250

Pro

Glu

Ser

Met

Phe

75

Leu

Gly

Lys

Val

Pro

155

Ser

Val

Glu

Gln

Glu

235

Ser

Asn

val

Glu

Glu

60

Leu

Asp

Gly

Gln

Pro

140

Ser

Glu

Thr

Ala

Leu

220

Tyr

Ser

Pro

Lys

Ile

45

Ala

Tyr

Met

Gly

Thr

125

Ile

Asp

Thr

Glu

Lys

205

Arg

Thr

Asn

Lys

Pro

30

Phe

Phe

Asp

Glu

Leu

110

Val

Leu

Ser

Asp

Ile

190

Leu

Lys

Ile

Leu

Glu
270

Glu

Phe

Ala

Gly

Asp

95

Gly

Ala

Thr

Ile

Val

175

Gln

Phe

Lys

Leu

Val

255

Trp

Thr

Lys

Lys

Ile

80

Asn

Asp

Ser

Ala

Glu

160

Glu

Asn

Asn

Leu

Ala

240

Val

Asp



10

15

20

Asp Tyr Thr
275

Gly Asp Thr
290

Tyr Asn Cys
305

Tyr Gly Ile

Val Asn Glu

His Arg Ala
355

Leu Pro Tyr
370

Pro Val Ile
385

<210>7

<211> 14

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 7

Trp

Ser

Phe

Thr

His

340

Lys

Thr

Lys

Gln

Arg

Tyr

Val

325

Asp

His

Ser

Lys

ES 2754 238 T3

Ser

Phe

Asp

310

Leu

Glu

val

Ile

Arg
390

Ala

Ser

295

Gly

Asn

His

Glu

Gly

375

Lys

Ser

280

Val

Tyr

His

Lys

Ala

360

Arg

Gly

Asn

Pro

Ser

Met

Thr

345

Trp

Thr

Asp

Pro Ile Leu Thr Ala Asn Glu Thr

1

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 8

5

Pro

Tyr

His

Gly

330

Leu

Ile

Asn

Ile

Gly

Ser

Val

Asp

315

Ser

Vval

Pro

Tyr

Lys
395

Ala
10

Val Phe Phe Lys Val
285

Gly Leu Ala Ser Ala
300

Asp Ala Glu Thr Gln
320

Met Ala Phe Arg Ile
335

Lys Ile Arg Val Tyr
350

Arg Ala Pro Arg Ala
365

Pro Lys Asn Thr Glu
380

Ser Tyr

Thr Met Pro Val

Pro Ala Leu Asp Ala Ala Glu Thr Gly His Thr Ser Ser Val

1

<210>9

<211> 14

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 9

5

10

Pro Ile Leu Asp Ala Ala Glu Thr Gly His Thr Ser Asn Val

<210> 10
<211> 14
<212> PRT

25

10



10

15

20

25

ES 2754 238 T3

<213> Rinovirus humano

<400> 10

Gln Ala Leu Gly Ala Val Glu TIle Gly Ala Thr Ala Asp Val
1 5 10

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 11
Gly Ala Gln Val Ser Thr Gln Lys Ser Gly Ser His Glu Asn Gln Asn
1 5 10 15

<210> 12

<211> 16

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 12
Gly Ala Gln Val Ser Arg Gln Asn Val Gly Thr His Ser Thr Gln Asn
1 5 10 15

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 13
Gly Ala Gln Val Ser Arg Gln Ser Val Gly Ser His Glu Thr Met Ile
1 5 10 15

