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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de 1a solicitud.

Documento que acredita i3 existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No, "
W-o2.242.

Documento de cesion del inventor al solicitante 0 a su causante,

Declaraciones. Declaracién bajo la regla 4.17 (ii) del PCT.

Capia de la solicitud internacional. {Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. {(Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

6 N0 00000000000 EHERO

Arte final 12 x 12, '

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero 1
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién de esta '

solicitud.

.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

QOtros. Busqueda Internacional
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Power of Attorney

The wndersigned,

Poder

El suscrito,

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

domiciled in

domiciliude en

Rue de I'Institute 89, B-1330 Rixensart, Bélgica

by means of these presents hereby grams o Carlos
R. Glarte and/or Juan Guillerino Moure
full and sufficiem Power of Attorney o file,
prosecute, obtain, defend and enforce any and al) of
the company’s Patents for Inveations, Ulility
Models,  Layout-Designs  (lupographies)  of
Integrated Circuils, Il usdrial Dresigns,
Trademarks, Advertising Slogans, Trade Names,
Commieircial Eimblems, Geographical hudications,
Protedtion  of  Trade  Secrels, Obtainer's
Certificates, Cupyrights, Registration of Domain
Numes, I'lenHIi Registrations, or any  ofher
intellectual  prdperty righ, also to file Unlair
cempetitivn actions and request injunctions in the
Republic of Colombia, 10 which end it empowers
them o take all steps nepessary  before any
atinistrative or judicial authority of any class Tor
the objects stated, 1o file pelitions, recourses, replics
and oppositions, pay Luxes and annuities, request
testimenics,  receive  docwmnemts  and  securilics.
abandon applications, collect refunds, desist, seltle,
conctliale or negoliale. Sulficient power i% liercby
granled to receive notifications on behall of the
Company, to confer powers on those wlo are Lo
represent the company judicially and extrajudicially,
to answer in court in the matter of all claims and
themands ihat may be presenicd in comnsefion with
the objects stated, giving them likewise power to
substitute - these  presents  and  revake  such
substitulions. .

Signature/Firma:

por medio del presente olorga o Carlos .
Olarte y/o Juan Guillermoe Moure poder
amplio y suliciente para presentar,  tramitar,
oblencr, defeider y  hacer respetnr  ladas ¥
cualyuicra de las Patentes de Invencidu, Modelos
de  Utilidadd, Nsquemas  de  Trozados  de
Circuitos  Inlegrados,  Diseiios  Industriales,
Munreas, Lemns Comerciales, Nomlnes
Cmfnurc'mlcs, Iinseiias Comercinles,
Desinmimaciones  de Qvigen, Proteccion  de
Jecretus  Empresarviales,  Certificados  de
Obfentor, Derechos de  Autor, Registro de
Nobres de Dominio, Registros Saniturios, o
cunlguicr ofre bien de propiedad intelectual y
tanthién pary presenbm  aeciones e
competencin desleal y pediv medidas ¢anlelpres
a numbre de la cumpaiija en la Repiblics e

Colombia, a enyo cleeto {os faculta para dar tados .
. . - |
lus pasos neeesarios ante cualquivr autoridad

administrativa o judicial de cualquier jerarquia
pard  complic con o womendado,  elevar
solicitudes, recursos. respuestas ¥ oposiciones,
pagar  impucstos  y  ancalidades,  solicitar
testimonios, recibir documentos y valores, desistir,
transigir, y percibir, S¢ concede poder bastante

para  recibir notificaciones a  pombre de ht
compaiiia, otorgar poderes a quicnes vaysn i

fepresentar a da compafiin judicial  y

extrgjudicialinente, responder en jnicio a tedas las

reclamaciones o demandas que por motive de Tu
cncomendado se preseatiren, dindoles asimisimo
facullad pora sustituir &l presente y revocar dichas
sustituciones.

Date/Fecha: 19 May Two thousand cleven

City,Country/Ciudad Hais: King of Prussia, Pennsylvania, USA
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MODEL OF NOTARIAL CERTIFICATION

Notarial Certification

On this date,
19 May 2011

The undersigned Notary Public cenifies:
I Y

I That Ldward B Ginwent

Certificacion Notarial

En esta lecha,
el Notario Pablico suscrito certilica:

1, Que

COMPLETE NAME OF OFFICER SIGNING PoA

of legal age and Jomiciled in King of Prussia,
Pennsylvaaia, USA

; OFFICER'S FULL STREET ADDRIESS

signedl Ilw foregoing document.

. That lhv wantor ,Iw; execuled the furegoutg
Lluc_lilllmll as x\ulh‘mvcd Official dlld f\ll()lm.y
of (;ldennthklnw Biologicals s.

CTha G AX(J\MI FHKLINE BIOLOGICALS
b Al
having i!‘ﬁ principal |;lac‘.c af business localed in
e de Plustitute 39, B-1330 Rixensard, Belgica
is duly lnc‘m pomtcd i currently in existenge, and
that the |xupns.ea r which the Power of Allofaey is
arated -ne' within the scope ef its cofporiie
purposes, P
4, That the granior has the autharity exectle the
Pawer of Alterney and that his/er vepresentation is
legat.

5. The immd ition for my certifeations contained in
points 2, 3 :m(l A4 was the exhibition of the folimvmu
authentic tlm,nmen;( )

Power of /\l[luj ney dated 2( May ?0{)‘5!

NOTARY l’:> UBLIC (Sigtizltut'c):

nayor de edad y domiciliado

suscribio el documento gue antecede,

2. Qub ¢ vlorgaime ha suscrite el referido
dovumnento en su cardcter de

de

3. Que

con sede principal ubicnda en

esta {ugahnente constituida, gue ll(‘ll(. existencia
legal vigente y que los propdsitos p'!m los cuales |
sc otorgn el poder se encuentra dentio de los yue
comprenden su ohjeto social,

4. Que el olorpante tiene la represcutacion paa

snseribir ¢l poder, y que dsta es legitima,

5. Bl funduimento de mis certificaciones contenidas
cn los-puntos 2, 3 y 4 Tue Ta exhibicion de los (del)
siguiente(s) documenta(s) auléntico(s):

COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA

Upiper Medan; Twp., Monlaomery Gounty
My Comnilatfon: Fxplre Apil 6, 2012
‘Mrmbar, Peannaylvania Aandeinifan of Notwirs

Nolarlal Seh|
Deborah A, Backer, Notary Pubily

o .7
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RECOMBINANT RSV ANTIGENS

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

[001] This application claims benefit of the earlier filing datcs of United States
Provisional Applications 61/334,568, filed 13 May 2010 and 61/219,964, filed 24 June

2009, the disclosures of which are inéorporatcd herein by reference.

COPYRIGHT NOTIFICATION PURSUANT TO 37 C.F.R. § 1.71(E)

[002] A portion of the disclosure of this patent document contains material which is
subject to copyright protection. The copyright owner has no objection to the facsimile
reproduction by anyone of the patent document or the patent disclosure, as it appears in
the Patent and Trademark Office patent file or records, but otherwise reserves all

copyright rights whatsoever,

BACKGROUND
[003] This disclosure concerns the ficld of immunology. More particularly this
disclosure relates to compositions and methods for cliciting an immune response specific

for Respiratory Syncytial Virus (RSV).

[004] Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the most common worldwide cause
of lower respiratory tract infections (LRI) in infants Jess than 6 months of age and
premature babies less than or equal to 35 weeks of gestation. The RSV discase spectrum
includes a wide array of respiratory symptoms from rhinitis and otitis {o pncumonia and
bronchiolitis, the latter two discases being associated with considerable morbidity and
mortality. Humans are the only known rescrvoir for RSV. Spread of the virus from
contaminated nasal secretions occurs via large respiratory droplets, so closc contact with
an infected individual or contaminated surface is required for transmission. RSV can
persist for several hours on toys or other objects, which cxplains the high rate of

nosocomial RSV infcctions, particularly in pacdiatric wards.

[005] The global annual infcction and mortality figurcs for RSV are estimated to be 64
million and 160,000 respectively. In the U.S. alone RSV is estimated to be respensible for
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18,000 to 75,000 hospitalizations and 90 to 1900 deaths annually. In temperatc climates,
RSV is well documented as a cause of yearly winter epidemics of acute LRI, including
bronchiolitis and pneumonia. In the USA, nearly all children have been infected with
RSV by two years of age. The incidence rate of RSV-associated LRI in otherwisc healthy
children was calculated as 37 per 1000 child-ycar in the first two years of life (45 per 1000
child-year in infants less than 6 months old) and the risk of hospitalization as 6 per 1000
child-years ( per 1000 child-years in the first six months of life). Incidence is higher in
children with cardio-pulmonary discase and in those born prematurely, who constitute
almost half of RSV-related hospital admissions in the USA. Children who cxpericnce a
more scvere LRI caused by RSV later have an increased incidence of childhood asthma.
These studies demonstrate widespread need for RSV vaccines, as well as usc therof, in
industrialized countrics, where the costs of caring for patients with severe LRI and their
scquelae arc substantial, RSV also is increasiﬁg:.ly'rccognizcd as an important causc of

morbidity from influcnza-like illness in the cldérl_y'.

[006] Various approaches have been attempted in efforts to produce a safe and effective
RSV vaccine that produces durable and protective immune responses in healthy and at risk
populations. However, none of the candidates evaluated to date have been proven safc
and cffective as a vaccine for the purposc of preventing RSV infection and/or reducing or

preventing RSV diseasc, including lower respiratory infections (LRIs).

SUMMARY
[007] This disclosure concerns recombinant respiratory syncytial virus (RSV) antigens.
More specifically, this disclosure concerns antigens including a recombinant F protcin that
has been modified to stabilize the trimeric prefusion conformation. The disclosed
recombinant antigens exhibit superior immunogenicity, and are particularly favorably
employed as components of immunogenic compositions (e.g., vaccines) for protection
against RSV infection and/or disease. Also disclosed are nucleic acids that encode the
recombinant antigens, immunogenic compositions containing the antigens, and mctho&s

for producing and using the antigens,

BRIEF DESCRIPTION .OF_.T.HE DRAWINGS
[008] FIG. 1A is a schematic illustration highlighting structural features of thc RSV F
protein. FIG. 1B is a schematic illustration of exemplary RSV Prefusion F (PreF)

antigens.
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[009] FIG. 2 is a line graph illustrating representative results of asymmectrical field flow
fractionation (AFF-MALS) analysis of PreF.

[010] FIG. 3 is a bar graph showing neutralization inhibition of human serum by PreF

antigen.

[011] FIGS. 4A and B arc bar graphs showing serum IgG titcrs elicited in mice in

response to PreF antigen.

[012] FIGS. 5A and B are bar graphs illustrating titers of neutralizing antibodies specific
for RSV elicited by PreF antigen. '

[013] FIGS. 6A and B are graphs indicating protection against challenge provided by the

RSV PreF antigen in mice.

[014] FIG. 7 is a graph cvaluating BAL leukocytes following immunization and

challenge.

[015] FIG. 8 is a bar graph illustrating serum IgG clicited following immunization with

PreF formulated with dilutions of an oil-}in-water emulsion (AS03).

[016] FIG. 9 is a bar graph illustratir'lg ncutralizing antibody titres following

immunization with PreF formulated with dilutions of an oil-in-water cmulsion (AS03)

[017] FIG. 10 is a graph illustrating protection against challenge following immunization

with PreF formulated with ditutions of an oil-in-water emulsion (AS03).

DETAILED DESCRIPTION
INTRODUCTION

[018] Development of vaccines to prevent RSV infection has been complicated by the

fact that host immune responses appear to play a role in the pathogenesis of the discasc.
Early studies in the 1960s showed that children vaccinated with a formalin-inactivated
RSV vaccine suffered from more severe diseasce on subscquent exposure 1o the virus as
compared to unvaccinated control subjects. These carly trials resulted in the
hospitalization of 80% of vaccinees and two deaths. The enhanced scverity of discasc has
been reproduced in animal models and is thought to result from inadequate levels of

scrum-neutralizing antibodies, lack of local immunity, and excessive induction of a type 2




WO 2010/149745 ' PCT/EP2010/059008

helper T-cell-like (Th2) immune response with pulmonary cosinophilia and increased
production of IL-4 and 11.-5 cytokines. In contrast, a successful vaccine that protects
against RSV infection induces a Thl biased immune response, characterized by

production of IL-2 and y-interferon (IFN).

[019] Thc present disclosure concerns recombinant respiratory syncytial virus (RSV)
antigens that solve problems encountered with RSV antigens previously used in vaccines,
and improve the immunological as well as manufacturing propertics of the antigen. The
rccombinant RSV antigens disclosed herein involve a Fusion (F) protein analog that
include a solublc F protein polypeptide, which has been modificd to stabilize the prefusion
conformation of the F protein, that is, the conformation of the mature assembled F protein
prior to fusion with the host cell membrane. Thesc F protein analogs are designated
“Prel” or “PreF antigens”, for purposc of clarity and simplicity. The PreF antigens
disclosed herein arc predicated on the unforescen discovery that solublc F protein analogs
that have becn modificd by the incorporation of a heterologous trimerization domain
exhibit improved immunogenic characteristics, and are safe and highly protective when

administered to a subject in vivo.

[020] Details of the structure of the RSV F protein are provided herein with reference to
terminology and designations widely accepted in the art, and illustrated schematically in
FIG. 1A, A schematic illustration of exemplary PreF antigens is provided in FIG. 1B. 1t
will be understood by those of skill in the art that any RSV F protein can be modified to
stabilize the prefusion conformation according to the teachings provided herein.
Thereforc, to facilitate understanding of the principles guiding production of PreF
antigens, individual structural components will be indicated with reference to an
exemplary F protein, the polynucleotide and amino acid sequence of which are provided in
SEQ ID NOs:1 and 2, respectively. Similarly, where applicable, G protein antigens are
described in reference to an exemplary G prote‘in‘x, the polynucleotide and amino acid

sequences of which are provided in SEQ ID NOs:3 and 4, respectively.

[02]1] With reference to the primary amino acid sequence of the F protein polypeptide
(FIG. 1A), the following terms are utilized to describe structural features of the Prel

antigens.
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{022] The term FO refers to a full-length translated F protein precursor. The F0
polypeptide can be subdivided into an F2 domain and an F1 domain scparated by an
intervening peptide, designated pep27. During maturation, the FO polypeptide undergoes
protcolytic cleavage at two furin sites situated between F2 and F1 and flanking pep27. For
purpose of the ensuing discussion, an F2 domain includes at least a portion, and as much
as all, of amino acids 1-109, and a soluble portion of an F1 domain includes at least a
portion, and up to all, of amino acids 137-526 of the F protein. As indicated above, these
amino acid positions (and all subscquent amino acid positions designated herein) are given

in reference to the excmplary F protein precursor polypeptide (F0) of SEQ 1D NO:2.

[023] The prefusion F (or “PreF”} antigeﬁ is a solublc (that is, not membranc bound) F
protcin analog that includes at least one modification that stabilizes the prefusion
conformation of the F protein, such that thc RSV antigen retains at least one
immunodominant epitope of the prefusion conformation of the F protein. The soluble ¥
protein polypeptide includes an F2 domain and an F1 domain of the RSV F protein (but
does not include a transmembrane domain of the RSV F protcin). In exemplary
embodiments, the F2 domain includes amino acids 26-105 and the F1 domain includes
amino acids 137-516 of an F protein. However, smaller portions can also be used, so long
as the three-dimenstonal conformation of the stabilized PreF anti gen is maintained.
Similarly, polypeptides that include additional structural components (e.g., fusion
polypeptides) can also be used in place of the exemplary F2 and F1 domains, so long as
the additional components do not disrupt the three-dimensional conformation, or otherwisc
adversely impact stability, production or processing, or decrease immunogenicity of the
antigen. The F2 and F1 domains arc positioned in an N-termina! to C-terminal oricntation
designed to replicate folding and assembly of the F protcin analog into the mature
prefusion conformation. To enhance production, the F2 domain can be preceded by a
secretory signal peptide, such as a native F protein signal peptide or a heterologous signal
peptide chosen to enhance production and secretion in the host cells in which the

recombinant PreF antigen is to be expressed.

[024] The PreF antigens are stabilized (in the trimeric prefusion conformation) by
introducing onc or more modifications, such as the addition, dcletion or substitution, or
one or more amino acids. One such stabilizing modification is the addition of an amino

acid sequence comprising a heterologous stabilizing domain. In exemplary embodiments,
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the heterologous stabilizing domain is a protein multimerization domain. One particularly
favorable example of such a protcin multimerization domain is a coiled-coil domain, such
as an isoleucine zipper domain that promotcs trimerization of multiple polypeptides
having such a domain. An exemplary isoleucine zipper domain is depicted in SEQ ID
NO:11. Typically, the heterologous stabilizing domain is positioned C-terminal to the F1

domain,

[025] Optionally, the multimerization domain is connected to the F1 domain via a short
amino acid linker sequence, such as the sequence GG. The linker can also be a longer
linker (for examplc, including the scquence GG, such as the amino acid sequence:
GGSGGSGES; SEQ ID NO:14). Numerous conformationally neutral linkers arc known
in the art that can be uscd in this context without distupting the conformation of the PreF

antigen.

[026] Another stabilizing modification is the climination of a furin recognition and
cleavage site that is located between the F2 and F1 domains in the native FO protcin. One
or both furin recognition sites, located at positions 105-109 and at positions 133-136 can
be climinated by deleting or substituting one or more amino acid of the furin recognition
sites, such that the protease is incapable of cleaving the PrcF polypeptide into its
constituent domains. Optionally, the intervening pep27 peptide can also be removed or
substituted, e.g., by a linker peptide. Additionally, or optionally, a non-furin cleavage site
(e.g., a metalloprotcinasc site at positions 112-113) in proximity to the fusion peptide can

be removed or substituted.

[027] Another example of a stabilizing mutation is the addition or substitution of a
hydrophilic amino acid into a hydrophobic domain of the F protein. Typically, a charged
amino acid, such as lysine, will be added or substituted for a ncutral residue, such as
leucing, in the hydrophobic region. For example, a hydrophilic amino acid can be added
to, or substituted for, a hydrophobic or ncutral amino acid within the HRB coiled-coil
domain of the F protein cxtracellular domain. By way of example, a charged amino acid
residue, such as lysine, can be substituted for the loucine present at position 512 of the F
protein. Altcrnatively, or in addition, a hydrophilic amino acid can be added to, or
substituted for, a hydrophobic or neutral amino acid within the HRA domain of the F
protein. For example, one or morc charged amino acids, such as lysinc, can be inscrted at

or near position 105-106 (e.g., following the amino acid corresponding to residue 105 of
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reference SEQ 1D NO:2, such as between amino acids 105 and 106) of the PreF antigen).
Optionally, hydrophilic amino acids can be added or substituted in both the HRA and
HRB domains. Alternatively, one or more hydrophobic residucs can be delceted, so long as

the overall conformation of the PreF antigen 1s not adversely impacted.

[028] Additionally or alternatively, onc or more modification may be made, which alters
the glycosylation state of the PreF antigen. For example, one or morc aming acids in a
glycosylation site present in a native RSV F protein, e.g., at or around amino acid residuc
500 (as compared to SEQ ID NO:2) can be deleted or substituted (or an amino acid can be
added such that that thc glycosylation sitc is disrupted) to incrcasc or decrease the
glycosylation status of the PreF antigen. For example, the amino acids corrcsponding to
positions 500-502 of SEQ ID NO:2 can be sclected from: NGS; NKS; NGT; and NKT.