<210> 14

<211> 330

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 14

Gly Ala Gln Val Ser Thr Gln Lys Ser Gly Ser His Glu Asn Gln Asn
1 5 10 15

Ile Leu Thr Asn Gly Ser Asn Gln Thr Phe Thr Val Ile Asn Tyr Tyr
20 25 30

Lys Asp Ala Ala Ser Thr Ser Ser Ala Gly Gln Ser Leu Ser Met Asp

26



Pro

Pro

65

val

Ala

Val

Cys

Gly

145

Gly

His

Val

Ser

Ser

225

Met

Ile

Asn

Ser

50

Ala

Gln

Asn

Asp

Arg

130

Trp

Gln

Val

Val

Val

210

Ser

Asn

Asn

Ser

35

Lys

Leu

Gln

Ala

Ala

115

Phe

Cys

Asn

Gln

Ile

195

Lys

Ala

Gly

Leu

Val
275

Phe

Asn

Ile

Val

100

Ser

Tyr

Trp

Met

Cys

180

Pro

Tyr

Asn

Thr

Arg

260

Pro

Thr

Ser

Thr

85

Val

Asp

Thr

Lys

Phe

165

Asn

Glu

Thr

Glu

Leu

245

Thr

Ile

ES 2754 238 T3

Glu

Pro

70

Leu

Cys

Val

Leu

Leu

150

Phe

Ala

His

Phe

Val

230

Leu

Asn

Asp

Pro

55

Asn

Gly

Tyr

Asn

Asp

135

Pro

His

Thr

Gln

Thr

215

Gly

Gly

Asn

Ser

40

val

Val

Asn

Ala

Lys

120

Ser

Asp

Ser

Lys

Leu

200

His

Gly

Asn

Thr

Met
280

Lys

Glu

Ser

Glu

105

Thr

Lys

Ala

Leu

Phe

185

Ala

Pro

Pro

Leu

Ala

265

Thr

27

Asp

Ala

Thr

90

Trp

Ser

Thr

Leu

Gly

170

His

Ser

Gly

Val

Leu

250

Thr

Arg

Leu

Cys

75

Ile

Pro

Lys

Trp

Lys

155

Arg

Ser

His

Glu

Lys

235

Ile

Ile

His

Met

60

Gly

Thr

Glu

Pro

Thr

140

Asp

Ser

Gly

Glu

Arg

220

Asp

Phe

val

Asn

45

Leu

Tyr

Thr

Tyr

Asp

125

Thr

Met

Gly

Cys

Gly

205

Gly

Val

Pro

Ile

Asn
285

Lys

Ser

Gln

Leu

110

Thr

Gly

Gly

Tyr

Leu

190

Gly

Ile

Ile

His

Pro

270

Val

Gly

Asp

Glu

Pro

Ser

Ser

Val

Thr

175

Leu

Asn

Asp

Tyr

Gln

255

Tyr

Ser

Ala

Arg

Ala

Asp

Val

Lys

Phe

160

Val

Val

Val

Leu

Asn

240

Phe

Ile

Leu



<210> 15
<211>28

ES 2754 238 T3

Met Val Ile Pro Ile Ala Pro Leu Thr Val Pro Thr Gly Ala Thr Pro
300

290

295

Ser Leu Pro Ile Thr Val Thr Ile Ala Pro Met Cys Thr Glu Phe Ser
315

305

310

Gly Ile Arg Ser Lys Ser Ile Val Pro Gln
330

9

<212> PRT
<213> Rinovirus humano

<400> 15

Gly Leu
1

Thr Val

Ile Leu

Asp Ser
50

Thr Asp
65

Glu Ile

Lys Leu

Arg Lys

Thr Ile
130

Asn Leu
145

Lys Glu

Gly

Ala

Thr

35

Ile

val

Gln

Phe

Lys

115

Leu

val

Trp

Asp

Ser

20

Ala

Glu

Glu

Asn

Asn

100

Leu

Ala

Val

Asp

325

Glu

Ile

Asn

Thr

Cys

Lys

85

Asp

Glu

Thr

Gln

Asp
165

Leu

Ser

Glu

Arg

Phe

70

Asp

Trp

Leu

Ala

Ala

150

Tyr

Glu

Ser

Thr

Thr

55

Leu

Ala

Lys

Phe

Ser

135

Met

Thr

Glu

Gly

Gly

40

Thr

Gly

Thr

Ile

Thr

120

Gln

Tyr

Trp

28

Val

Pro

25

Ala

Tyr

Arg

Gly

Asn

105

Tyr

Pro

Val

Gln

Ile

10

Lys

Thr

Met

Ala

Ile

90

Leu

Val

Asp

Pro

Ser
170

val

His

Met

His

Ala

75

Asp

Ser

Arg

Ser

Pro

155

Ala

Glu

Thr

Pro

Phe

60

Cys

Asn

Ser

Phe

Ala

140

Gly

Ser

Lys

Gln

Val

45

Asn

Vval

His

Leu

Asp

125

Asn

Ala

Asn

Thr

Lys

30

Leu

Gly

His

Arg

vVal

110

Ser

Tyr

Pro

Pro

320

Lys

15

vVal

Pro

Ser

val

Glu

95

Gln

Glu

Ser

Asn

Ser
175

Gln

Pro

Ser

Glu

Thr

80

Ala

Leu

Tyr

Ser

Pro

160

Val



Phe

Leu

Ala

Ala

225

Ile

Ala

Lys

Tyr

<210> 16
<211> 262
<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 16

Ser
1

Thr

Val

Asp

Thr

65

Lys

Phe

Ala

Glu

210

Phe

Arg

Pro

Asn

Pro

Leu

Cys

Val

50

Leu

Leu

Lys

Ser

195

Thr

Arg

Val

Arg

Thr
275

Asn

Gly

Tyr

35

Asn

Asp

Pro

Val

180

Ala

Gln

Ile

Tyr

Ala

260

Glu

Val

Asn

20

Ala

Lys

Ser

Asp

Gly

Tyr

Tyr

Val

His

245

Leu

Pro

Glu

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala
85
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Asp

Asn

Gly

Asn

230

Arg

Pro

Val

Ala

Thr

Trp

Ser

Thr

70

Leu

Thr

Cys

Ile

215

Glu

Ala

Tyr

Ile

Cys

Ile

Pro

Lys

55

Trp

Lys

Ser

Phe

200

Thr

His

Lys

Thr

Lys
280

Gly

Thr

Glu

40

Pro

Thr

Asp

Arg

185

Tyr

Val

Asp

His

Ser

265

Lys

Tyr

Thr

25

Tyr

Asp

Thr

Met

29

Phe

Asp

Leu

Glu

Val

250

Ile

Arg

Ser

10

Gln

Leu

Thr

Gly

Gly

Ser

Gly

Asn

His

235

Glu

Gly

Lys

Asp

Glu

Pro

Ser

Ser

75

Val

Val

Tyr

His

220

Lys

Ala

Arg

Gly

Arg

Ala

Asp

Val

60

Lys

Phe

Pro

Ser

205

Met

Thr

Trp

Thr

Asp
285

Val

Ala

Val

45

Cys

Gly

Gly

Tyr

190

His

Gly

Leu

Ile

Asn

270

Ile

Gln

Asn

30

Asp

Arg

Trp

Gln

Val

Asp

Ser

Val

Pro

255

Tyr

Lys

Gln

15

Ala

Ala

Phe

Cys

Asn
95

Gly

Asp

Met

Lys

240

Arg

Pro

Ser

Ile

Val

Ser

Tyr

Trp

Met
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Phe Phe His Ser Leu Gly Arg Ser Gly Tyr Thr Val His Val Gln Cys
100 105 110