Thus, in certain embodiments, the PreF antigens include a soluble F protcin polypeptide
comprising an F2 domain (e.g., corresponding to amino acids 26-105 of SEQ ID NO:2)
and an F1 domain (e.g., corresponding to amino acids 137-516 of SEQ ID NO:2) of an
RSV F protein polypeptide, in which at least one modification that alters glycosylation has
been introduced. The RSV PreF antigen, typically includes an intact fusion peptide
between the F2 domain and the F1 domain. Optionally, the PreF antigen includes a signal

peptide.

[0291 As discloscd above, such F protein polypeptides can include at Icast onc
modification selected from: (i) an addition of an amino acid sequence comprising a

heterologous trimerization domain (such as a isoleucine zipper domain}, (ii) a deletion of .

at lcast one furin cleavage site; (iii) a deletion of at least onc non-furin cleavage site; (iv) a
deletion of one or more amino acids of the pep27 domain; and (v) at least one substitution
or addition of a hydrophilic amino acid in a hydrophobic domain of the F protein
extracellular domain. As disclosed above, such plycosylation modified RSV PreF

antigens asscmblc into multimers, e.g., trimers.

[030] In cxemplary ecmbodiments, the glycosylation modificd PrcF antigens are selccted
from the group of: a) a polypeptide comprising or consisting of SEQ 1D NO:22; b)

a polypeptide encoded by SEQ 1D NO:21 or by a polynucleotide sequence that
hybridizes under stringent conditions over substantially its entire length to SEQ 1D NO:21;
c) a polypeptide with at least 95% sequence identity to SEQ ID NO:22.
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[031] Any and/or all of the stabilizing modifications can be used individually and/or in
combination with any of the other stabilizing modifications disclosed herein to producc a
PreF antigen. In cxemplary embodiments the PreF protein comprising a polypeptide
comprising an F2 domain and an F1 domain with no intervening furin cleavage site
between the F2 domain and the FI domain, and with a heterologous stabilizing domain
(e.g., timenization domain) positioned C-terminal to the F1 domain. In certain
embodiments, the PreF antigen also includes oné or more addition and/or substitution of a
hydrophilic residue into a hydrophobic HRA and/or HRB domain. Optionally, the PreF
antigen has a modification of at lcast one non-furin cleavage site, such as a

metalloprotcinase site.

[032] A PrcF antigen can optionally include an additional polypeptide component that
includes at least an immunogenic portion of the RSV G protein. That is, in certain
cmbodiments, the PrcF antigen is a chimeric protein that includes both an F protein and a
G protein component. The F protein component can be any of the PreF antigens described
above, and the G protein component is selected to be an immunologically active portion of
thc RSV G protein (up to and/or including a full-length G protein). In exemplary
cmbodiments, the G protein polypeptide includes-amino acids 149-229 of a G protein
(where the amino acid positions arc designated:with reference to the G protein sequence
represented in SEQ ID NO:4). One of skill in the art will appreciate that a smailer portion
or fragment of the G protein can be used, so long as the sclected portion retains the
dominant immunologic features of the larger G protein fragment. In particular, the
selected fragment retains the immunologically dominant epitope between about amino
acid positions 184-198 (e.g., amino acids 180-200), and be sufficiently long to fold and
assemble into a stable conformation that exhibits the immunodominant cpitope. Longer
fragments can also be used, e.g., from about amino acid 128 to about amino acid 229, up
to the full-length G protein. So long as the sclected fragment folds into a stable
conformation in the context of the chimeric protein, and docs not intcrfere with
production, pracessing or stability when prodﬁg.e.ic:iﬁii'c‘:combinantly in host cells. Optionally,
the G protein componcent is connected to the F prf)ltein component via a short amino acid
linker sequence, such as the sequence GG. The linker can also be a longer linker (such as
the amino acid sequence: GGSGGSGGS: SEQ‘]'D NO:14). Numerous conformationally
neutral linkers are known in the art that can be used in this context without disrupting the

conformation of the Prel antigen.
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[033] Optionally, the G protein component can include onc or more amino acid
substitutions that reduce or prevent enhanced viral discase in an animal model of RSV
diseasc. That is, the G protein can include an amino acid substitution, such that when an
immunogenic composition including the PreF-G chimeric antigen is administered to a
subject selceted from an accepted animal model (e.g., mouse model of RSV), the subject
exhibits reduced or no symptoms of vaccine enhanced viral discase (e.g., cosinophilia,
neutrophilia), as compared to a control animal receiving a vaccine including that contains
an unmodified G protein. The reduction and/or prevention of vaccine enhanced viral
disease can be apparent when the imrlinogenic compositions are administerced in the
abscnce of adjuvant (but not, for example, when the antigens arc administered in the
presence of a strong Th! inducing adjuvant). Additionally, the amino acid substitution can
reducc or prevent vaccine cnhanced viral discase when administered to @ human subject.
An examplc of a suitable amino acid substitution is the replacement of asparagine at

position 191 by an alanine (Asn — Ala at amino acid 191: N191A).

[034] Optionally, any PreF antigen described above can include an additional sequence
that serves as an aid to purification. One example, is a polyhistidinc tag. Such a tag can

be removed from the final product if desired.

[035] When expressed, the PreF antigens undergo intramolccular folding and assemblc
into mature protein that includes a multimer of polypeptides. Favorably, the prcF antigen
polypeptides assemble into a trimer that rescmbles the prefusion conformation of the

mature, processed, RSV F protein.

[036] Any of the PreF antigens (including PreF-G antigens) discloscd hercin can be
favorably used in immunogenic compositions for the purpose of cliciting a protective
immunc response against RSV. Such immunogenic compositions typically include a
pharmaceutically acceptable carrier and/or excipient, such as a buffer. To enhance the
immune response produced following administration, the immunogenic composition
typically also includes an adjuvant. 1a the case of immunogenic compositions for cliciting
a protective immunc response against RSV (e.g., vaccincs), the compositions favorably
include an adjuvant that predominantly elicits a Thl immune responsc (a Thl biasing
adjuvant). Typically, the adjuvant is selccted to be suitable for administration to the target

population to which the composition is to be administered. Thus, depending on the




WO 2010/149745 ' PCT/EP2010/039008

applhication, the adjuvant is selected to be suitable for administration, ¢.g., to nconatcs or to

the clderly.

[037] The immunogenic compositions described herein arc favorably employed as
vaccines for the reduction or prevention of infection with RSV, without inducing a
pathological response (such as vaccine enhanced viral discase) following administration or

exposurc to RSV,

[038] In somc embodiments, the immunogenic composition includes a PreF antigen
(such as the exemplary embodiment illustrated by SEQ ID NO:6) and a second
polypeptide that includes a G protein component. The G protein component typically
includes at least amino acids 149-229 of a G protein. Although smaller portions of the G
protein can be used, such fragments should include, at a minimum, the immunological
dominant epitope of amino acids 184-198. Alternatively, the G protein can include a
larger portion of the G protein, such as amino acids 128-229 or 130-230, optionally as an

element of a larger protein, such as a full-length G protein, or a chimeric polypeptide.

[039] In other embodiments, the immunogenic composition includes a PreF anfigen thai
is a chimeric protein that also includes a G protein component (such as the exemplary
embodiments illustrated by SEQ 1D NOs:8 and 10). The G protein component of such a
chimeric PreF (or PrcF-G) antigen typically includes at icast amino acids 149-229 of 2 G
protein. As indicated above, smaller or larger fragments (such as amino acids 129-229 or
130-230) of the G protein can also be used, so long as the immunodominant epitopes arc

retained, and conformation of the PrcF-G antigen is not adversely impacted.

[040] Optionally, the immunogenic compos‘iti‘c‘)n.s can also include at lcast one additional
antigen of a pathogenic organism other than RSV For example, the pathogenic organism
1s a virus other than RSV, such as Parainflucnza virus (P1V), mcasles, hepatitis B,

poliovirus, or influenza virus. Alternatively, the pathogenic organism can be a bacterium,

such as diphtheria, tetanus, pcrtussis, Haemophilus influenzae, and Preumococcus.

[041] Recombinant nucleic acids that encode any of the PreF antigens (including PreF-G
antigens) are also a feature of this disclosure. Inlsomc embodiments, the polynucleotide
sequence of the nucleic acid that encodes the PreF antigen of the nucleic acid is optimized
for expression in a selected host (such as CHO cells, other mammalian cells, or insect

cells). Accordinlgy, vectors, including expression vectors (including prokaryotic and
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eukaryotic expression vectors) are a feature of this disclosure. Likewisc, host cclis
including such nucleic acids, and vectors, are a feature of this disclosure. Such nucicic
acids can also be used in the context of immunogenic compositions for administration to a

subject to elicit an immune response specific for RSV.

[042] The PrcF antigens arc favorably used for the prevention and/or treatment of RSV
infection. Thus, another aspect of this disclosure concerns a method for cliciting an
immunc response against RSV. The method involves administering an immunologicaliy
effcctive amount of a composition containing a PrcF antigen to a subject (such as a human
or animal subjcct). Administration of an immunologically effective amount of the
composition clicits an immune response specific for cpitopes present on the PrcF antigen.
Such an immune response can include B cell responses (e.g., the production of
ncutralizing antibodies) and/or T cell responses (e.g., the production of cytokines).
Favorably, the immune response clicited by the PreF antigen includes elements that are
specific for at least onc conformational epitopc present on the prefusion conformation of
the RSV F protein. The PrcF antigens and compositions can be administercd to a subject
without enhancing viral discasc following contact with RSV, Favorably, the PreF antigens
disclosed herein and suitably formulated immunogenic compositions ¢licit a Thi biased
immune response that reduces or prevents infection with a RSV and/or reduces or prevents

a pathological response following infection with a RSV.

[043] The immunogenic compositions can be administered via a variety of routes,
including routes, such as intranasal, that directly place the PreF antigen in contact with the
mucosa of the upper respiratory tract. Alternatively, more traditional administration routcs

can be employed, such an intramuscular routc of administration.

[044] Thus, the use of any of the disclosed RSV antigens (or nucleic acids) in the
preparation of a medicament for treating RSV infection (for example, prophylactically
treating or preventing an RSV infection) is also contemplated. Accordingly, this
disclosure provides the disclosed recombinant RSV antigens or the immunogenic
compositions for use in medicine, as well as the usc thercof for the prevention or treatment

of RSV-associated diseases.

|045] Additional details regarding PreF antigens, and mcthods of using them, are

presented in the description and examples below.
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TERMS

[046] In order to facilitatc review of the various embodiments of this disclosure, the
following explanations of terms arc provided. Additional terms and cxplanations can be

provided in the context of this disclosure.

[047] Unless otherwise explained, all technical and scientific terms used herein have the
same meaning as commonly understood by one olf‘ordinary skill in the art to which this
disclosure belongs. Definitions of common terms in molccular biology can be found in
Benjamin Lewin, Genes V, published by Oxford University Press, 1994 (1SBN 0-19-
854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, published by
Blackwell Science 1td., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); and Robert A. Meyers (cd.),
Molecular Biology and Biotechnology. a Comprehensive Desk Reference, published by
VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

[048] The singular terms “a,” “an,” and “thc” include plural referents unless context
clearly indicates otherwise. Similarly, the word “or” is intended to include “and” unless
the context clearly indicates otherwise. The term “plurality” refers to two or more. It is
further to be understood that all base sizes or ém-ino acid sizcs, and all molccular weight or
molecular mass values, given for nucleic acids or polypeptides arc approximate, and arc
provided for description. Additionally, numerical limitations given with respect to
concentrations or levels of a substance, such as an antigen, are intended to be approximatc.
Thus, where a concentration is indicated to be at lcast (for cxample) 200 pg, it is intended

that the concentration be understood to be at least approximatcly (or “about” or “~) 200

PE.

[049] Although methods and materials similar or equivalent to those described herein can
be used in the practice or testing of this disclosure, suitable methods and materials are
described below. The term “comprises” means “includes.” Thus, unless the context
requires otherwise, the word “compriscs,” and \{qﬁations such as “comprisc™ and
“comprising” will be understood to imply the inclﬁsion of a stated compound or
composition (e.g., nuclcic acid, polypeptide, antigen) or step, or group of compounds or
sicps, but not to the exclusion of any other compounds, composition, steps, or groups
thercof. The abbreviation, “e.g.” is derived from the Latin exempli gratia, and is uscd
hercin to indicate a non-limiting cxample. Thus, the abbreviation “e.g.” is synonymous

with the term “for example.”

12
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[050] Respiratory syncytial virus (RSV) is a pathogenic virus of the family
Paramyxoviridae, subfamily Pneum(;v{ﬁnac, genus Pncumovirus. The genome of RSV is
a negative-sensc RNA molecule, which encodes 11 proteins. Tight association of the
RNA genome with the viral N protein forms a nucleocapsid wrapped inside the viral
envelope. Two groups of human RSV strains have becn described, the A and B groups,
based on differences in the antigenicity of the G glycoprotein. Numcrous strains of RSV
have been isolated to date. Exemplary sirains indicated by GenBank and/or EMBL
Accession number can be found in W02008114149, which is incorporated herein by
reference for the purpose of disclosing the nucleic acid and polypeptide sequences of RSV
F and G protcins suitable for use in PreF antigens (including chimeric Prel’-G antigens),
and in combinations with PreF antigens. Additional strains of RSV are likely to be
isolated, and arc encompasscd within the genus of RSV. Similarly, the genus of RSV
encompasses variants arising from natﬁrally occurring (e.g., previously or subsequently

identified strains) by genetic drift, or artificial synthesis and/or rccombination.

[051] The term “F protein” or “Fusion protein” or “F protein polypeptide” or Fusion
protein polypeptide” refers to a polypeptide or protein having all or part of an amino acid
sequence of an RSV Fusion protein polypeptide. Similarly, the term “G protcin” or “G
protein polypeptide™ refers to a polypeptide or protein having all or part of an amino acid
sequence of an RSV Attachment protein polypeptide. Numerous RSV Fusion and
Attachment proteins have been described and arc known to those of skill in the art.
WO2008114149 sets out cxemplary F and G protein variants (for example, naturally

occurring variants) publicly available as of the filing date of this disclosure.

[052] A “variant” when referring to a nucleic acid or a polypeptide (e.g., an RSV F or G
protein nucleic acid or polypeptide, or a Prel’ nuclcic acid or polypeptidc) is a nucleic acid
or a polypeptide that differs from a reference nucleic acid or polypeptide. Usually, the

differcnce(s) between the variant and the reference nucleic acid or polypeptide constitute a

proportionally small number of differenccs as compared to the referent.

[053] A “domain” of a polypeptide or protein is a structurally defincd element within the
polypeptide or protein. For example, a “trimerization domain” is an amino acid sequence
within a polypeptide that promotes assembly of the polypeptide into trimers. For example,
a trimerization domain can promote assembly into trimers via associations with other

trimerization domains (of additional polypeptides with the same or a different amino acid
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scquence). The term is also used to refer to a polynucleotide that encodes such a peptide

or polypeptide.

[054] The terms “native” and “naturally occurring” refer to an an element, such as a
protcin, polypeptide or nucleic acid, that is present in the same state as it is in nature. That
is, the clement has not been modificd artificially. It will be understood, that in the context
of this disclosure, there are numcrous native/naturally occurring variants of RSV proteins
or polypeptides, e.g., obtained from different naturally occurring strains or isolates of
RSV,

[055] The term “polypeptide” refers to a polymer in which the monomers are amino
acid residues which are joined together through amide bonds. The terms “polypeptide” or
“protein” as used herein are intended to encompass any amino acid scquence and include
modificd sequences such as glycoproteins. The term “polypeptide™ is specifically
intended to cover naturally occurring proteins, as well as those which are recombinantly or
synthetically produced. The term “fragment,” in reference to a polypeptide, refers to a
portion (that is, a subscquence) of a polypeptide. The term “immunogenic fragment”
refers to all fragments of a polypeptide that rctain gt least one predominant immunogenic
epitope of the full-length reference protein or pol).g;')eptide. Orientation within a
polypeptide is gencrally recited in an N-terminal to C-tcrminal direction, defined by the
orientation of the amino and carboxy moieties of: individual amino acids. Polypeptides arc

translated from the N or amino-terminus towards the C or carboxy-terminus.

[056] A “signal peptide” is a short amino acid scquence (e.g., approximately 18-25
amino acids in length) that dircct newly synthesized sccretory or membrane proteins to
and through membrancs, e.g., of the endoplasmic reticulum, Signal peptides are
frequently but not universally located at the N-terminus of a polypeptide, and arc
frequently cleaved off by signal peptidases after the protein has crossed the membrane.
Signal sequences typically contain three common structural features: an N-terminal polar
basic region (n-region), a hydrophobic core, and a“hydrophilic c-region).

{057] The terms “polynucleotide” and “nucleic acid sequence” refer to a polymcric form
of nucleotides at least 10 bascs in length. Nucleotides can be ribonucleotides,
deoxyribonucleotides, or modified forms of either nucleotide. The term includes single
and double forms of DNA. By “isolated polynucleotide” is meant a polynuclcotidc that is

not immediately contiguous with both of the coding sequences with which it is
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immediately contiguous (one on the 5*end and one on the 3’ end) in the naturally
occurring genome of the organism from which it is derived. In one embodiment, a
polynucleotide encodcs a polypeptide. The 5’ and 3' direction of a nucleic acid is defincd
by reference to the connectivity of individual nuclcotide units, and designated in
accordance with the carbon positions of the decoxyribosc (or ribose) sugar ring. The

informational (coding) content of a polynucleotide scquence is read in a 5' to 3 direction.

[058] A “recombinant” nucleic acid is one that has a sequence that is not naturally
occurring or has a scquence that is made by an artificial combination of two otherwisc
separated scgments of sequence. This artificial combination can be accomplished by
chemical synthesis or, more commonly, by the artificial manipulation of isolated segments
of nucleic acids, e.g., by genctic engineering techniques. A “recombinant” protein is one
that is encoded by a heterologous (e.g., recombinant) nucleic acid, which has becn
infroduced into a host cell, such as a bacterial or eukaryotic cell. The nucleic acid can be
introduced, on an expression vector having signals capable of expressing the protein
encoded by the introduced nucleic acid or the nucleic acid can be integrated into the host

cell chromosome.

[059] The term “heterologous” with respect to a a nucleic acid, a polypcptide or another
ccllular component, indicatcs that the component occurs where it is not normaily found in

nature and/or that it originatcs from a diffcrent source or species.

[060] The term “purification” (e.g.; \-vith respect to a pathogen or a composition
containing a pathogen) refers to the ﬁ)rocéss of removing components from a composition,
the presence of which is not desired. Purification is a relative term, and does not requirc
that all traces of the undesirable component be removed from the composition. In the
context of vaccine production, purification includes such processes as centrifugation,
dialization, ion-cxchange chromatography, and size-exclusion chromatography, affinity-
purification or precipitation. Thus, the term “purificd” does not require absolute purity;
rather, it is intended as a relative term. Thus, for example, a purified nucleic acid
preparation is one in which the specified protein is more enriched than the nucleic acid 18
in its generative environment, for instance within a cell or in a biochemical rcaction
chamber. A preparation of substantially pure nucleic acid or protein can be purified such
that the desired nucleic acid represents at least 50% of the total nucleic acid content of the

preparation. In certain embodiments, a substantially pure nucleic acid will represent at
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lcast 60%, at lcast 70%, at lcast 80%, at least 85%, at jeast 90%, or at lcast 95% or more of

the total nucleic acid or protein content of the preparation.