Asn Ala Thr Lys Phe His Ser Gly Cys Leu Leu Val Val Val Ile Pro
115 120 125

Glu His Gln Leu Ala Ser His Glu Gly Gly Asn Val Ser Val Lys Tyr
130 135 140

Thr Phe Thr His Pro Gly Glu Arg Gly Ile Asp Leu Ser Ser Ala Asn
145 150 155 160

Glu Val Gly Gly Pro Val Lys Asp Val Ile Tyr Asn Met Asn Gly Thr
165 170 175

Leu Leu Gly Asn Leu Leu Ile Phe Pro His Gln Phe Ile Asn Leu Arg
180 185 190

Thr Asn Asn Thr Ala Thr Ile Val Ile Pro Tyr Ile Asn Ser Val Pro
195 200 205

Ile Asp Ser Met Thr Arg His Asn Asn Val Ser Leu Met Val Ile Pro
210 215 220

Ile Ala Pro Leu Thr Val Pro Thr Gly Ala Thr Pro Ser Leu Pro Ile
225 230 235 240

Thr Val Thr Ile Ala Pro Met Cys Thr Glu Phe Ser Gly Ile Arg Ser
245 250 255

Lys Ser Ile Val Pro Gln
260

<210> 17

<211> 236

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 17

Gly Leu Pro Thr Thr Thr Leu Pro Gly Ser Gly Gln Phe Leu Thr Thr
1 5 10 15

Asp Asp Arg Gln Ser Pro Ser Ala Leu Pro Asn Tyr Glu Pro Thr Pro
20 25 30

Arg Ile His Ile Pro Gly Lys Val His Asn Leu Leu Glu Ile Ile Gln
35 40 45
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Val Asp Thr Leu Ile Pro Met Asn Asn Thr His Thr Lys Asp Glu Val
50 55 60

Asn Ser Tyr Leu Ile Pro Leu Asn Ala Asn Arg Gln Asn Glu Gln Val
65 70 75 80

Phe Gly Thr Asn Leu Phe Ile Gly Asp Gly Val Phe Lys Thr Thr Leu
85 90 95

Leu Gly Glu Ile Val Gln Tyr Tyr Thr His Trp Ser Gly Ser Leu Arg
100 105 110

Phe Ser Leu Met Tyr Thr Gly Pro Ala Leu Ser Ser Ala Lys Leu Ile
115 120 125

Leu Ala Tyr Thr Pro Pro Gly Ala Arg Gly Pro Gln Asp Arg Arg Glu
130 135 140

Ala Met Leu Gly Thr His Val Val Trp Asp Ile Gly Leu Gln Ser Thr
145 150 155 160

Ile Val Met Thr Ile Pro Trp Thr Ser Gly Val Gln Phe Arg Tyr Thr
165 170 175

Asp Pro Asp Thr Tyr Thr Ser Ala Gly Phe Leu Ser Cys Trp Tyr Gln
180 185 190

Thr Ser Leu Ile Leu Pro Pro Glu Thr Thr Gly Gln Val Tyr Leu Leu
195 200 205

Ser Phe Ile Ser Ala Cys Pro Asp Phe Lys Leu Arg Leu Met Lys Asp
210 215 220

Thr Gln Thr Ile Ser Gln Thr Val Ala Leu Thr Glu
225 230 235

<210> 18

<211> 68

<212> PRT

<213> Rinovirus humano

<400> 18

Gly Ala Gln Val Ser Thr Gln Lys Ser Gly Ser His Glu Asn Gln Asn
1 5 10 15

Ile Leu Thr Asn Gly Ser Asn Gln Thr Phe Thr Val Ile Asn Tyr Tyr
20 25 30
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Lys Asp Ala Ala Ser Thr Ser Ser Ala Gly Gln Ser Leu Ser Met Asp
35 40 45

Pro Ser Lys Phe Thr Glu Pro Val Lys Asp Leu Met Leu Lys Gly Ala
50 55 60

Pro Ala Leu Asn
65

32
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REIVINDICACIONES

1. Una particula similar a virus (VLP), que comprende las proteinas de capside de rinovirus humano VPO, VP1y VP3
o que comprende las proteinas de capside de rinovirus humano VP1, VP2, VP3 y VP4.

2. La VLP de la reivindicacion 1, en la que las proteinas de capside se originan del mismo serotipo de rinovirus humano.

3. La VLP de la reivindicacion 1, en la que las proteinas de capside tienen su origen en dos o mas serotipos diferentes
de rinovirus humanos.