[061] An “isolated” biological component (such as a nucleic acid molecule, protein or
organelle) has been substantially separated or purified away from other biological
components in the cell of the organism in which the component naturally occurs, such as,
other chromosomal and cxtra-chromosomal DNA and RNA, proteins and organeilcs.
Nucleic acids and proteins that have been “isolated” include nucleic acids and protcins
purified by standard purification methods. The term also embraces nucleic acids and
proteins prepared by recombinant expression in a host cell as well as chemically

synthesized nucleic acids and proteins.

[062] An “antigen” is a compound, composition, or substance that can stimulate the
production of antibodics and/or a T cell response in an animal, including compositions that
are injected, absorbed or otherwise introduced into an animal. The term “antigen™
includes all related antigenic epitopes. The term “epitope” or “antigenic determinant”
refers to a site on an antigen to which B and/or T cells respond. The “dominant antigenic
epitopes” or “dominant epitope” arc those epi,.topéjs_ to which a functionally significant host
immunc response, e.g., an antibody responsc or a T-ce]l response, is made. Thus, with
respect to a protective immune response against a pathogen, the dominant antigenic
cpitopes arc those antigenic moicties that when recognized by the host immune system
result in protection from discase caused by the pathogen. The term “T-cell cpitope” refers
to an epitope that when bound to an appropriate MHC moleculc is specifically bound by a
T cell (viaaT cell receptor). A “B-cell epitope” is an epitopc that is specifically bound by

an antibody (or B cell receptor molecule).

[063] An “adjuvant” is an agent that enhances the production of an immune response in a
non-specific manner. Common adjuvants include suspensions of minerals (alum,
aluminum hydroxide, aluminum phosphate) ont(; _w;;f.hich antigen is adsorbed; emulsions,
including water-in-oil, and oil-in-water {and v‘ari"ants therof, including double emulsions
and reversible emulsions), liposaccharides, lipopolysaccharides, immunostimulatory
nucleic acids (such as CpG oligonucleotides), liposomes, Toll-like Receptor agonists
(particularly, TLR2, TLR4, TLR7/8 and TLR9 agonists), and various combinations of

such components.

i6 -

(€



WO 2010/149745 e PCT/EP2010/059008

[064] An “immunogenic composition” 1s a composition of maticr suitable for
administration to a human or animal subject (e.g., in an cxperimental sctting) that is
capable of eliciting a specific immune response, e.g., against a pathogen, such as RSV. As
such, an immunogenic composition includes one or more antigens (for example,
polypeptide antigens) or antigenic cpitopes. An immunogenic composition can also
include onc or morc additional components capable of eliciting or enhancing an immune
response, such as an excipient, carrier, and/or adjuvant. In certain instances, immunogenic
compositions are administered to elicit an immune response that protects the subject
against symptoms or conditions induced by a pathogen. In some cascs, symptoms or
diseasc caused by a pathogen is preventtd (or reduced or amcliorated) by inhibiting
replication of the pathogen (e.g., RSV) following exposure of the subject to the pathogen.

In the context of this disclosure, the term immunogenic composition will be understood to

cncompass compositions that arc intended for administration to a subject or population of
subjccts for the purposc of eliciting a protcctive or pailiative immune rcsponsc against

RSV (that is, vaccine compositions or vaccines).

[065] An “immune responsc” is a responsc of a cell of the immune system, such as a B
cell, T cell, or monocyte, to a stimulus. An immune responsc can be a B cell response,
which results in the production of specific antibodies, such as antigen specific ncutralizing
antibodies. An immune rcsponsc can also be a T cell response, such as a CD4+ response
or a CD8+ responsc. In some cases, the responsc is specific for a particular antigen (that
is, an “antigen-specific response™). If the antigen is derived from a pathogen, the antigen-

specific response is a “‘pathogen-specific responsc.” A “protective immunc response” is .

an immune responsc that inhibits a detrimental function or activity of a pathogen, reducces
infection by a pathogen, or decreases symptoms (including death) that result from
infection by the pathogen. A protective immune response can be measured, for example,
by the inhibition of viral replication or plaque formation in a plaque reduction assay or

ELISA-ncutralization assay, or by measuring rcsistance to pathogen challenge in vivo.

[066] A “Thl” biascd immune responsc is characterized by the presence of CD4+ T
hclper cells that produce 11.-2 and TEN-y, and thus, by the secretion or presence of 1L-2
and 1FN-y. In contrast, a “Th2” biased immune response is characterized by a

preponderance of CD4+ helper cells that produce 1L-4, 1L-5, and TL-13.

[067] An “immunologically cffective amount” is a quantity of a composition (typically,

an immunogenic composition) used to elicit an immune response in @ subject to the
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composition or to an antigen in the composition. Commonty, the desired result is the
production of an antigen (e.g., pathogen)-specific immunc response that is capable of or
contributes to protecting the subject against the pathogen. However, to obtain a protective
immune responsc against a pathogen can rcquiré fnultiplc administrations of the
immunogenic composition. Thus, in the context of this disclosure, the term
immunologically effective amount encompasses a fractional dose that contributes in
combination with previous or subsequent administrations to attaining a protective immune

responsc.

[068] The adjcctive “pharmaceutically acceptable” indicates that the referent is suitable
for administration to a subjcct {e.g., a human or animal subject). Remington’s
Pharmaceutical Sciences, by E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15th
Edition (1975), describes compositions and formulations (including diluents) suitable for
pharmaceutical delivery of therapeutic and/or prophylactic compositions, including

immunogenic compositions.
1

[069] The term “modulate™ in reference to a response, such as an immune response,
means to alter or vary the onset, magnitude, duration or characteristics of the response.
An agent that modulates an immunc response alters at Icast one of the onset, magnitude,
duration or characteristics of an immune response following its administration, or that
alters at lcast onc of the onset, magnitude, duration or characteristic as compared to a

reference agent.

[070] The term “reduces” is a relative term, such that an agent reduces a response or
condition if the response or condition is quantitatively diminished following
administration of the agent, or if it is diminished following administration of thc agent, as
compared to a reference agent. Similarly, the term “prevents” does not necessarily mean
that an agent completely climinates the resp.ons’czc;'rl condition, so long as at lcast one
characteristic of the responsc or condition is eliminated. Thus, an immunogenic
composition that reduces or prevents an infection or a response, such as a pathological
response, e.g., vaccine enhanced viral disease, can, but does not necessarily completely
climinate such an infection or responsc, so tong as the infection or response is measurably
diminished, for example, by at least about 50%, such as by at lcast about 70%, or about
80%, or cven by about 90% of (that is to 10% or less than) the infection or response in the

absence of the agent, or in comparison to a reference agent.
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[071] A “subject” is a living multi-cellular vertebrate organism. In the context of this
disclosure, the subjcct can be an experimental subject, such as a non-human animal, e.g., a
mousc, a cotion rat, or a non-human primate. Alternatively, the subject can be a human

subject.

PrcF ANTIGENS
[072] In naturc, the RSV F protein is expressed as a single polypeptide precursor 574

amino acids in length, designated FO. /n vivo, FO oligomerizes in the endoplasmic
reticulum and is proteolytically processke'd by a furin protease at two conscrved furin
conscnsus sequences (furin cleavage sites), RARR'® (SEQ ID NO:15) and RKRR'
(SEQ 1D NO:16) to gencrate an oligomer consisting of two disulfide-linked fragments.
The smaller of these fragments is termed F2 and originates from the N-terminal portion of
the FO precursor. It will be recognized by those of skill in the art that the abbreviations
F0, F1 and F2 are commonly designated Fo, F; and F; in the scientific literature. The
larger, C-terminal F1 fragment anchors the F protein in thc membrane via a sequence of
hydrophobic amino acids, which are adjacent to a 24 amino acid cytoplasmic tail. Three
F2-F1 dimers associate to form a mature F protein, which adopts a metastablc
prefusogenic (“prefusion”) conformation that is triggered to undergo a conformational
change upon contact with a target cell membranc. This conformationai change cxposcs a
hydrophobic sequence, know as the fusion peptide, which associates with the host cell
membranc and promotes fusion of thc membrane of the virus, or an infected cell, with the

target cell membrane,

[073] The F1 fragment contains at lcast two heptad repeat domains, designated HRA and
HRB, and situated in proximity to the fusion peptide and transmembranc anchor domains,
respectively. In the prefusion conformation, the F2-F1 dimer forms a globular head and
stalk structure, in which the HRA domains are in a segmented (extended) conformation in
the globular head. In contrast, the HRB domains form a three-stranded coiled coil stalk
extending from the head region. During transition from the prefusion to the postfusion
conformations, the HRA domains collapsc and are brought into proximity to thc HRB
domains to form an anti-parallel six helix bundle. In the postfusion statc the fusion

peptide and transmembrane domains are juxtaposed to facilitate membrane fusion.

[074] Although the conformationalnﬂéscription provided above is based on molccular

modecling of crystallographic data, the structural distinctions between the prefusion and

19




WO 2010/149745 PCT/EP2010/059008

postfusion conformations can be monitared without resort to crystallography. For
example, clectron micrography can be used to distinguish between the prefusion and
postfusion (alternatively designated prefusogenic and fusogenic) conformations, as
demonstrated by Calder et al., Virology, 271:122-131 (2000) and Morton et al., Virology,
311:275-288, which arc incorporated herein by réfgrence for the purpose of their
technological teachings. The prefusion conformation can also be distinguished from the
fusogenic (postfusion) conformation by liposome association assays as described by
Connolly et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:17903-17908 (2006), which is also
incorporated hercin by reference for the purposc of its technological teachings.
Additionally, prefusion and fusogenic conformations can be distinguished using antibodics
(e.g., monoclonal antibodies) that specifically recognize conformation epitopes present on
onc or the other of the prefusion or fusogenic form of the RSV F protein, but not on the
other form. Such conformation cpitopes can be due to preferential cxposurc of an
antigenic detcrminant on the surface of the molecule. Alternatively, conformational
epitopes can arisc from the juxtaposition of'am'iﬁphacids that are non-contiguous in the

lincar polypeptide.

[075] The PreF antigens disclosed herein are designed to stabilize and maintain the
prcfusion conformation of the RSV F protein, such that in a population of cxpresscd
protein, a substantial portion of the population of expressed protein is in the prefusogenic
(prefuston) conformation (e.g., as predicted by structural and/or thermodynamic modeling
or as asscssed by one or more of the methods disclosed above). Stabilizing modifications
are introduced into a native (or synthetic) F protein, such as the exemplary F protein of
SEQ ID NO:2, such that the major immunogenic epitopes of the prefusion conformation
of the F protein are maintained following introduction of the PreF antigen into a cellular or
extracellular environment {for examplc, in vzvo, e.g., following administration to a
subject). T

[076] First, a heterologous stabilizing domain can be placed at the C-terminal end of the
construct in order to replace the membrance anchoring domain of the FO polypeptide. This
stabilizing domain is predicted to compensate for the HRB instability, helping to stabilize
the -prefusion conformer. In exemplary embodiments, the heterologous stabilizing
domain is a protein multimerization domain. One particularly favorable example of such a

protein multimerization domain is a trimerization domain. Exemplary trimerization
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domains fold into a coiled-coil that promotes assembly into trimers of multiple
polypeptides having such coiled-coil\’tg_iomains. One favorable cxample of a trimerization
domain is an isoleucine zipper. An exémplary isoleucine zipper domain is the engineercd
yeast GCN4 isoleucine variant described by Harbury et al. Science 262:1401-1407 (1993).
The sequence of ong suitable isoleucine zipper domain is represented by SEQ 1D NO:11,
although variants of this scquence that retain the ability to form a coiled-coil stabilizing
domain are equally suitable, Alternative stabilizing coiled coil trimerization domains
include: TRAF2 (GENBANK® Accession No. Q12933 [gi:23503103]; amino acids 299-
348); Thrombospondin 1 (Accession No. PO7996 [gi:135717); amino acids 291-314),
Matrilin-4 (Accession No. 095460 [gi:14548117], amino acids 594-618; CMP (matrilin-
1) (Accession No. NP_002370 [gi:4505111]); amino acids 463-496; HSF1 (Accession No.
AAX42211 [gi:61362386], amino acids 165-191; and Cubilin (Accession No. NP_001072
[gi:4557503]; amino acids 104-138. It is expected that a suitable trimerization domain
results in the assembly of a substantial portion of the expressed protein into trimers. For
cxample, at lcast 50% of a recombinant PrcF polypeptide having a trimerization domain
will asscmble into a trimer (e.g., as assessed by AFF-MALS). Typically, at lcast 60%,
more favorably at least 70%, and most desirably at lcast about 75% or more of the

expressed polypeptide cxists as a trimer.

[077] Inorder to stabilizc HRB cven more, the leucine residuc located at position 512
(rclative to the native FO protein) of the PreF can be substituted by a lysinc (L482K of the
exemplary PreF antigen polypeptide of SEQ ID NO:6). This substitution improves the
coiled coil hydrophobic residue peridiiiéity. Similarly, a lysine can be added following the

amino acid at position 105.

[078] Secondly, pep27 can be removed. Analysis of a structural modcl of the RSV F
protein in the prefusion state suggests that pep27 creates a large unconstrained loop
between F1 and F2. This loop does not contribute to stabilization of the prefusion state,

and is removed following cleavage of the native protein by furin.

[079] Third, one or both furin cleavage motifs can be delcted. With this design, the
fusion peptide is not cleaved from F2, preventing release from the globular head of the
prefusion conformer and accessibility to ncarby membrancs. Intcraction between the
fusion peptidc and the membrane intggfgce is predicted to be a major issue in the prcfusion

state instability. During the fusion proccss, intcraction between the fusion peptide and the
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target membrane results in the exposure of the fusion peptide from within the globular
head structure, enhancing instability of the prefusion state and folding into post-fusion
conformer. This conformation change cnables the process of membrane fusion. Removal
of one or both of the furin cleavage sitcs is prediétéd to prevent membranc accessibility to
the N-terminal part of the fusion peptide, stabilizing the prefusion state. Thus, in
exemplary embodiments disclosed herein, removal of the furin cleavage motifs results in a
PreF antigen that comprises an intact fusion peptide, which is not cleaved by furin during

or following processing and asscmbly.

[080] Optionally, at Icast onc non-furin cleavage sitc can also be removed, for example
by substitution of onc or more amino acids. For example, experimental evidence suggests
that under conditions conducive to cleavage by certain metatloproteinases, the PrcF
antigen can be cleaved in the vicinity of aming acids 110-118 (for example, with clcavage
occurring between amino acids 112 and 113 of 'th‘é’,PrcF antigen; between a leucine at
position 142 and glycinc at position 143 of the refeérence F protein polypeptide of SEQ 1D
NO:2). Accordingly, modification of onc or morc amino acids within this region can
reduce cleavage of the PreF antigen. For example, the leucine at position 112 can be
substituted with a different amino acid, such as isoleucine, glutaminc or tryptophan (as
shown in the exemplary embodiment of SEQ ID NQ:20). Alternatively or additionally,

the glycine at position 113 can be substituted by a serine or alanine.

[081] Optionally, a PreF antigen can include one or more modifications that alters the
glycosylation pattern or status (e.g., by increasing or decreasing the proportion of
molecuics glycosylated at one or more of the glycosylation sites present in a native F
protcin polypeptide. For example, the native.F protein polypeptide of SEQ 1D NO:2 is
predicted to be glycosylated at amino acid positions 27, 70 and 500 (corresponding to
positions 27, 70 and 470 of the exemplary PreF antigen of SEQ ID NO:6). In an
embodiment, a modification is introduced in the vicinity of the glycosylation sitc at amino
acid position 500 (dcsignated N470). For example, the glycosylation site can be removed
by substituting an amino acid, such as glutamine (Q) in place of the asparaginc at position
500 (of the reference sequence, which corresponds by alignment to position 470 of the
exemplary Prel’ antigen). Favorably, a modification that increases glycosylation
cfficiency at this glycosylation site is introduced. Examples of suitable modifications

include at positions 500-502, the following amino acid sequences: NGS; NKS; NGT;
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NKT. Interestingly, it has been foundl :th;'it modifications of this glycosylation site that
result in increased glycosylation alsc; result in substantially increased PreF production.
Thus, in certain embodiments, the PreF .ant.igens have a modified glycosylation site at the
position corresponding to amino acid 500 of the reference PreF sequence (SEQ ID NO:2),
e.g., at position 470 of the PreF antigen exemplified by SEQ ID NO:6). Suitable,
modifications include the sequences: NGS; NKS; NGT; NKT at amino acids
corresponding to positions 500-502 of the reference F protein polypeptide sequence. The
amino acid of an exemplary cmbodiment that includes an “NGT” modification is
provided in SEQ ID NQ:18. One of skill in the art can easily determine similar
modifications for corresponding NGS, NKS, and NKT modifications. Such modifications
arc favorably combined with any of the stabilizing mutations disclosed herein {e.g., a
hcterologous coiled-coil, such as an isoleucine zipper, domain and/or a modification in a
hydrophobic region, and/or removal of pep27, and/or removal of a furin cleavage site,
and/or removal of a non-furin cleavage site, and/or removal of a non-furin cleavage sitc).
For example, in one specific embodiment, the PreF antigen includes a substitution that
eliminates a non-furin cleavage site and a modification that incrcascs glycosylation. An
cxemplary sequence is provided in SEQ ID NO:22 (which exemplary embodiment
includes an “NGT” modification and the substitution of glutamine in the place of leucine

at position 112).

[082] More gencrally, any one of the stabilizing modifications disclosed herein, e.g.,
addition of a heterologous stabilizing domain, such as a coiled-coil (for example, an
isolcucing zipper domain), preferablgf S_ituétcd at the C-terminal end of the soluble PrcV
antigen; modification of a residue, such as leucine to lysing, in the hydrophobic HRB
domain; removal of pep27; removal of one or both furin cleavage motifs; removal of a
non-furin cleavage site, and/or modification of a glycosylation site can be employed in
combination with any one or more (or up to all-in any desired combination) of the other
stabilizing modifications. For example, a heterologous coiled-coil (or other heterologous
stabilizing domain) can be utilized alone or in combination with any of: a modification in
a hydrophobic region, and/or removal of pep27, and/or removal of a furin cleavage sitce,
and/or removal of a non-furin cleavage sitc, and/or removal of a non-furin cleavage site.
In ccrtain specific cmbodiments, the PreF antigen includes a C-terminal coiled-coil
(isolcucine zipper) domain, a stabilizirﬁg substitution in the HRB hydrophobic domain, and

removal of one or both furin cleavage sites. Such an cmbodiment includes an intact fusion
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peptide that is not removed by furin cleavage. In one specific embodiment, the PreF

antigen also includes a modified glycosylation site-at amino acid position 500.

[083] The native F protein polypeptide can ch e‘;clected from any F protcin of an RSV A
or RSV B strain, or from variants thercof (as defined above). In certain exemplary
embodiments, the F protein polypeptide is the F protein represented by SEQ IDNO:2. To
facilitate understanding of this disclosure, all amimo acid residue positions, regardless of
strain, arc given with respect to (that is, the amino acid residue position corresponds o)
the amino acid position of the exemplary F protcin. Comparablc amino acid positions of
any other RSV A or B strain can be determined casily by those of ordinary skill in the art
by aligning the amino acid scquences of the selected RSV strain with that of the
excmplary scquence using rcadily availabie and well-known alignment algorithms {such
as BLAST, e.g., using default paramcters). Numerous additional cxamples of F protein
polypeptides from different RSV strains are disclosed in WQ2008114149 (which is
incorporated hercin by reference for the purpose of providing additional examples of RSV
F and G protein scquences). Additional variants can arise through genetic drift, or can be
produced artificially using sitc directed or random mutagenesis, or by recombination of
two or morc preexisting variants. Such additional variants arc also suitablc in the context

of the PrelF (and PrelF-G3) antigens disclosed herein.,

[084] in sclecting F2 and F1 domains of the F protein, one of skil! in the art will
rccognize that it is not strictly necessary to inclgdc the entire F2 and/or F1 domain.
Typically, conformational considerations arc of importance when sclecting a subsequence
(or fragment) of the F2 domain. Thus, the F2 domain typically includes a portion of the
F2 domain that facilitatcs assembly and stabilitﬁ} of the polypeptide. In certain cxemplary
variants, the F2 domain includes amino acids 26-105. However, variants having minor
modifications in length (by addition, or dcletion of one or more amino acids) are also

possible.

[085] Typically, at [cast a subscquence (or fragment) of the F1 domain is selected and
designed to maintain a stable conformation that includes immunodominant cpitopes of the
F protein. For example, it is generally desirable to select a subsequence of the Fl
polypeptide domain that includes epitopes recognized by ncutralizing antibodies in the
regions of amino acids 262-275 (palivizumab ncutralization) and 423-436 (Centocor’s

ch101F MAD). Additionally, desirable to include-T cell epitopes, e.g., in the region of
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animo acids 328-355. Most commonly, as a single contiguous portion of the F1 subunit
(e.g., spanning amino acids 262-436) but cpitopes could be retained in a synthetic
sequence that includes these immunodominant epitopes as discontinuous elements
assembled in a stable conformation. Thus, an F1 domain polypeptide compriscs at lcast
about amino acids 262-436 of an RSV F protcin polypeptide. In one non-limiting example
provided herein, the F1 domain comprises amino acids 137 to 516 of a native F protein
polypeptide. One of skill in the art will recognize that additional shorter subsequences can

be used at the discretion of the practitioner.

[086] When selecting a subsequence of the F2 or F1 domain (or as will be discussced
below with respect to the G protein component of certain PreF-G antigens), in addition to
conformational consideration, it can be desirable to choosc sequences (e.g., variants,
subsequences, and the like) based on the inclusion of additional immunogenic epitopes.
For cxample, additional T cell epitoﬁés' can be identificd using anchor motifs or other
methods, such as ncural net or polynoin.'lial dcterminations, known in the art, sec, e.g.,
RANKPEP (available on the world wide web at:

mif.dfci harvard.cdu/Tools/rankpep.html); ProPredl (available on the world wide web at:
imtech.res.in/raghava/propredl/index.htmi); Bimas (availablc on the world wide web at:
www-bimas.dert.nih.gov/molbi/hla_bind/index.htmi); and SYFPEITH (available on the
world wide web at: syfpeithi bmi-heidelberg. com/scripts/MHCServer.dll/home.htm). For
example, algorithms are used to determine the “binding thicshold” of peptides, and to
select those with scores that give them a high probability of MIC or antibody binding at a
certain affinity. The algorithms are based either on the effects on MHC binding of a
particular amino acid at a particular position, the effects on antibody binding of a
particular amino acid at a particular position, or the cffects on binding of a particular
substitution in a motif-containing peptide. Within the context of an immunogenic peptide,
a “conscrved residue” is one which appears in a significantly higher frequency than would
be expected by random distribution at a particular position in a peptide. Anchor residues
arc conserved residues that provide a contact point with the MHC molccule. T cell
cpitopes identificd by such predictive methods can be confirmed by measuring their
binding to a specific MHC protein and by their ability to stimulate T cells when presented
in the context of the MHC protein.

[087] Favorably, the PreF antigens (including PrcF-G antigens as discussed below)

include a signal peptide corresponding to the expression system, for example, a
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mammalian or viral signal peptide, such as an RSV F0 native signal sequence (e.g., amino
acids 1-25 of SEQ ID NO:2 or amino acids 1-25 of SEQ ID NO:6). Typically, the signal
peptide is selected to be compatible with the cells':fsélected for recombinant e¢xpression.
For examplec, a signal peptide (such as a baculovirus signal peptide, or the melittin signal
peptide, can be substituted for expression, in insect cells. Suitable plant signal peptides
are known in the art, if a plant cxpression system is preferred. Numerous exemplary
signal peptides arc known in the art, (sce, e.g., sce Zhang & Henzel, Protein Sci., 13:2819-
2824 (2004), which describes numerous human signal peptides) and are catalogucd, e.g.,
in the SPdb signal peptide database, which includes signal sequences of archaea,
prokaryotes and cukaryotes (http://proline.bic.nus.cdu.sg/spdb/). Optionally, any of the
preceding antigens can include an additional sequence or tag, such as a His-tag to facilitate

purification,

[088] Optionally, the PreF antigen can include, g’dditional immunogenic components. In
certain particularly favorable embodiments, the PreF antigen includes an RSV G protein
antigenic component. Exemplary chimeric proteins having a PreF and G component
include the following PreF_V1 (represented by SEQ ID NQOs:7 and 8) and PrcF_V2
(represented by SEQ ID NQs:9 and 10).

[089] In the PrcF-G antigens , an antigenic portion of the G protein (e.g., a truncated G
protein, such as amino acid rcsidues 149-229) is added at the C-terminal end of the
construct. Typically, the G protein component is joined to the F protein component via a
flexible linker sequence. For example, in the exemplary PreF_V1 design, the G protein is
joined to the PreF component by a -GGSGGSGGS- linker (SEQ ID NO:14). In the

PreF V2 design, the linker is shorter. Instcad gif ‘l_{aving the -GGSGGSGGS- linker (SEQ
ID NO:14), PreF_V2 has 2 glycincs (-GG-) for linker.

[090] Where present, the G protein polypeptide domain can include all or part of a G
protcin selected from any RSV A or RSV B strain. In certain cxemplary embodiments, the
G protein is (or is 95% identical to) the G protein represented by SEQ 1D NO:4.
Additional examples of suitable G protein sequences can be found in W02008114149

(which is incorporated herein by reference).

{091] The G protein polypeptide component is sclected to include at least a subscquence
(or fragment) of the G protein that retains the immunodominant T cell epitope(s), e.g., in

the region of amino acids 183-197, such as fragments of the G protein that include amino
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acids 151-229, 149-229, or 128-229 of a native G protcin. In one exemplary embodiment,
the G protein polypeptide is a subsequence (or fragment) of a native G protein polypeptide
that includes all or part of amino acid residues 149 to 229 of a native G protein
polypeptide. One of skill in the art will readily appreciate that longer or shorter portions
of the G protein can also be used, so loﬁg ras the portion selected docs not
conformationally destabilize or disrupt expression, folding or processing of the PreF-G
antigen. Optionally, the G protein domain includes an amino acid substitution at position
191, which has previously been shown to be involved in reducing and/or preventing
enhanced disease characterized by cosinophilia associated with formalin inactivated RSV
vaccines. A thorough description of the attributcs of naturally occurring and substituted
(N191A) G proteins can be found, e.g., in US Patent Publication No. 2005/0042230,

which is incorporated herein by reference.

[092] For example, with respect to selection of sequences corresponding to naturally
occurring strains, one or more of the domains can correspond in sequence to an RSV A or
B strain, such as the common laboratory isolates designated A2 or Long, or any other
naturally occurring strain or isolate {(as disclosed in the aforementioned WO2008114 149).
In addition to such naturally occurring and isolated variants, engincered variants that sharc
sequence similanty with the aforecmentioned sequences can also be employced in the
context of PreF (including PrcF-G) antigens. It will be understood by thosc of skill in the
art, that the similarity between PreF antigen polypeptide (and polynucleotide sequences as
described below), as for polypeptide (and nucleotide sequences in gencral), can be
expressed in terms of the similarity between the sequences, otherwise referred to as
sequence identity, Sequence identity is frequently mcasured in terms of percentage
identity (or similarity), thc higher the percentage, the more similar arc the primary
structures of the two sequences. In éehe’ral, the morc similar the primary structures of two
amino acid (or polynucleotide) sequences, the more similar are the higher order structures
resulting from folding and assembly. Variants of a PreF polypeptide (and polynucleotide)
sequences typically have one or a small number of amino acid deletions, additions or
substitutions but will nonetheless share a very high percentage of their amino acid, and
generally their polynucleotide sequence. Morc importantly, the variants retain the

structural and, thus, conformational attributes of the reference sequences disclosed herein.
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[093] Methads of determining scquence identity are well known in the art, and are
applicable to PreF antigen polypeptides, as well as the nucleic acids that encode them
(e.g., as decribed below). Various programs and alignment algorithms are described in:
Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482,.1981; Needleman and Wunsch, J. Mol.
Biol. 48:443, 1970; Higgins and Sharp, Gene 73:237, 1988, Higgins and Sharp, CABIOS
5:151, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; and Pearson and
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 85:2444, 1988. Altschul et af., Nature Genet.
6:119, 1994, presents a detailed consideration of sequence alighment methods and
homology calculations. The NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(Altschul et al.,.J. Mol. Biol. 215:403, 1990} is available from several sources, including
the National Center for Biotechnology Infor_matidn (NCBI, Bethesda, MD) and on the
internet, for usc in conncction with the sequcnc;l:-: ;Lf;:aiysis programs blastp, blastn, blastx,
thlastn and tblastx. A description of how to dctcﬁnine sequence identity using this

program is availablc on the NCBI websile on the internet.

[094] 1n some instances, the PreF antigens has one or more amino acid modification
relative to the amino acid sequence of the naturally occurring strain from which it is
derived (e.g., in addition to the aforementioned stabilizing modifications). Such
differcnees can be an addition, deletion or substitution of one or more amino acids. A
variant typically differs by no more than about 1%, or 2%, or 5%, or 10%, or 15%, or 20%
of the amino acid residues. For cxamplc, a variant PreF antigen (including PreF-G)
polypeptide sequence can include 1, or 2, or up to 5, or up to about 10, or up to about 15,
or up to about 50, or up to about 100 amino adid' d__ifferences as compared to the exemplary
PrcF antigen polypeptide sequences of SEQ 1D NOs:6, 8, 10, 18, 20 and/or 22. Thus, 2
variant in the context of an RSV F or G protein, or PreF antigen (including PreF-G
antigen), typically shares at least 80%, or 85%, more commonly, at least about 90% or
more, such as 95%, or even 98% or 99% sequence identity with a reference protein, e.g.
the reference sequences illustrated in SEQ 1D NQO:2, 4, 6, 8, 10, 18, 20 and/or 22, or any of
the exemplary PrcF antigens disclosed herein. Additional variants included as a feature of
this disclosure are PrcF antigens (including PreF-G antigens) that include all or part of a
nucleotide or amino acid sequence sclected from the naturally occurring variants disclosed
in WO2008114149. Additional variants ¢can aﬁse through genetic drift, or can be -
produced artificially using site directed or rand‘(_).ﬁf__r"nutagencsis, or by reccombination of

two ot more preexisting variants. Such additional variants arc also suitable in the context
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of the PreF (and PreF-G) antigens disclosed hercin, For example, the modification can be
a substitution of one or more amino acids (such as two amino acids, three amino acids,
four amino acids, five amino acids, up to about ten amino acids, or more) that do not altcr
the conformation or immunogenic epitopcs of the resulting PreF antigen.

[095] Alternatively or additionally, thc modification can include a dcletion of one or
more amino acids and/or an addition of one or more amino acids. Indeed, if desired, onc
or more of the polypeptide domains can be a synthetic polypeptide that does not
correspond to any single strain, but includes component subsequences from multiple
strains, or even from a consensus sequence deduced by aligning multiple strains of RSV
virus polypeptides. In certain embediments, onc or more of the polypeptide domains is
modified by the addition of an amino acid scquence that constitutes a tag, which facilitates
subscquent processing or purification. Such a tag can be an antigenic or cpitope tag, an
enzymatic tag or a polyhistidine tag. Typically the tag is situated at onc or the other ¢nd of

the protein, such as at the C-terminus or N-terminus of the antigen or fusion protein.

NUCLEIC ACIDS THAT ENCODE PREF ANTIGENS

[096] Another aspect of this disclosure concerns recombinant nucleic acids that encodc

PreF antigens as described above. More explicitly, such nucleic acids encode
polypeptides that include a soluble F protein polypeptide antigen that includes an F2
domain and an F1 domain of an RSV F protein polypeptide, which includes at lcast one
modification selected from: (i) an addition of an amino acid sequence comprising a
heterologous trimerization domain; (i1} a deletion of at least onc furin cleavage site; (i) a
deletion of at least one non-furin cleavage site; (iv) a delction of one or more amino acids
of the pep27 domain; and, (v) at least one substitution or addition of a hydrophilic amino
acid in a hydrophobic domain of the F protein extracellular domain. Optionally, such a
polynucicotide cncodes a PrcF antigen with a modification in a glycosylation site. The
naturc and structural details of such polypeptides are disclosed in dctail above. One of
skiil in the art will readily be able to determinc nucleotide sequences that encode any and
all of the described polypeptide sequences based on the teachings hercin, including the
cxemplary sequences provided in the sequence listing, and otherwise included (e.g., by

incorporation by reference) in this disclosurc.

[097] In certain embodiments, the recombinant nucleic acids arc codon optimized for

expression in a selected prokaryotic or cukaryotic host cell. For example, SEQ 1D NOs: 5,
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12,17, 19 and 21 arc diffcrent illustrative, non-li’rﬁi-ting, examples of sequences that
encodce a PrcF antigen, which have been codon optimized for expression in mammalian,
e.g., CHO, cells. To facilitate replication and expression, the nucleic acids can be
incorporated into a vector, such as a prokaryotic or a eukaryotic expression vector. Host
cells including recombinant PreF antigen-encoding nucleic acids are also a feature of this
disclosurc. Favorable host cells include prokaryotic (i.e., bacterial) host cells, such as E.
coli, as well as numerous cukaryotic host cells, including fungal (e.g., yeast) cells, inscet

cells, and marmmalian cells (such as CHO, VERO and HEK293cells).

098] To facilitate replication and expression, the nucleic acids can be incorporated into a
vector, such as a prokaryotic or a cukaryotic exbréssion vector. Although the nucleic
acids disclosed herein can be included in any one of a vari ety of vectors (inclding, for
example, bacterial plasmids; phage DNA; baculovirus; ycast plasmids; vectors derived
from combinations of plasmids and phage DNA, viral DNA such as vaccinia, adenovirus,
fow! pox virus, pseudorabics, adenovirus, adeno-éssociatcd virus, retroviruscs and many
others), most commonly the vector will be an expression vector suitable for generating
polypeptide expression products. In an expression vector, the nucleic acid encoding the
PreF antigen is typically arranged in proximity and orientation to an appropriatc
transcription control sequence (promoter, and optionally, one or more enhancers) to direct
mRNA synthesis. That is, the polynucicotide sequence of interest is operably linked to an
appropriatc transcription control sequence. Exarflplcs of such promoters include: the
immediate early promoter of CMV, LTR or SV40 promoter, polyhedrin promoter of
baculovirus, E. coli lac or trp promoter, phage T7 and lambda Py promotcr, and other
promoters known to control expression of gencs in prokaryotic or cukaryotic cclis or their
viruses. The cxpression vectar typically also contains a ribosome binding site for
translation initiation, and a transcription terminator. The vector optionally includes
appropriatc sequences for amplifying expression. In addition, the expression vectors
optionally comprisc one or more sclectable marker genes to provide a phenotypic trait for
selection of transformed host cclis, such as dihydrofolate reductase or neomycin resistance
for eukaryotic cell cuiture, or such as kanamycin, tetracycline or ampicillin resistance in E.

H

coli.

SN

[099] The expression veetor can also include additional expression elements, for

example, to improve the efficiency of translation. These signals can include, e.g., an ATG
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initiation codon and adjacent sequences. In some cases, for example, a translation
inttiation codon and associated scquence elements are inserted into the appropriate
expression vector simuitancously with the polynucleotide scquence of intercst (e.g., a
native start codon). In such cases, additional translational control signals are not required.
However, in cases where only a polypepltide-coding sequence, or a portion thercof, is
inserted, exogenous translational control signals, including an ATG initiation codon is
provided for translation of the nucleic acid encoding PreF antigen. The initiation codon is
placed in the correct reading frame to ensure translation of the polynucleotide sequence of
intcrest. Exogenous transcriptional elements and initiation codons can be of various
origins, both natural and synthetic. If desired, the cfficicncy of expression can be further
incrcased by the inclusion of enhancers appropriate to the cell system in use (Scharf et a/.
(1994) Results Probl Cell Differ 20:125-62; Bitter ez al. (1987) Methods in Enzymol
153:516-544).

[0100] In some instances, the nucleic acid (such as a vector) that encodes the PrcF antigen

includes one or more additional sequence elements selected to increase and/or optimize
expression of the PrcF encoding nuci‘ci,ib‘ acid when introduced into a host cell. For
cxample, in certain embodiments, the nucleic acids that encode the PreF antigen includce
an intron sequence, such as a Human Herpesvirus 5 intron sequence (see, e.g., SEQ 1D
NO:13). Introns have been repeatedly demonstrated to enhance expression of homologous
and hcterologous nucleic acids when appropriately positioned in a recombinant construct.
Another class of expression-cnhancing sequences includes an epigenctic element such as a
Matrix Attachment Region (or MAR), or a similar epigenctic element, e.g., STAR
elements (for examplc, such as those STAR elements disclosed in Otte et al., Biotechnol.
Prog. 23:801-807, 2007) . Without being bound by thcory, MARs arc belicved to mediate
the anchorage of a target DNA sequence to the nuclcar matrix, generating chromatin loop
domains that cxtend outwards from tﬁe heterochromatin cores. While MARs do not
contain any obvious consensus or recognizable scquence, their most consistent feature
appears to be an overall high A/T content, and C bases predominating on one strand.
These regions appear to form bent secondary structures that may be prone to strand
separation, and may include a core-unwinding element {CUE) that can scrve as the
nucleation point for strand separation. Several simple AT-rich sequence motifs have been
associated with MAR sequences: e.g., the A-box, the T-box, DNA unwinding motifs,
SATBI binding sites (H-box, A/T/C25) and conscnsus Topoisomerasc 11 sites for
vertebrates or Drosophila, Exemplary MAR sequences are described in published US
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patent application no. 20070178469, and in international patent application no.
W002/074969 (which are incorporated herein by refercnce). Additional MAR sequences
that can be used to enhance expression of a nucleic acid encoding a PreF antigen include
chicken lysozyme MAR, MARp1-42, MARp1-6, MARp1-68, and MARpx-29, described
in Girod et al., Nature Methods, 4:747-753, 2007 (disclosed in GenBank Accession Nos.
EA423306, DI107030, DI106196, D1107561, and DI1106512, respectively). One of skill
will appreciate that expression can further be modulated be sclecting a MAR that produces
an intermediatc level of enhancement, as is reported for MAR 1-9. 1f desired, alternative
MAR scquences for increasing expression of a PrcF antigen can be identified by searching
sequence databascs, for example, using software such as MAR-Finder (available on the
web at futuresoft.org/MarFinder), SMARTcst (available on the web at genomatix.de), or
SMARScan 1 (Levitsky et al., Bioinformatics 15:382-592, 1999). In ccrtain embodiments,
the MAR is introduced (e.g., transfected) into the host cell on the same nucleic acid (e.g.,
vector) as the PreF antigen-cncoding sequence. In an alternative embodiment, the MAR is
introduced on a separate nucleic acid (e.g., in trans) and it can optionally cointcgrate with

the PrcF antigen-encoding polynuclcotide sequence.