4. La VLP de cualquier reivindicacion anterior, en la que una o mas proteinas de capside comprenden al menos una
modificacién que incrementa la capacidad de la VLP para inducir una respuesta inmunitaria de reactividad cruzada
contra multiples serotipos de rinovirus humanos, en comparacién con una VLP en la que dicha modificacién no esta
presente, en la que la modificacidn consiste en la insercion de al menos un péptido de una proteina de capside rinoviral,
siendo dicho péptido capaz de inducir una respuesta inmunitaria de reaccién cruzada contra dos o mas serotipos de
rinovirus humanos.

5. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la VLP comprende al menos una modificacion
que da como resultado la atenuacion de un epitopo inmunodominante.

6. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina VPO tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en (a) la SEQ ID NO: 14; (b) una secuencia que tiene mas de un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 14, (c) la SEQ ID NO: 14 que tiene adiciones o deleciones de 1-25 aminoacidos en
cualquier extremo y (d) la SEQ ID NO: 14 que tiene sustituciones o deleciones de 1-50 aminoacidos dentro de la
secuencia.

7. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina VP1 tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en (a) la SEQ ID NO: 15, (b) una secuencia que tiene mas de un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 15, (c) la SEQ ID NO: 15 que tiene adiciones o deleciones de 1-25 aminoacidos en
cualquier extremo y (d) la SEQ ID NO: 15 que tiene sustituciones o deleciones de 1-50 aminoacidos dentro de la
secuencia.

8. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina VP2 tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en (a) la SEQ ID NO: 16, (b) una secuencia que tiene mas de un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 16, (c) la SEQ ID NO: 16 que tiene adiciones o deleciones de 1-25 aminoacidos en
cualquier extremo y (d) la SEQ ID NO: 16 que tiene sustituciones o deleciones de 1-50 aminoacidos dentro de la
secuencia.

9. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina VP3 tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en (a) la SEQ ID NO: 17, (b) una secuencia que tiene mas de un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 17, (c) la SEQ ID NO: 17 que tiene adiciones o deleciones de 1-25 aminoacidos en
cualquier extremo y (d) la SEQ ID NO: 17 que tiene sustituciones o deleciones de 1-50 aminoacidos dentro de la
secuencia.

10. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina VP4 tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en (a) la SEQ ID NO: 18, (b) una secuencia que tiene mas de un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 18 de VP4 de HRV14, (c) la SEQ ID NO: 18 que tiene adiciones o deleciones de 1-
25 aminoacidos en cualquier extremo y (d) la SEQ ID NO: 18 que tiene sustituciones o deleciones de 1-50 aminoacidos
dentro de la secuencia.

11. Una composiciéon inmunogénica que comprende la VLP de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores y un
diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o la composicion inmunogénica de la reivindicacion 11
para su uso en un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria en un ser humano contra rinovirus humanos.

13. La VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o la composicién inmunogénica de la reivindicacion 11 en
la que la VLP se produce por un procedimiento para producir VLP rinovirales que comprende las etapas de:

a. producir constructos que codifican proteinas de capside necesarias para la formaciéon de una VLP, en la que
cada una de las proteinas de capside esta codificada como una proteina de fusiéon con una proteina chaperona,
b. coexpresar dichos constructos en la misma célula hospedadora o expresar uno o mas de dichos constructos en
células hospedadoras separadas y

c. lisar dichas células hospedadoras y reunir, en caso de expresion separada, todas las proteinas de capside
necesarias para un VLP.

14. La VLP o la composiciéon inmunogénica de la reivindicaciéon 13, en la que el procedimiento comprende
adicionalmente la etapa d. eliminar dicha proteina chaperona.
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15. La VLP o la composicion inmunogénica de la reivindicacion 13 en la que la proteina chaperona es una proteina
modificadora pequefa relacionada con la ubiquitina (SUMO).

34



ES 2754 238 T3

Fig. 1

VPO- VP3-SUMO-H VP1- His-VP0-SUMO
SUMO-H 39 kDa SUMO-H His-VP3-SUMO
48 kDa 45 kDa His-VP1-SUMO
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Fig. 3
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