[0101] Exemplary procedures sufficient to gui'd'é onc of ordinary skill in the art through
the production of recombinant PreF antigen nucleic acids can be found in Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manud!,'ﬁd.,:éd., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989, Sambrook ef al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3d cd., Cold
Spring Harbor Press, 2001; Ausubcl et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, 1992 (and Suppleménts to 2003); and Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in
Molecular Biology, 4th ed., Wilcy & Sons, 1999,

[0102] Exemplary nuclcic acids that encode PrcF antigen polypeptides are represented by
SEQIDNOs:5,7,9,12,13,17,19 and 21. Variants that include a modification in a
glycosylation site, e.g., at the amino acid corresponding to positiori 500 of SEQ 1D NO:2
can be produced by altering (e.g., mutating) the nucleotides in the vicinity of positions
1408-1414 (as compared, for example, to the polynucicotide sequence of SEQ TD NO:12,
e.g., SEQ ID NOs:17 and 21). Suitable sequences of nucleotides to encode glycosylation
variants (e.g., that increase glycosylation cfficiency) include: aacgggt, aacaagt, aacggga,

and aacaaga. Alternative sequences, such as cagcagt, which eliminate a glycosylation sitc
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are also possible. Additional variants of can be produced by assembling analogous F and
G protein polypeptide sequences sclected from any of the known (or subscquently)
discovered strains of RSV, e.g., as disclosed in W02008114149, Additional sequence
variants that sharc sequence 1dentity with the exemplary variants can be produced by those
of skill in the art. Typically, the nucleic acid variants will encode polypeptides that differ
by no more than 1%, or 2%, or 5%, or _170%, or 15%, or 20% of the amino acid residucs.
That is, the encoded polypeptides sha;rc at least 80%, or 85%, morc commonly, at least
about 90% or more, such as 95%, or even 98% or 99% sequence identity. It will be
immediately understood by those of skill in the art, that the polynucleotide sequences
encoding the PreF polypeptides, can themselves share less sequence identity due to the
redundancy of the genetic code. In some instances, the PreF antigens has one or more
amino acid modification relative to the amino acid sequence of the naturally occurring
strain from which it is derived (e.g., in addition to the aforementioned stabilizing
modifications). Such diffcrences can be an addition, deletion or substitution of one or
more nucleotides or amino acids, respectively. A variant typically differs by no more than
about 1%, or 2%, or 5%, or 10%, or 15%, or 20% or of the nuclcotide residues. For
example, a variant PreF antigen (inch'ld.i-ng PrcF-G) nucleic acid can include 1, or 2, orup
to 5, or up to about 10, or up to aboﬁt iS, or up to about 50, or up to about 100 nuclcotide
differcnces as comparcd to the cxempléry PrcF antigen nucleic acids of SEQ ID NOs: 5, 7,
9,12,13, 17,19 and/or 21. Thus, a variant in the context of an RSV F or G protem, or
PreF antigen (including PreF-G antigen) nucleic acid, typically shares at least 80%, or
85%, more commonly, at least about 90% or more, such as 95%, or even 98% or 99%
scquence identity with a reference sequence, e.g., the reference sequences illustrated in
SEQ 1D NO:1,3,5,7,9,12, 13, 17, 19 and/or 21, or any of the other cxemplary PreF
antigen nucleic acids disclosed herein. Additional variants included as a feature of this
disclosure are PreF antigens (including PreF-G antigens) that include all or part of a
nucleotide sequence selected from th; naturally occurring variants discloscd in
WQ02008114149. Additional variants can arisc through genetic drift, or can be produced
artificially using sitc directed or random mutagenesis, or by recombination of two or more
preexisting variants. Such additional variants arc also suitable in the context of the PreF

(and PreF-G) antigens disclosed hercin.

[0103] In addition lo the variant nucleic acids previously described, nucleic acids that

hybridize to onc or morc of the exemplary nucleic acids represented by SEQ ID NOs:1, 3,
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5,7,9,12,13, 17, 19 and/or 21 can also be used to encode PrcF antigens. One of skill in
the art will appreciate that in addition to the % sequence identity measure discussed above,
another indicia of scquence similarity between two nucleic acids is the ability to hybridize.
The more similar are the sequences of the two nucleic acids, the more stringent the
conditions at which they will hybridize. The stringency of hybridization conditions are
scquence-dependent and are different under different environmental parameters. Thus,
hybridization conditions resulting in particular degrees of stringency will vary depending
upon the nature of the hybridization method of choice and the composition and length of
the hybridizing nucleic acid sequences. Generally, the temperature of hybridization and
the ionic strength (especially the Na' and/or Mg ™ ‘concentration) of the hybridization
buffer will determine the stringency of hybridization, though wash times also influence
stringency. Generally, stringent conditions are sclected to be about 5°C to 20°C lower
than the thermal melting point (T} for the specific sequence at a defined jonic strength
and pH. The Ty, is the temperature (under defined ionic strength and pH) at which 50% of
the target scquence hybridizes to a perfectly matched probe. Conditions for nucleic acid
hybridization and calculation of stringencies can be found, for example, in Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen, Hvbridization With Nucleic Acid Probes, Part I:
Theory and Nucleic Acid Preparation, Lahorétdry Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Elsevier Science Lid., N'YV,'N‘Y, 1993.and Ausubel et al. Short
Protocols in Molecular Biology, 4% ed., John Wilc‘} & Sons, Inc., 1999,

[0104] For purposes of the present disclosure, “stringent conditions” encompass
conditions under which hybridization will only occur if there is less than 25% mismatch
between the hybridization molecule and the target scquence. “Stringent conditions™ can
be broken down into particular levels of stringency for more precise definition. Thus, as
used herein, “moderate stringency” conditions are those under which molecules with more
than 25% sequence mismatch will not hybridize; conditions of “medium stringency” arc
those under which molecules with more than 15% mismatch will not hybridize, and
conditions of “high stringency” are thosc under which sequences with more than 10%
mismatch will not hybridize. Conditions of “vcrflhigh stringency” are those under which
sequences with more than 6% mismatch will hc_')t_h_?b.rid‘izc. In contrast, nucleic acids thai
hybridize under “low stringency conditions include those with much less sequence

identity, or with sequence identity over only short subsequences of the nucleic acid. It
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will, therefore, be understood that the various variants of nucleic acids that are
encompassed by this disclosure are able to hybridize to at least one of SEQ ID NOs: 1, 3,
5,7,9,12, 13,17, 19 and/or 21 over substantially their cntire length.

METHODS OF PRODUCING RSV ANTIGENIC POLYPEPTIDES

{0105] The PreF antigens (including PreF-G antigens, and also where applicacable, G
antigens) disclosed herein are producced using well established procedures for the
expression and purification of recombinant proteins. Proccdures sufficient to guide onc of
skill in the art can be found in the follﬁwing references: Sambrook ef al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 200; and Ausubel et al. Short Protocols in Molecular Biology, 4% ¢d., John
Wiley & Sons, Inc., 999. Additional and specific details arc provided hereinbelow.

[0106] Recombinant nucleic acids that encode the PreF antigens are introduced into host
cells by any of a varicty of well-known proccdurcs, such as electroporation, liposome
mediated transfection (e.g., using a commercially available liposomal transfection rcagent,
such as LIPOFECTAMINE™2000 or TRANSFECTIN™), Calcium phosphate
precipitation, infection, transfection and the like, depending on the selection of vectors and
host cclls. Exemplary nucleic acids that encode PreF antigens (including PreF-G antigens)
arc provided in SEQ ID NOs:5, 7, 9, :12, 13,17, 19 and 21. One of skill in the art will
appreciate that SEQ 1D NOs:5, 7,9, 12, 13,17, 19 and 21 are illustrative and not intended
to be limiting. For example, polynucleotide scquences that encode the same proteins as
SEQ ID NOs:5, 7 and 9, (e.g., represented by SEQ 1D NOs: 6, 8 and 10), but that differ
only by the redundancy of the genctic code (such as by alternative codon optimization, as
shown in SEQ ID NO:12), can casily be used instcad of the exemplary sequences of SEQ
ID NOs:5, 7, and 9. The same is true of SEQ ID NOs:17, 19 and 21. Similarly,
polynucleotide scquences that include expression-cnhancing elements, such as internally
positioned introns (or by the addition of promoter, enhancer, intron or other similar
elements), as illustrated in SEQ 1D NO:13, can be employed. One of ordinary skill in the
art will recognizc that combinations of such modifications are likewisc suitable.

Similarly, homologous scquences sclected from any RSV A or RSV B strain, and/or other
sequences that share substantial sequence identity, as discussed above, can also be used to

express PrcF antigens. Indeed, any of the variant nuclcic acids previously disclosed can
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suitably be introduced into host cells and used to produce PreF antigens (including PreF-G

antigens) and where applicable G polypeptides.”

[0107] For example, in certain instances the variant nucleic acids are modified to alter the
glycosylation pattern, e.g., as described above by substitution of one or more amino acids
in the vicinity of amino acid position 500 (with respect to SEQ ID NO:2, e.g., SEQ ID
NO:17). It has been found that modifying the glycosylation pattern, ¢.g., in combination
with modifying a clcavage recognition site, increases production of the PreF antigen in
cell culture. In such cases, the methods described hereinbelow for expressing and
isolating recombinant PreF antigens provide a process for increasing the production of a
PrcF antigen by altering the glycosylation pattern of a PreF antigen by substituting one or
morc amino acids of a glycosylatation recognition site, optionally in combination with
modifying onc or more cleavage sites (such as a non-furin or furin cleavage recognition

site) as described above.

[0108] Host cells that include recombinant PreF antigen-encoding nucleic acids are, thus,
also a feature of this disclosure. Favorable host cells include prokaryotic (i.e., bacterial)
host cells, such as £. coli, as well as numerous éukaryotic host cells, including fungal
(e.g., ycast, such as Saccharomyces cerevisiae ém'd Picchia pastoris) cells, insect cells,
plant cells, and mammalian cells (such as CHO and HEK293 cells). Recombinant PreF
antigen nucleic acids are introduced (e.g., transdﬁccd, transformed or transfected) into host
cells, for example, via a vector, such as an expression vector. As described above, the
vector is most typically a plasmid, but such vectors can also be, for example, a virat
particle, a phage, ctc. Examples of appropriate ‘expression hosts include: bacterial cells,
such as E. coli, Streptomyces, and Salnonella typhimurium, fungal cells, such as
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, and Neurospora crassa; inscct cells such as
Drosophila and Spodoptera frugiperda; mammalian cells such as 3T3, COS, CHO, BHK,
HEK 293 or Bowes melanoma; plant cells, including algae cells, etc. In some instances,
transiently transfected ccells can be used to producc recombinant PreF antigens. In certain
embodiments, celis (e.g., clones) that have st'ab']:)} ﬂﬁtcgratcd the PreF nucleic acid are

sclected and used to produce the recombinant PreF antigen.

[0109] The host cells can be cultured in conventional nutrient media modificd as
appropriate for activating promoters, sclecting transformants, or amplifying the inserted

polynuclcotide sequences. The culture conditions, such as temperature, pH and the like,
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are typically those previously used with the host cell selected for expression, and will be
apparcnt to those skilled in the art and in the references cited herein, including, e.g.,

Freshncy (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, third edition,

Wiley- Liss, New York and the references cited therein. Optionally, the host cells are

cultured in serum-free and/or anirnal product-free medium.

[0110] Expression products corresponding to the nucleic acids of the invention can also be
produced in non-animal cells such as'mplants, yeast, fungi, bacteria and the like. In addition
to Sambrook, Berger and Ausubel, dctails regarding cell culture can be found in Paync et
al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New
York, NY; Gamborg and Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissuc and Organ Culturc;
Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New
York) and Atlas and Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC

Press, Boca Raton, FL.

[0111] In bacterial systems, a number of expression vectors can be sclected depending
upon the use intended for the expressed product. For cxample, when large quantities of a
polypeptide or fragments thercof are needed for the production of antibodies, vectors
which direct high level expression of fusion proteins that arc readily purified are favorably
employed. Such vectors include, but are ﬁot limited to, multifunctional E. coli cloning and
expression vectors such as BLUESCRIPT (Stratagenc), in which the coding sequence of
intcrest, e.g., a polynucleotide of the invention as described above, can be ligated into the
vector in-frame with sequences for the amino-terminal translation initiating Methionine
and the subsequent 7 residues of beta-galactosidase producing a catalytically active beta
galactosidase fusion protein; pIN vectors (Van Hecke & Schuster (1989) 1 Biol Chem
264:5503-5509). In certain examples, the nucleic acids are introduced into cells via
vectors suitable for introduction and expression in prokaryotic cells, e.g., £. coli cells. For
example, a nucleic acid including a polynucleotide sequence that encodes a PreF antigen
can be introduced into any of a variety of commercially available or proprietary vectors,
such as the pET series of expression vectors (e.g., pET9b and pET2d). Expression of the
coding scquence is inducible by IPTG, resulting in high levels of protcin expression. The
polynucleotide sequence encoding the PrcF antigen is transcribed under the phage T7
promoter. Alternatc vectors, such as pURV22 that includc a heat-inducible lambda plL

promoter are also suitable.
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{0112] The expression vector is then introduced (e.g., by electroporation) into a suitable
bacterial host. Numerous suitable strains of E. coli are available and can be selected by
onc of skill in the art (for example, the Rosetta and BL21 (DE3) strains have proven
favorable for expression of recombinant vectors containing polynucleotide sequences that

encode PrelF antigens.

[0113] Similarly, in yeast, such as Saccharomyces cerevisiae, a number of vectors
containing constitutive or inducible promoters such as alpha factor, alcohol oxidase and
PGH can be used for production of the desired expression products. For reviews, see
Berger, Ausubcl, and, e.g., Grant et af. (1987, Methods in Enzymology 153:516-544). In

mammalian host cells, a number of cxpression systems, including both plasmis and viral-

based sstems, can be utilized.

[0114] In another example, the polynucleotide sequence that encodces the PrcF antigen is
introduced into insect cells using a Baculovirus Expression Vector System (BEVS).
Recombinant baculovirus capable of infecting insf_:é:t cells can be generated using
commercially available vectors, kits and/or systemé, such as the BD BaculoGold system
from BD BioScience. Briefly, the polynucleotide scquence encoding the antigen is
inscrted into the pAcSG?2 transfer vector. Then, host cells SFO (Spodoptera frugiperda)
are co-transfected by pAcSG2-chimeric plasmid and BD BaculoGold, containing the
linearized genomic DNA of the baculovirus Autographa californica nuclear polyhedrosis
virus (AcNPV). Following transfection, homologous recombination occurs between the
pACSG2 plasmid and the Baculovirus genome to gencrate the recombinant virus, In one
cxample, the PreF antigen is expressed under the regulatory control of the polyhedrin
promoter (pH). Similar transfer vectors can be produced using other promoters, such as
the basic (Ba) and p 10 promoters. Si.mi.larly,'alt'emativc msect cells can be employed,
such as SF21 which is closely related to the 819 and the High Five cell line derived from a

cabbage looper, Trichoplusia ni.

[0115] More typically, the polynucleotides that encode the PreF antigens are incorporated
into cxpression vectors that are suitable for introduction and expression in cukaryotic (e.g.,
insect or mammalian cclls). Favorably, such nucleic acids are codon optimized for
expression in the selccted vector/host cetl (for example, the sequences illustrated in SEQ
ID NOs:5,7,9,12, 13,17, 19 and 2! are codon optimized for expression in CHO cells).

In one cxc-:m?)lary cmbodiment, the polynucleotide sequence that encodes thie PreF antigen
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is introduced into a vector, such as the pEE14 vector developped by Lonza Biologicals.
The polypeptide is cxpressed under aconstitutive promoter, such as the immediate early
CMV (CytoMegaloVirus) promoter. Selection of the stably transfected cells expressing
the polypeptide is made bascd on the ability of the transfected cells to grow in the absence
of a glutamine sourcc. Cells that have successfully integrated the pEE14 are able to grow
in the absence of exogenous glutamine, becausc the pEE14 vector cxpresses the GS
(Glutamine Synthetase) cnzyme. Selected cells can be clonally expanded and

characterized for expression of the desired PreF polypeptide.

[0116] A host ccll is optionally chosen for its ability to modulate the expression of the
inscrted scquences or to process the cxpressed protein in the desired fashion. Such
modifications of the protein include, but are not limited to, glycosylation, (as well as, e.g.,
acetylation, carboxylation, phosphorfl'ation, lipidation and acylation). Post-translational
processing for example, which cleaves a precursor form into a mature form of the protein
(for example, by a furin proteasc) is optionally performed in the context of the host cell.
Diffcrent host cells such as 3T3, COS, CHO, HeLa, BHK, MDCK, 293, WI38, etc. have
specific cellular machinery and characteristic mechanisms for such post-translational
activities and can be chosen to ensure the correct modification and processing of the

introduced, foreign protein.

[0117] For long-term, high-yield production of recombinant PreF antigens disclosed
herein, stable expression systems are typically uscd. For cxamplc, cell lines which stably
express a PreF antigen polypeptide arc introduced into the host ccll using cxpression
vectors which contain viral ongins of replication or endogenous expression clements and a
sclectable matker gene. Following the introduction of the vector, cclls are allowed to
grow for 1-2 days in an enrichcd media before they are switched to selective media. The
purposc of the selectable marker is to confer resistance to sclection, and its presence
allows growth and recovery of cells which successfully express the introduced seguences.
For cxample, resistant groups or colonies of stably transformed cells can be proliferated
using tissuc culture techniques appropriate to the cell type. Host cells transformed with a
nucleic acid encoding a PreF antigen afe optionally cultured under conditions suitable for
the expression and recovery of the encoded protein from ccll culture. As indicated above,
if desired, the host cells can be cultured in scrum-frec (and/or animal product-free)

medium.
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[0118] Following transduction of a suitable host cell ling and growth of the host celis to an
appropriate cell density, the selected promoter is induced by appropriate means (c.g.,
temperature shift or chemical induction) and cells are cultured for an additional period.
Optionally, the medium includes components and/or additives that decrcasc degradation of
expressed proteins by proteinases. For example, the medium used for culturing cells to
produce PreF antigen can include a protcasc inhibitor, such as a chelating agent or small
molccule inhibitor (e.g., AZ11557272, AS111 793; efc.), to reducc or climinate undesired

cleavage by celiular, or extracellular {e.g., matrix) proteinascs.

[0119] The secreted polypeptide product is then recovered from the culture medium.
Alternatively, celis can be harvested by centrifugation, disrupted by physical or chemical
means, and the resulting crude extract retained for further purification. Eukaryotic or
microbial cells employed in expression of proteins can be disrupted by any convenient
method, including frecze-thaw cycling, sonication, mechanical disruption, or usc of cell

lysing agents, or other methods, which are well know to those skilled in the art,

[0120] Expressed PreF antigens can be recovered and purified from recombinant cell
cultures by any of a number of methods well known in the art, fncluding ammonium
sulfate or ethanol precipitation, acid extraction, ﬁ'ltra.ltion, ultrafittration, centrifugation,
anion or cation exchange chromatography, phosphocellulose chromatography,
hydrophobic interaction chromatography, affinity chromatography (e.g., using any of the
tagging systems noted hercin), hyd'roxylap-atite chromatography, and lectin
chromatography. Protein refolding steps can be used, as desired, in completing
configuration of the mature protcin. Finally, high performance liquid chromatography
(HPLC) can be employed in the final purification steps. In addition to the references
noted above, a variety of purification methods arc well known in the art, including, e.g.,
those sct forth in Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; and
Bollag ef al. (1996) Protein Methods. 2™ Edition Wilcy-Liss, NY; Walker (1996) The

Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, Harris and Angal (1990) Protein

Purification Applications: A Practical Approach .I.I‘{L Press at Oxford, Oxford, UK.;

Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3™ Edition Springer Verlag,

NY; Janson and Ryden (1998) Protein Purification: Principles. High Resolution Methods

and Applications, Second Edition Wiley-VCH, NY; and Walker (1998) Protein Protocols
on CD-ROM Humana Press, NJ.
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[0121] Tn one exemplary embodimqni,’ the PreF proteins are recovered from cells
according to the following purification .séhemc. Following introduction of a rccombinant
nucleic acid encoding the PreF polypeptide into host CHO cells, transiently transfected
host cells or expanded stable populations comprising the introduced polynucleotide
sequence are grown in medium and under conditions suitable for growth at an acceptable
scale for the desired purpose (¢.g., as generally described in Freshney (1994) Culture of
Animal Cells, a Manual of Basic Technique, third edition, Wiley- Liss, New York and the

references cited therein). Typically, the cells arc grown in scrum-freec medium at 37°C
and passaged at 2-3 day intervals in shake flasks or in bioreactors. New cultures
established from celis expanded in these conditions, are typically carried out in bioreactors
in serum-frce medium and incubated at 27 °C with pO2 maintained at 20% for 5 to 7 days

in order to producc the preF antigen:* . -

[0122] To recover recombinant PreF antigen, the cell culture is centrifuged and the cell
culturc supernatant stored at minus 70°C until further use. Following thawing of culture
supernatants, the supernatants arc diluted 2 x with MilliQ water and adjusted to pH 6.0
with HCI. Diluted supernatant is loaded at 75 cm/h onto a 3 L CM Ceramic HyperD FF
resin packed in BPG 140/500 column, equilibrated in 20 mM phosphate pH 6.0. After
loading of the sample, equilibration buffer is processed through the column to get back to
UV baseline. After washing with 5 column volumes (CV) of 25 mM phosphate pH 7.0
buffer, elution is performed using a 50 mM Phosphate pH 7.0 buffer containing 0.1 M
NaCl.

[0123] The CM Hyper D cluate is diluted 3.3 x with 20 mM phosphate, pH 7.0 to be
processed onto a 270 ml Hydroxyapatite Type 11 column (packed in XK 50), equilibrated
with 20 mM POy (Na) buffcr pH 7.0, at 50 mL/min. After washing the column with the
equilibration buffer (~3 CV), elution is performed using a 20 mM PO4 (Na) pH 7.0 buffer
containing 0.5 M NaCl.

[0124] The HA eluatc is processed at 15 mL/min (to respect a 10 minutcs contact time
with the resin), onto a 150 mL Capto Adherc column (packed in XK 26), cquilibrated in
20 mM phosphate pH 7.0. After washing with 5 CV of 10 mM phosphate pH 7.0
containing 0.1 M arginine buffer, clution is performed using a 10 mM Phosphate pH 7.0

buffcr containing 0.6 M arginine.
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[0125] The Capto Adhere cluate is then concentrated approximately 10 x for processing
onto a preparative size exclusion chromatography (SEC) column. Concentration is
performed using a 50 kD Pellicon polyethersulfone membrane. Before being processed
onto the SEC column, the material is filtcred through a PLANOVA 20N 100 cm? filter,
used as a viral clcarance step. This nanoﬁ[tration-step can be either placed after or before

concentration on Pellicon membranc.

[0126] Preparative SEC 1s then performed using a 500 mL Superdex S200 column and 10
mM phosphate (Na/K3), 160 mM NaCl, pH 6.5 buffer (corresponding to final buffer) as
mobile phase. A volume of concentrated PreF corresponding to 5% of SEC column
volumc is loaded onto the resin at ~2.6 mL/min. Typically, fractions of 10 mL arc
collected. Analytical pools of fractions can be analyzed on SDS gel by silver staining and
western blot anti HCP (Host cell proteins) if desired to optimize yields while minimizing
HCP levels.

[0127] Purified bulk is obtained after filtration on 0.22 um Millex filters (alternatively a
Sterivex filter can be used). If desired the purified PreF antigen preparation can be stored

at minus 70°C prior to use.

[0128] Alternatively, PreF proteins can include a polyhistidine (e.g., six histidine) tag,
which can be used to facilitate purification. ‘For such histidine tagged PreF polypeptides,
the following purification protocol can be employed. Prior to purification using

immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC), the cell culture supcratant is

diluted twofold in buffer A (20mm Bicine, pH8,5) and pH is adjusted to 8.5. The resulting

solution is loaded on a Q sepharosc FF column (GE Healthcare), e.g., of 23 ml of column
volume, previously cquilibrated with Buffer A, PrcF proteins are captured on the column,
along with some host cell contaminants. The-culture media components that would
mterfere with the IMAC purification step. are not rctained and are eliminated in the flow
through. The proteins are separated and cluted by a stepwise elution of 200mM, 400mM,
600mM, 800mM and 1M NaCl. PrcF proteins of interest are cluted during the first step at
200mM NaCl. Optionally, recovery can be monitored using SDS PAGE and western
blotting using an anti His-tag antibody to detcét the tagged PreF protein. Fractions can be

pooled prior to continuing the purification.

[0129] The (pooled) PreF protein containing eluate is diluted threefold in buffer B (20mM
Bicine, 500mM NaCl, pH8,3) and pH is adjusted to 8.3. The resulting solution is loaded
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on IMAC sepharose FF resin loaded with Nickel chioride (GE Healthcare) (e.g., of 5 ml of
column volume), previously cquilibrated with buffer B. PreF arc bound to the resin and

the majority of host cell contaminants are eluted in the flow through. The column is
washed with 20mM Imidazole in order to remove weakly bound contaminants. PreF
proteins are cluted by a step clution of 250mM Imidazole. SDS PAGE stained with
coomassie bluc and western blot anti His-tag can be performed to identify positive

fractions.

[0130] The poo! from IMAC can then be concentrated to a concentration of at least 150
ug/ml using a centricon concentration device (Millipore) and the protein can be dialysed
in PBS buffcr supplemented with 500mM L-Arginine. Resulting protein is quantified
using RCDC protein assay (BioRad) and stored at -70 or -80°C until use.

[0131]

IMMUNOGENIC COMPOSITIONS AND METHODS
[0132] Also provided are immunogenic compositions including any of the PrcF antigens

disclosed above (such as those cxemplified by SEQ ID NOs: 6, 8, 10, 18, 20 and 22) and a

pharmaceutically acceptable carricr or excipient.

[0133] In certain cmbodiments, typically, embodiments in which the PreF antigen does
not include a G protein component (such as SEQ ID NO:6), the immunogenic composition
can include an isolated, recombinant»qu/or purified G protcin. Numerous suitable G
proteins have been described in the ai;t; and include full length recombinant G proteins and
chimeric proteins made up of a portion of fhc G protein (such as amino acids 128-229 or
130-230) and a fusion pariner {such as thioredoxin), or a signal and/or leader scquenc,
that facilitates expression and/or purification. Exemplary G proteins for use in admixture
with a PrcF antigen can be found in WO2008114149, US Patent No. 5,149,650, US Patent
No. 6,113,911, US Pubiished Application No. 20080300382, and US Patent No.
7,368,537, cach of which is incorporated hercin by reference. As indicated with respect to
the chimeric PreF-G proteins, a smaller fragment of the G protein, such as the portion
between amino acids 149-229, or the portion between approximatcly 128 to approximatcly
229 can favorably be employed in the context of mixtures involving a PreF (without G)
and G. As discussed above, the impc")srtant consideration is the presence of
immunodominant epitopes, e.g., included within the region of amino acids 183-197.

Alternatively, a full-length G protein can be employed in such compositions.
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[0134] Pharmaceutically acceptable carriers and excipients are well known and can be
selected by thosc of skill in the art. For cxample, the carrier or excipient can favorably
include a buffer. Optionally, the carricr or excipient also contains at least one component
that stabilizes solubility and/or stability. Examples of solubilizing/stabilizing agents
include detergents, for example, laurel sarcosine and/or tween. Alternative
solubilizing/stabilizing agents include arginine, and glass forming polyols (such as
sucrose, trchalose and the like). Numerous pharmaceutically acceptable carriers and/or
pharmaceutically acceptable excipicents arc known in the art and are described, e.g., in
Remington’s Pharmaceutical Sciences, by E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton,
PA, 5th Edition (975).

[0135] Accordingly, suitablc excipicnts and carriers can be selected by those of skill in the
art to produce a formulation suitable for delivery to a subjcct by a sclected route of

admmistration.

[0136] Suitable cxcipients include, without limitation: glycerol, Polycthylene glycol
(PEQ), Sorbitol, Trehalose, N-lauroylsarc'os'iné sof:hum salt, L. —proline, Non detergent
sulfobetaine, Guanidine hydrochloride, Urca, 'I“r'iirfl;ethylamine oxide, KCl, Ca*", Mg,2+ ,
Mn*", Zn*" and other divalent cation related salts, Dithiothreitol, Dithioerytrol, and f-
mercaptoethanol. Other excipients can be detergents (including: Tween80, Tween20,
Triton X-00, NP-40, Empigen BB, Octylglucoside, Lauroyl maltoside, Zwittergent 3-08,
Zwittergent 3-0, Zwittcrgent 3-2, Zwittergent 3-4, Zwittergent 3-6, CHAPS, Sodium

deoxycholate, Sodium dodecyl sulphate, Cetyltrimethylammonium bromide).

{0137] Optionally, the immunogenic compositions also include an adjuvant. In the
context of an immunogenic composition suitable for administration to a subject for the
purpose of eliciting a protcctive immune response against RSV, the adjuvant is selected to
clicit a Thl biased or Thi/Th2 balanced immune i:(::sponsc, characterized by the production

of interferon-gamma (IFN-y).

[0138] The adjuvant is typically sclected to enhance a Thl biased immune response (or a
Th1/Th2 balanced immune responsc), characterized by the production and secretion of
IFN-v, in the subject, or population of subjccts, to whom the composition is administered.
For example, when the immunogenic composition is to be administered to a subject of a
particular age group susceptiblc to (or at increased risk of) RSV infection, the adjuvant is

sclected to be safe and effective in the subject or population of subjects. Thus, when
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formutating an immunogcnic composﬁ'tjm containing an RSV PrcF antigen for
administration in an clderly subject (such as a subject greater than 65 years of agc), the
adjuvant is selected to be safe and effective in elderly subjects. Similarly, when the
immunogenic composition containing the RSV PreF antigen is intended for administration
in nconatal or infant subjects (such as subjects betwecen birth and the age of two years), the
adjuvant is sclected to be safe and effective in neonates and infants. In the case of an
adjuvant selected for safety and efficacy in nconates and infants, an adjuvant dose can be
sclected that is a dilution (e.g., a fractiqnal dosc) of a dosc typically administered to an

adult subject.

[0139] Additionally, the adjuvant is typically selccted to enhance a Thl immune response
when administered via a route of adm_ilpis‘_cration, by which the immunogenic composition
is administercd. For example, when formulating an immunogenic composition containing
a PreF antigen for nasal administration, proteosome and protoilin are favorable Thl-
biasing adjuvants. In contrast, when the immunogenic composition is formulated for
intramuscular administration, adjuvants inciuding one or more of 3D-MPL, squalenc (e.g.,

QS21), liposomcs, and/or oil and water emulsions are favorably selccted.

[0140] One suitable adjuvant for use in combination with PreF antigens is a non-toxic
bacterial lipopolysaccharide dcrivative: An example of a suitablc non-toxic derivative of
lipid A, is monophosphoryl lipid A or more particularly 3-Deacylated monophoshoryl
lipid A (3D-MPL). 3D-MPL is sold under the name MPL by GlaxoSmithKline
Biologicals N.A., and is refcrred throughout the document as MPL or 3D-MPL. Sce, for
example, US Patent Nos. 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 and 4,912,094. 3D-MPL
primarily promotes CD4+ T cell responses with an IFN-y (Th1) phenotype. 3D-MPL can
be produced according to the methods disclosed in GB2220211 A. Chemically it is a
mixture of 3-deacylated monophosphory! lipid A with 3, 4, 5 or 6 acylated chains. In the
compositions of the present invention small particle 3D-MPL can be used. Small particle
3D-MPL has a particle size such that it can be sterile-filtered through a 0.22pm filter.
Such preparations arc described in W094/21292.

[0141] A lipopolysaccharide, such as 3D-MPL, can be used at amounts between 1 and
50ug, per human dose of the immunogenic composition. Such 3D-MPL can be used at a
level of about 25ug, for example between 20-30ug, suitably between 21-2%ug or between
22 and 28ug or between 23 and 27ug or between 24 and 26pg, or 25ug. In another
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cmbodiment, the human dose of the immunogenic composition comprises 3D-MPL at a
level of about 10ug, for cxample between 5 and 15pg, suitably between 6 and 14ug, for
example between 7 and 13pg or between 8 and 12ug or between 9 and 11ug, or 10ug. Ina
further embodiment, the human dose of the imm_u'f}ogénic composition comprises 31)-MPL
at a level of about Sug, for example between 1 and 9ug, or between 2 and 8ug or suitably

between 3 and 7ug or 4 and pg, or Spg.

[0142] In othcr embodiments, the lipopolysaccharide can be a 3(1-6) glucosamine
disaccharide, as described in US Patent No. 6,005,099 and EP Patent No. 0 729 473 Bl.
One of skill in the art would be readily able to produce various lipopolysaccharides, such
as 3D-MPL, based on the teachings of thesce references. Nonetheless, each of these
references is incorporated herein by reference. In addition to the aforementioned
immunostimulants (that are similar in structuresto that of LPS or MPL or 3D-MPL),
acylated monosaccharide and disaccharide derivatives that are a sub-portion to the above
structure of MPL are also suitable adjuvants. In other embodiments, the adjuvant is a
synthetic derivative of lipid A, some of which are described as TLR-4 agonists, and
include, but are not limited to: OM174 (2-deoxy-6-0-[2-dcoxy-2-[(R)-3-
dodccanoyloxytetra-decanoylamino]-4-o-phosphono-B-D-glucopyranosyl]-2-[(R)-3-
hydroxytetradccanoylamino}-a-D-glucopyranosyldihydrogenphosphate), (WO 95/14026):
OM 294 DP (38, 9 R) -3--[(R)-dodecanoyloxytetradecanoylamino]-4-ox0-5-aza-9(R)-
[(R)-3-hydroxytctradccanoylaminoldecan-1,10-diol,1,10-bis(dihydrogenophosphate)
(WO 99/64301 and WO 00/0462 ); and OM 197 MP-Ac DP ( 3§8-, 9R) -3-[(R) -
dodccanoyloxytetradecanoylamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-
hydroxytetradecanoylamino]decan-1,10-diol, 1 -dihydrogenophosphate 10-(6-
aminohexanoate) (WO 01/46127). ‘ .u

[0143] Other TLR4 ligands which can be used aré alkyl Glucosaminide phosphates
(AGPs) such as those disclosed in WO 98/50399 or US Patent No. 6,303,347 (processcs
for preparation of AGPs are also disclosed), suitably RC527 or RC529 or
pharmaccutically acceptable salts of AGPs as disclosed in US Patent No. 6,764,840.
Some AGPs arc TLR4 agonists, and somc are TLR4 antagonists. Both are thought to be

uscful as adjuvants.

[0144] Other suitable TLR-4 ligands, capable of causing a signaling response through
TLR-4 (Sabroc ct al, JI 2003 p1630-5) are, for.cxample, lipopolysaccharide from gram-
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negative bacteria and its derivatives, (;r ffagmcnts thereof, in particular a non-toxic
derivative of LPS (such as 3D-MPL). Other suitable TLR agonists are: heat shock protein
(HSP) 10, 60, 65, 70, 75 or 90; surfactant Protein A, hyaluronan oligosaccharides, heparan
sulphate fragments, fibronectin fragments, fibrinogen peptides and b-defensin-2, and
muramyl dipcptide (MDP). In one embodiment the TLR agonist is HSP 60, 70 or 90.
Other suitable TLR-4 ligands are as described in WO 2003/011223 and in WO
2003/0991935, such as compound 1, compound 11 and compound I disclosed on pages 4-5
of W02003/011223 or on pages 3-4 of W02003/099195 and in particular thosc
compounds disclosed in W02003/011223 as ER803022, ER803058, ER803732,
ER804053, ER804057, ER804058, ER804059, ER804442, ER804680, and ER804764,
For example, one suitable TLR-4 Iigffln'd is ER804057.

[0145] Additional TLR agonists are aisb useful as adjuvants. The term “TLR agonist”
refers to an agent that is capablc of causing a signaling response through a TLR signaling
pathway, eithcr as a dircct ligand or indirectly through gencration of cndogenous or
exogenous ligand. Such natural or synthetic TLR agonists can be uscd as altemative or
additional adjuvants. A brief review of the role of TLRs as adjuvant receptors is provided
in Kaisho & Akira, Biochimica et Biophysica Acta 1589:1-13, 2002. These potential
adjuvants includc, but are not limited to agonists for TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 and
TLR9. Accordingly, in one embodiment, the adjuvant and immunogenic composition
further comprises an adjuvant which is sclected from the group consisting of: a TLR-1
agonist, a TLR-2 agonist, TLR-3 agonist, a TLR-4 agonist, TLR-5 agonist, a TLR-6

agonist, TLR-7 agonist, a TLR-8 agonist, TLR-9 agonist, or a combination thercof.

[0146] In one embodiment of the present invention, a TLR agonist is used that is capable
of causing a signaling response through TLR-1. Suitably, the TLR agonist capablc of
causing a signaling response through TLR-1 is sclected from: Tri-acylated lipopeptides
(LPs); phenol-scluble modulin; Mycobacterium tuberculosis LP; S-(2,3-
bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl)-N-palmitoyl-(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-Lys(4)-OH,
trihydrochloride (Pam3Cys) LP which mimics the acetylated amino terminus of a bacterial

lipoprotein and OspA LP from Borrelia burgdorferi,

[0147] In an alternative embodiment, a TLR agonist is used that is capable of causing a
signaling response through TLR-2. §uitab_ly, the TLR agonist capablc of causing a
signaling response through TLR-2 is onc or more of a lipoprotein, a peptidoglycan, a

bacterial lipopeptide from M tuberculosis, B burgdorferi or T pallidum; peptidoglycans
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from species including Staphylococcus aureus; lipoteichoic acids, mannuronic acids,
Neisseria porins, bacterial fimbriae, Yersina virulence factors, CMV virions, measles

haemagglutinin, and zymosan from yeast.

[0148] In an alternative embodiment, a TLR agdnist is used that is capable of causing a
signaling response through TLR-3. Suitably, the TLR agonist capable of causing a
signaling response through TLR-3 is doublc stranded RNA (dsRNA), or polyinosinic-
polycytidylic acid (Poly 1C), a molecular nucleic acid pattern associatcd with viral

infection.

[0149] In an altemative embodiment, a TLR agonist is used that is capable of causing a
signaling response through TLR-5. Suitably, the TLR agonist capable of causing a
signaling response through TLR-5 is bacterial flagellin.

[0150] In an altemative embodiment, a TLR agonist is used that is capable of causing a
signaling response through TI.R-6. Suitably, the TLR agonist capable of causing a
signaling response through TLR-6 is mycobacterial lipoprotein, di-acylated LP, and
phenol-soluble modulin, Additional TLR6 agonists are described in WO 2003/043572.

[0151] In an alternative embodiment, a TLR agonist is uscd that is capable of causing a
signaling response through TLR-7. Suitably, the TLR agonist capable of causing a
signaling responsc through TLR-7 is a single stranded RNA (ssRNA), loxoribine, a
guanosine analogue at positions N7 and C8, or an imidazoquinoline compound, or
derivative thercof. In one embodiment, the TLR agonist is imiquimod. Further TLR7
agonists arc described in WO 2002/085905.

[0152] In an alternative embodiment, a TLR agonist is used that is capable of causing a
signaling response through TLR-§. Suitably, the TLR agonist capable of causing a
signaling rcsponse through TLR-8 is a single stranded RNA (ssRNA), an
imidazoquinolinec molecule with anti-viral activity, for example resiquimod (R848);
resiquimod is also capable of recognition by TLR-7. Other TLR-8 agonists which can be
uscd include those described in WO 2004/071459.

[0153] In an alternative embodiment, a TLR agonist is uscd that is capable of causing a
signaling responsc through TLR-9. In onc embodiment, the TLR agonist capable of

causing a signaling response through TLR-9 is HSP90. Alternatively, the TLR agonist
capable of causing a signaling responsc through TLR-9 is bacterial or viral DNA, DNA

containing unmethylated CpG nucleotides, in particular scquence contexts known as CpG
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motifs. Cp(G-containing oligonucleot{des( induce a predominantly Th1 response. Such
oligonucleotides are well known and;ia‘l'e ciescribcd, for example, in WO 96/02555, WO
09/33488 and U.S. Patcnt Nos. 6,008,200 and 5,856,462. Suitably, CpG nucleotides are
CpG oligonucleotides. Suitable oligonucleotides for use in the immunogenic
compositions of the present invention are CpG containing oligonucleotides, optionally
containing two or morc dinucleotide CpG motifs separated by at lcast three, suitably at
least six or more nuclcotides. A CpG motif is a Cytosine nucleotide followed by a
Guaninc nucleotide. The CpG oligonucleotides of the present invention are typically
deoxynucleotides. In a specific embodiment the internucleotide in the oligonucleotidc is
phosphorodithioate, or suitably a phosphorothiocate bond, although phosphodiester and
other internucleotide bonds are within the scope of the invention. Also included within the

scopc of the invention arc oligonuclcotides with mixed internucleotide linkages. Mcthods .

for producing phosphorothioate oligonucleotides or phosphorodithioate are described in
US Patent Nos. 5,666,153, 5,278,302 and WO 95/26204.

[0154] Other adjuvants that can be used in immunogenic compositions with a PreF
antigens, e.g., on their own or in combination with 3D-MPL, or another adjuvant

described herein, are saponins, such as QS2].

[0155] Saponins are taught in: Lacaille-Dubois, M and Wagner H. (1996. A rcview of the
biological and pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol 2 pp 363-386).
Saponins are steroid or triterpenc glycosides widely distributed in the plant and marine
animal kingdoms. Saponins arc notcd for forming colloidal solutions in water which foam

on shaking, and for precipitating choléstcrol. When saponins are near cell membranes .

they create pore-like structures in the membrane which cause the membrane to burst.
Hacemolysis of erythrocytcs is an example of this phenomenon, which is a property of

certain, but not all, saponins.

[0156] Saponins are known as adjuvants in vaccines for systemic administration. The
adjuvant and hacmolytic activity of individual saponins has been extensively studied in the
art (Lacaille-Dubois and Wagner, supra). For example, Quil A (derived from the bark of
the South American trece Quillaja Saponaria Molina), and fractions thereof, are described
in US 5,057,540 and “Saponins as vaccine adjuvants”, Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug
Carricr Syst, 1996, 12 (1-2):1-55; and EP 0 362 279 B1. Particulatc structurcs, termed
Immune Stimulating Complexes (ISCOMS), comprising fractions of Quil A arc

haemolytic and have been used in th‘e manufacture of vaccines (Morein, B, EP 0 109 942
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B1; WO 96/11711; WO 96/33739). The haemolytic saponins Q821 and QS17 (HPLC
purified fractions of Quil A) have been described as potent systemic adjuvants, and the
method of their production is disclosed in US Patent No.5,057,540 and EP 0 362 279 B1,
which arc incorporated herein by reference. Other saponins which have been used in
systemic vaccination studies include those derived from other plant species such as

Gypsophila and Saponaria (Bomford ez al., Vaccine, 10(9):572-577, 1992).

[0157] Q821 is an Hplc purified non-toxic fraction derived from the bark of Quillaja
Saponaria Molina. A method for producing QS21 is discloscd in US Patent No.
5,057,540. Non-rcactogenic adjuvant formulations containing QS21 are described in WO
96/33739. The aforementioned references are incorporated by reference herein. Said
immunologically active saponin, such as QS21, can be used in amounts of between 1 and
50ug, per human dose of the immunogenic composition. Advantagcousty Q521 is used at
a level of about 25pg, for example between 20-30pg, suitably between 21-29ug or
between 22 -28ug or between 23 -27 g or bctv\gcc::n 24 -26pg, or 25ug. In another
cmbodiment, the human dose of the immunogenic composition comprises QS21 at a level
of about 10pg, for example between 5 and 15ug, suitably between 6 -14ug, for example
between 7 -13ug or between 8 -12pg or between 9 -11ug, or 10ug. In a further
embodiment, the human dose of the i'mmunogchic'composition comprises QS21] at a level
of about Spg, for cxample between 1-9ug, or between 2 -8ug or suitably between 3-7ug or
4 -6ug, or Spg. Such formulations compnising QS21 and cholesterol have been shown to
be successful Thi stimulating adjuvants when formulated together with an antigen. Thus,
for cxample, PreF polypeptides can favorably be employed in immunogenic compositions

with an adjuvant comprising a combimation of QS21 and cholesterol.

[0158] Optionalty, the adjuvant can also include mincral salts such as an aluminium or
calcium salts, in particular aluminium hydroxid_c-:;_;aluminium phosphate and calcium
phosphate. For example, an adjuvant containing 3D-MPL in combination with an
aluminium salt (e.g., aluminium hydroxide or “alum™) is suitable for formulation in an
immunogenic composition conlaining a PreF antigen for administration to a human

subject,

[0159] Another class of suitable Thl biasing adjuvants for use in formulations with PrcF
antigens includes OMP-based immunostimulatory compositions. OMP-bascd
immunostimulatory compositions are particularly suitable as mucosat adjuvants, e.g., for

intranasal administration. OMP-based immunostimulatory compositions are a genus of
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preparations of outer membrane protgiﬁs (OMPs, including some porins) from Gram-
negative bacteria, such as, but not limi.te'd to, Neisseria spccics (sce, e.g., Lowell eral., J.
Exp. Med. 167:658, 1988; Lowell et al., Science 240:800, 1988; Lynch ef al., Biophys. J.
45:104, 1984; Lowell, in "New Generation Vaccines" 2nd ed., Marcel Dekker, Inc., New
York, Basil, Hong Kong, page 193, 1997; U.S. Pat, No, 5,726,292, U.S. Pat. No.
4,707,543), which are useful as a carmier or in compositions for immunogens, such as
bacterial or viral antigens. Some OMP-based immunostimulatory compositions can be
rcferred to as “‘Proteosomes,” which are hydrophobic and safe for human use.
Protcosomes have the capability to auto-assemble into vesicle or vesicle-like OMP clusters
of about 20 nm to about 800 nm, and to noncovalently incorporate, coordinate, associate
(e.g., clectrostatically or hydrophobiceflly),' or otherwise cooperate with protein antigens
(Ags), particularly antigens that have a hydrophobic moicty. Any preparation method that
results in the outer membrane protein component in vesicular or vesicle-like form,
including multi-molecular membranous structures or molten globular-like OMP
compositions of one or more OMPs, is included within the definition of Proteosome.
Protcosomes can be prepared, for example, as described in the art (sce, e.g., U.S. Pat. No.
5,726,292 or U.S. Pat. No. 5,985,284). Protcosomes can also contain an endogenous
lipopolysaccharide or lipooligosaccharide (LPS or LOS, respectively) originating from the
bacteria used to produce the OMP porins (e.g., Neisseria species), which generally will be

lcss than 2% of the total OMP preparation.

[0160] Protcosomcs are composed pf\ihiarily of chemically cxtracted outer membrance
proteins (OMPs) from Neisseria menigitidis (mostly porins A and B as well as class 4
OMP), maintained in solution by detergent (Lowell GH. Proteosomes for Improved Nasal,
Oral, or Injectable Vaccines. In: Levine MM, Woodrow GC, Kaper JB, Cobon GS, eds,
New Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206). Proteosomes
can be formulated with a variety of antigens such as purificd or recombinant proteins
derived from viral sources, including the PreF polypeptides disclosed herein, e.g., by
diafiltration or traditional dialysis processes. The gradual removal of detergent allows the
formation of particulate hydrophobic complexes of approximatcly 100-200nm in diameter
(Lowell GH. Protcosomes for Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. In: Levine
MM, Woodrow GC, Kaper JB, Cobon GS, eds, New Generation Vaccines. New York:
Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206). |
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[0161] "Protcosome: LPS or Protollin" as used herein refers to preparations of
protcosomes admixed, e.g., by the cxogenous addition, with at least one kind of lipo-
polysaccharide to provide an OMP-LPS composition (which can function as an
immunostimulatory composition). Thus, the OMP-LPS composition can be comprised of
two of the basic components of Protollin, which include (1) an outer membrane protein
preparation of Proteosomes {e.g., Projuvant) prepared from Gram-ncgative bacteria, such
as Neisseria meningitidis, and (2) a preparation of onc or morc liposaccharides. A lipo-
oligosaccharide can be endogenous (e.g., naturally contained with the OMP Protcosome
preparation), can be admixed or combined with an OMP preparation from an exogenous!y
prepared lipo-oligosaccharide (e.g., prepared from a different culture or microorganism
than the OMP preparation), or can be a combination thercof. Such cxogenously added
LPS can be from the same Gram-negative bacterium from which the OMP preparation was
made or from a different Gram-negative bacterium. Protollin should also be understood to
optionally include lipids, glycolipids, glycopi‘ot‘e.iﬁ's, small molccules, or the like, and
combinations thereof. The Protollin can be prc:parcd, for cxample, as described in U.S.

Patent Application Publication No. 2003/0044425.

[0162] Combinations of different adjuvants, such as those mentioned hereinabove, can
also be used in compositions with Prel’ antigens. For example, as alrcady noted, QS21
can be formulated together with 3D-MPL. The ratio of QS21 : 3D-MPL will typically be
intheorderof 1 : 10to 10 : 1; such as 1:5t0 5 : 1, and often substantially 1 : 1, Typically,
the ratio is in the range of 2.5 : 1 to 1 : 1 3D-MPL: QS21. Another combination adjuvant
formulation includes 3D-MPL and an al‘uminiu_rh salt, such as aluminium hydroxide.
When formulated in combination, this combination can enhance an antigen-specific Thl

immune response.

[0163] In some instances, the adjuvant formulation a mincral salt, such as a calcium or
aluminium (alum) salt, for cxample calcium phosphate, aluminium phosphate or
aluminium hydroxide. Where alum is present, e.g., in combination with 3D-MPL, the
amount is typically between about 100ug and Img, such as from about 100ug, or about

200ug to about 750ug, such as about 500ug per dose.

[0164)] In some embodiments, the adjuvant includes an oil and water emulsion, e.g., an
oil-in-water emulasion. Onc cxample of an oil-in-water emulsion comprises a
metabolisable oil, such as squalene, a tocol such as a tocopherol, e.g., alpha-tocopherol,

and a surfactant, such as sorbitan trioleate (Span 85"™) or polyoxyethylene sorbitan
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monooleate (Tween 80™), in an aqueous carrier. In certain embodiments, the oil-in-watcr
cmulsion docs not contain any additional immunostimulants(s), (in particular it does not
contain a non-toxic lipid A derivative, such as 3D-MPL, or a saponin, such as QS21). The
aqueous carrier can be, for example, phosphate buffercd saline. Additionally the oil-in-

water emulsion can contain span 85 and/or lecithin and/or tricaprylin.

[0165] In another embodiment of the invention therc is provided a vaccine composition
comprising an antigen or antigen composition and an adjuvant composition compiising an
oil-in-water emulsion and optionally one or more further immunostimulants, wherein said
oil-in-water emulsion comprises 0.5-10 mg metabolisable oil (suitably squalene), 0.5-11
mg tocol (suitably a tocopherol, such as alpha-tocopherol) and 0.4-4 mg emulsifying

agent.

[0166] In one specific embodiment, the adjuvant formulation includes 3D-MPL prepared
in the form of an emulsion, such as an oil-in-watcr emulsion. In some cases, the emulsion
has a small particle size of less than 0.2um in diameter, as disclosed in WO 94/21292. For
example, the particles of 3D-MPL can be small enough to be sterile filtered through a
0.22micron membrane (as described in European Patent number 0 689 454).
Alternatively, the 3D-MPL can be prepared in a liposomal formulation. Optionally, the
adjuvant containing 3D-MPL (or a derivative thereof) also includes an additional

immunostimulatory component.

[0167] The adjuvant is sclected to be safe and effective in the population to which the
immunogenic composition is administcred. For adult and elderly populations, the
formulations typically include more of an adjuvant component than is typically found in
an infant formulation. In particular formulations using an oil-in-watcr emulsion, such an
cmulsion can include additional components, for example, such as cholesterol, squalene,
alpha tocophcrol, and/or a detergent, such as tween 80 or span83. In cxemplary
formulations, such components can be present in the following amounts: from about 1-
50mg cholesterol, from 2 to 10% squalene, from 2 to 10% alpha tocophcerol and from 0.3
to 3% tween 80. Typically, the ratio of squalenc: aipha tocopherol is cqual to or icss than
1 as this provides a more stable emulsion. In some cascs, the formulation can also contain

a stabilizer.

[0168] When an immunogenic composition with a PreF polypeptide antigen is formulated

for administration to an infant, the dosage of adjuvant is determined to be cffective and
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relatively non-reactogenic in an infant subject. Generally, the dosage of adjuvant in an
infant formulation is lower (for example, the dose may be a fraction of the dose provided
in a formulation to be administered to adults) than that used in formulations designed for
administration to adult (e.g., adults aged 65 or older). For example, the amount of 3D-
MPL is typically in the range of 1ug-200ug, such as 10-100ug, or 10ug-50ug per dose.
An infant dose is typically at the lower end of this range, e.g., from about 1pug to about
50ug, such as from about 2pg, or about 5ug, or about 10ug, to about 25ug, or to about
50ug. Typically, where QS21 is used in the formulation, the ranges arc comparabie (and
according to the ratios indicated above). In the case of an oil and water emulsion (e.g., an
oil-in-water cmulsion), the dose of adjuvant provided to a child or infant can be a fraction
of the dose administered to an adult subject. A demonstration of the efficacy of
immunogenic compositions containing a PrcF antigen in combination various doses of an

cxemplary oil-in-water adjuvant is provided in Example 9.

{0169] An immunogenic composition typically contains an immunoprotective quantity (or
a fractional dose thereof) of the antigen and can be prepared by conventional techniques.
Preparation of immunogenic compositions, including those for administration to human
subjects, is generally described in Pharmaceutical Biotechnology, Vol.61 Vaccine
Design-the subunit and adjuvant approach, edited by Powell and Newman, Plenurn Press,
1995. New Trends and Developments in Vaccines, edited by Voller et al., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978. Encapsulation within liposomes is described,
for example, by Fullerton, U.S. Patent 4,235,877. Conjugation of proteins to
macromolecules is disclosed, for cxampic, by Likhite, U.S. Patent 4,372,945 and by
Armor et al., U.S. Patent 4,474,757 |

[0170] Typically, the amount of protein in cach dose of the immunogenic composition is
sclected as an amount which induces an immunoprotective responsc without significant,
adverse side cffects in the typical subject. Immunoprotective in this context does not
necessarily mean completely protective against infection; it means protection against
symptoms or disease, cspecially severe disease associated with the virus. The amount of
antigen can vary depending upon which specific immunogen is cmployed. Generally, it is
cxpected that each human dose will comprise 1-1000ug of protein, such as from about 1ug
to about 100ug, for example, from about 1ug to about 50ug, such as about 1pg, about

2pg, about Sug, about 10ug, about 15ug, abou.t‘20pg, about 25ug, about 30ug, about

N,
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40ug, or about 50pug. The amount utilized in an immunogenic composition is sclected
based on the subject population (e.g., iﬁfént or clderly). An optimal amount for a
particular composition can be ascertained by standard studies involving observation of
antibody titres and other responses in subjc;cts. Following an initial vaccination, subjects
can rcceive a boost in about 4 weeks,

[0171] It should be noted that regardless of the adjuvant selected, the concentration in the
final formulation is calculated to be safe and effective in the target population. For
example, immunogenic compositions for eliciting an immunc response against RSV in
humans are favorably administcred to infants (e.g., infants between birth and 1 year, such
as betwcen 0 and 6 months, at the age of initial dosc). Immunogenic compositions for
cliciting an immune response against RSV are also favorably administered to clderly
humans (e.g., alone or in a combination with antigens of other pathogens associated with
COPD). It will be appreciated that the choice of adjuvant can be different in these
different applications, and thc optimal adjuvant and concentration for each situation can be

determined empirically by thosc of skill in the art.

[0172] In certain cmbodiments, the immunogenic compositions are vaccines that reducc or
prevent infection with RSV, In some embodiments, the immunogenic compositions are
vaccines that reduce or prevent a pathological response following infection with RSV,
Optionally, the immunogenic compositions containing a PreF antigen are formulated with
at least one additional antigen of a pathogenic organism other than RSV. For example, the
pathogenic orpanism can be a pathogen of the respiratory tract (such as a virus or
bacterium that causcs a respiratory infection). In certain cascs, the immunogenic
composition contains an antigen derived from a pathogenic virus other than RSV, such as
a virus that causes an infection of the respiratory tract, such as influenza or parainflucnza.
In other embodiments, the additional antigens are sclected to facilitate administration or
reducc the number of inoculations required to protect a subject against a plurality of
infectious organisms. For cxample, the antigen can be derived from any one or more of
influcnza, hepatitis B, diphthcria, tetanus, pertussis, Hemophilus influenza, poliovirus,

Streptococcus or Pneumococcus, among others.

[0173] Accordingly, the usc of PrcF antigens or nucleic acids that cncode them in the
preparation of a medicament for treating (either therapcutically following or

prophylactically prior to) exposure to or infection by RSV is also a feature of this
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disclosure. Likewisc, methods for eliciting an immune response against RSV in a subject
are a feature of this disclosure. Such methods include administering an immunologically
cffective amount of a composition comprising a PrcF antigen to a subject, such as a human
subject. Commonly, the composition includes an adjuvant that elicits a Thl biased
immunc response. The composition is formulated to clicit an immune response specific
for RSV without enhancing viral discasc following contact with RSV, That is, the
composition is formulated to and results in a Thl biased immune response that reduces or
prevents infection with a RSV and/or reduces or prevents a pathological response
following infection with a RSV. Although the composition can be administered by a
varicty of different routes, most commonly, the immunogenic compositions are delivered

by an intramuscular or intranasal routc of administration.

[0174] An immunogenic composition typically contains an immunoprotective quantity {or
a fractional dose thereof) of the antigen and can be prepared by conventional techniques.
Preparation of immunogenic compositions, including those for administration to human
subjects, is generally described in Pharmaceu.t-ié'a‘l .Biotechnology, Vol.6l Vaccine
Design-the subunit and adjuvant approach, cdltcdby Powell and Newman, Plenurn Press,
1995. New Trends and Developments in Vaccine's, edited by Voller et al., University Park
Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978, Encapsulation within liposomes 1s described,
for cxample, by Fullerton, U.S. Patent 4,235,877. Conjugation of proteins to
macromolccules 1s disclosed, for cxampic, by Likhitc, U.S. Patent 4,372,945 and by
Armor et al., U.S. Patent 4,474,757, '

[0175] Typically, the amount of protein in each dose of the immunogenic composition s
sclected as an amount which induces an immunoprotective response without significant,
adverse side cffects in the typical subject. Immunoprotective in this context does not
necessarily mean completely protective against infection; it means protection against
symptoms or disease, cspecially severe disease associated with the virus, The amount of
antigen can vary depending upon which specific immunogen is employed. Generally, it is
cxpected that each human dose will comprise 1-1000ug of protein, such as from about 1ug
to about 100ug, for cxample, from about 1ug to about 50ug, such as about 1ug, about
2ug, about 5ug, about 10pg, about 15ug, about 20ug, about 25ug, about 30ug, about
40ug, or about 50pug. The amount utilized in an immunogenic composition is selected

based on the subjcct population (e.g., infant or c¢lderly). An optimal amount for a
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particular composition can be ascertained by standard studies involving observation of
antibody titres and other responses in subjects. Following an initial vaccination, subjects
can receive a boost in about 4-12 weeks. For cxample, when administering an
immunogenic composition containing a PreF anfigen to an infant subject, the initial and
subscquent inoculations can be administered to coincide with other vaccines administered

during this period.

[0176] The following examples are provided to illustratc certain particular features and/or
embodiments. These examples should not be construed to limit the invention to the

particular features or embodiments described.
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EXAMPLES

Example 1: Exemplary PreF antipens

[0177] The PreF antigen was modified as compared to a native RSV F protein in order to
stabilize the protein in its prefusion conformation, based on the prediction that an immunc
response generated to the prefusion conformation of F would preferentially include

antibodics that would prevent binding, conformation shifting and/or other events involved

in membrane fusion, thereby increasing the cfficacy of the protective response.

[0178] FIG. 1A and B schematically illustrate features of RSV FO and exemplary PreF
recombinant antigens. FIG. 1A is a representation of the RSV FO protein.  F0 is a pre-
protein consisting of 574 amino acids. The FO pre-protein is proteolytically processed and
glycosylated following translation. A signal peptide, which is later removed by a signal
peptidase, targets translation of the FO pre-protein to the reticulum endoplasmic (RE).
Nascent peptide in the RE is then N-glycosylated at multiple sites (represented by
triangles). Furin cleavage of FO gencrates F2 and F1 peptide domains, which are folded
and assembled together as a trimer of ['2-F1 heterodimers (that is, 3 times F2-F1). In its
native statc, the F protein is anchored to the membranc by a transmembrane helix in the C-
terminal region. Additional features of the FO polypeptide include, 15 Cysteine residucs, 4
characterized neutralizing epitopes, 2 coiled-coil regions, and a lipidation motif. FIG. 1B
illustrates features of exemplary PreF antigens. To construct the PreF antigen, the FO
polypeptide was modificd to stabilize the prefusion conformation of the F protein, thereby
retaining the predominant immunogenic epitopes of the F protein as presented by the RSV
virus prior to binding to and fusion with host cells. The following stabilizing mutations
were introduced into the PrcF antigen rclative to the F0 polypeptide. First, a stabilizing
coiled-coil domain was placed at the C-terminal cnd of the extracellular domain of the FO
polypeptide, replacing the membrane ar‘lchoring :ilémain of FO. Second, the pep27 peptide
(situated between the F2 and F1 domains in thc”'n'étive protein) was removed. Third, both
furin motifs werc climinated. In alternative embodiments (designated PreF_V1 and
Prel_V2), an immunologically active portion (eg, amino acids 149-229) of the RSV G

protein was added to the C-terminal domain.

[0179] In other embodiments, modifications were introduced to alter (increase or

decrease) glycosylation and/or to reduce cleavage by a protease other than furin.
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Example 2: Production and Purification of PreF recombinant protein from CHO cells.

[0180] A recombinant polynuclcotide sequence encoding an exemplary PreF antigen was
introduced into host CHO cells for the production of PreF antigen. Transiently transfected
host cclls or expanded stable populations comprising the introduced polynucleotide
sequence were grown in medium and under conditions suitable for growth at an acceptable
scale for the desired purpose (e.g., as generally described in Freshney (1994) Culture of
Animal Cells, a Manual of Basic Technigue, third cdition, Wilcy- Liss, New York and the

references cited therein). Typically, the cells were grown in serum-free medium in shake
flasks at 37°C with 5% CO; and passaged at 2-3 day intervals, or in bioreactors at 29°C
with pO2 maintained at 20%.

[0181] To recover recombinant PreF antigen, the cell culture was centrifuged and the cell
culture supernatant stored at about -80°C until further use. For further analysis, two liter
aliquots of cell culture supernatant were diluted 2x with purified water and adjusted to pH
9.5 with NaOH. The supernatant was loaded at a rate of 14 ml/min. onto a Q Scpharose
FF ion exchange column (60 ml, 11.3 cm), cquilibrated in 20 mM piperazine pH 9.5.

Afler washing the column with the starting buffer, elution was performed with a NaCl
gradient from 0 to 0.5 M NaCl in 20 column volumes (fraction size 10 ml). Fractions
were analyzed on SDS PAGE gel by silver staining and western blot. Fractions containing

substantial PreF protein were then pooled prior to further processing.

[0182] The pooled elution of the Q stép (~130 mls) was subjccted to buffer exchange into
10 mM phosphate, pH 7.0 using the bench-scale TFF system from Millipore with the
Pelllicon XL PES Biomax 100 (MWCOQ 10,000 Da) membrane cassette. The resulting
material had a pH of 7.0 and a conductivity of 1.8 mS/cm. 100 ml of this sample was
loaded at 5 ml/min. on a 10 mi Hydroxy apatite Typc 1 (HA TII) gel (XK 16,
height=5cm) equilibrated with 10 mM PO, (Na) buffer pH 7.0. After washing the column
with the starting buffer, clution was performed with a gradient from 10 mM to 200 mM
PO4 (Na) pH 7.0 in 20 column volumes. Fractions were again analysed on SDS PAGE

with silver staining and coomassic bluc, and the positive fractions were pooled.

[0183] Following affinity chromatography, the pooled fractions were concentrated and the
buffer exchanged into DPBS (pH ~7.4)using a Vivaspin 20 concentrator unit, 10,000 Da
MWCO. The final product was about 13 ml. Protein concentration was 195 ug/ml,
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asscssed by Lowry assay. Purity was greater than 95%. This purified PreF antigen

preparation was filter sterilized and stored at -20°C prior to use.

Example 3; Characterization of the PreF recombinant protein produced in CHQ cells.

[0184] PreF recombinant protein produced in CHO cells was characterized by
asymmetrical ficld flow fractionation (AFF-MALS) and compared to a chimeric antigen
including RSV F and G protein components. AFF-MALS allows separation of protcin
species according to their molecular size in a liquid flow with minimal matrix interaction
and further analysis by multi-angle light scattering for accurate molecular weight
determination. FIG. 2A shows that more than 65% of purified FG material is found as
high molecular weight oligomers (1000-100 000 KDa) in is final PBS buffer while 3%

remain in monomeric form.

[0185] FIG. 2B shows that the purified PreF protein is folded in his trimeric form to a
proportion of 73% in PBS buffer. 10% of the matcrial is found as 1000 to 20 000 KDa
oligomers. These results indicate that the recombinant PreF protein expressed in CHO

cclls is folded as a trimer as predicted for the native state,

[0186] Purified PrcF protein was also crosslinked with glutaraldehyde for the double
purposc of confirming the soluble nature of the protein in phosphate buffer solution and of
gencrating aggregates for comparative in vivo ¢évaluation with FG protein (see Examplc 7
below). Glutaraldchyde crosslinking is known for providing a good asscssment of the
quaternary structurc of a protein, and is described in (Biochemistry, 36:10230-10239
(1997), Eur. J. Biochem., 271:4284-4292 (2004)).

[0187] Protcin was incubated with 1%, 2% and 5% of glutaraldehyde crosslinking agent
for four hours at 4°C and the reaction was blocked by addition of NaBH4. Exccss
glutaraldehyde was removed by column desaltirig in PBS buffer. Resulting protein was
quantificd by absorbance at 280nm and cvaluated:by SDS PAGE in denaturing and
reducing condition. The majority of purified recombinant PreF was determined to migrate
as a trimer in PBS solution. Increasing the incubation temperature to 23°C was required to
convert majority of trimeric protein to high molecular weight aggregates, as confirmed by
SDS PAGE.
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Examnple 4; /n vitro Neutralization Inhibition by the PreF antigen

[0188] Human sera obtained from volunteers were screened for reactivity against RSV A
by ELISA and used in the ncutralization inhibition (NI) assay at rclevant dilution based on
prior RSV necutralization potential titration established for each serum sample. Briefly,
Scra were mixed with inhibitor proteins (PrcF or a control protein corresponding
essentially to the chimeric FG disclosed in US Patent No. 5,194,595, designated RixFG) at
concentrations of 25ug/ml in DMEM with 50% 199-H medium, with 0.5% FBS, 2 mM
glutaminc, 50 pg/ml genamycin (all Invitrogen), and incubated 1.5 to 2 hours at 37°C on a
rotating wheel. 20 pl the serial dilutions of sera and protcins were mixed in a round
bottom 96-well platc with a RSV A titred to optimize the range of inhibition for each
serum sample. The resulting mixtures were incubated for 20 minutes at 33°C under 5%

CO2 to maintain pH.

[0189] The sera-inhibitor-virus mixtures were then placed into previously Vero cell-
seeded flat bottom 96-well plates and incubated for 2 hours at 33°C prior to addition of
160pul of medium. The plates were further incubated for 5-6 days at 33°C with 5% CO2
until immunofluorescence assay for NI titer detection. Following fixation for 1 hour with
1% paraformaldehyde in phosphatc buffered saline (PBS), plates were blocked with 2%
milk/PBS and Block biffer. Goat anti-RSV antibody (Biodesign Intcrmation; 1:400) was
added to each well without rinsing and incubatcd for 2 hours at room temperaturc (RT).
Samples were washed 2x with PBS and anti-goat 1gG-FITC (Sigma; 1:400) in blocking
buffer was added to the wells. The p]atés werc again incubated for 2 hours at RT and
washed 2x as above prior to reading.;IA well was considcred positive when > 1 fluorescent
syncytium was detected. The 50% tiésué cultuc infective dose (TCIDS50) calculations
were performed using the Spearman-Karber (SK) method and percentages of NI calculated
as follow: [(Neut titer of Oug/ml inhibitor — Neut titer of 25ug/ml inhibitor)/Neut titer of
Opg/ml inhibitor] X 100. Exemplary results shown in FIG. 3 indicate that PreF is supcrior
to FG in NI in 16/21 donors tested.

Example 5: PreF antigen is immunogenic

[0190] To demonstrate immunogenicity of the PreF antigen, mice werc immunized twice
IM at two weeks interval with preF (6.5, 3.1, 0.63, 0.13, and 0.025 pg/ml) and a Thl
adjuvant containing 3D MPL and QS21 at 1/20 of human dose (“AS01E”) or preF (1, 0.2
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and 0.04 ug/ml} and a Th1 adjuvant containing 31 MPL and alum 1/10 of human dose

(“AS04C™) and serum was collected three weeks later.

[0191] Antigen-specific IgG antibody titers were determined on pooled serum samples by
ELISA according to standard procedures. Briefly, 96-well plates were coated with
purified inactivated RSV A, RSV B and homologous preF protein and incubated overnight
at 4°C. Serum samples were serially diluted in blocking buffer starting at an initial
concentration of 1:50, along with punfied mouse IgG Sigma, ON}) at starting
concentrations of 200 ng/mi and incubated for 2h at room temperature. Bound antibody
was detected with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse IgG (Sigma, ON).
3,3A,5,5A-tetramethylbenzidine (TMB, BD Opt EIATM, BD Biosciences, ON) was used
as the substratc for HRP. 50pl of 1M H2S04 Wa_-s‘_.-.addcd to each well to stop the rcaction.
Absorbance values for each well were detccted at 450 nm with a Molecular Devices

microplate reader (Molecular Devices, USA).

[0192] Representative results detailed in FIGS. 4A and 4B show that strong titers are

clicited against both RSV A and RSV B following immunization with preF antigen.

Example 6; PrcF clicits ncutralizing antibodics

[0193] The presence and quantity of neutralizing antibodies was assessed in serum
samplcs of mice immunized as described above in Example 5. Pooled sera from
immunized animals were scrially diluted from a starting dilution of 1:8 in RSV medium in
96-well platcs (20 pl/well). Controi wells conlai;léd RSV medium only, or goat anti-RSV
antibody at 1:50 (Biodesign intcrnational). 500-1000 infectious doses of a representative
RSV A or B strain were added to the wells, and the plates were incubated for 20 minutes
at 33°C, 5% CQn, before the mixture was transferred to 96-well flat-bottomed plates
previously seeded with 1x10° cells/mL, Vero cells. Cells were incubated for
approximately 2 hours at 33°C, 5% CO, and refed, prior to incubation for 5-6 days at the
same temperature. Supernatants were removed; plates were washed with PBS and
adhering cells fixed with 1% paraformaldehyde in PBS for 1 hour, followed by indirect
immunofluorescence (JFA) using a goat anti RSV primary antibody and anti-goat IgG-
FITC for dciection. |

[0194] Representative resuits shown in FIGS‘ VSAF,z'ir‘]d 5B, respectively, demonstrate that
significant ncutralizing antibodics against both RSV strains arc detected in scra of animals

immunized with preF.
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Example 7: PreF protects against RSV challenge

[0195] Mice were immunized twice ]Ni at a two week interval as described above, and
challenged three weeks after the second injection with RSV A. Protection against RSV
was cvaluated by measuring the viru_sfprcsent ini lungs following challenge. In brief, lungs
from immunized animals were ascpﬁbé-i]y removed following euthanasia and washed in
RSV medium using 2 votumes of 10 ml/lung in 15 ml tubes. Lungs were then weighed
and homogenized individuatly in RSV medium with an automated Potter homogenizer
(Fisher, Nepean ON), and centrifuged at 2655 x g for 2 minutes at 4°C. The virus present
in the supernatants was titered by scrial dilution (eight replicatcs starting at 1:10) on a
previously seeded Vero cell (ATCC# CCL-81) monolayer in 96-well plates and incubated
for 6 days. RSV was detected by indirect IFA following fixing in 1%
paraformaldchyde/PBS pH7.2, with goat anti-RSV primary antibody and FITC labeled
anti-goat IpG secondary antibody.

[0196] Representative results shown in FIGS. 6A and B demonsrate that doses cqual to or
higher than 0.04ug when given in pfééeﬁce of adjuvant elicit strong protection against
RSV.

Examplc 8: PreF does not inducc pulmonary cosinophil recruitment following challenge

[0197] To assess the potential of the PreF antigen to provoke exacerbated disease
following immunization and subsequent challenge, groups of mice (5 mice/group) were
immunized twice cach with (a) 10 pg gluteraldehyde-treated preF, (b) 10 pg preF or (c) 10
ng FG without adjuvant. Mice were challenged with RSV A 3 wecks post-boost and
bronchoalveolar lavage (BAL) was performed 4 days post challenge. Total leukocyte
infiltrates in BAL werc cnumerated per mousc as well as differential enumerations (300

cells) bascd on cell morphology of macrophages/monocytes, neutrophils, cosinophils and
lymphocytes.

[0198] Total cell numbers were multiplied by differential percentages of eosinophils for
each animal. Represented are geometric means per group with 95% confidence limits.
Representative results shown in FIG. 7 demonstrate that cosinophils are not recruited to
the lungs following immunization with prcF and challenge. Furthermore, these results
suggest that the soluble nature of the preF antigen, as comparcd to a deliberately
aggregated form of preF (gluteraldehyde treatment) or FG antigen (naturally aggregated)

does not favour cosinophils.
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Examplc 9: Immunogenicity of PreF antigen formulated with dilutions of an oil-in-water

emulsion adjuvant.

[0199] Mice received 250ng preF formulated with the exemplary oil-in-water adjuvant,
AS03A, at a 1/10 of the human “full” dose (ASO3A) of 10.70 mg squalene, 11.88 mg DL-
o-tocopherol, 4.85 mg polysorbate 80, 1/2 dose (AS03B), Y dosc (AS03C), or no
adjuvant. Control mice received AS03A alone or PBS. The mice were immunized on
days 0 and 14. Blood, splenocyte collection and challenge were performed on Day 39 (25

days post dosc 2). Lungs werc homogenized for titration of RSV 4 days post challenge.

[0200] Antigen-spccific IgG antibody titers were determined on individual serum samples
by ELISA. Briefly, 96-well plates were coated with purified inactivated RSV A and
incubated overnight at 4°C. Serum samples were serially diluted in blocking buffer
starting at 1:200, along with purified mouse 1gG (Sigma, ON), at starting concentrations of
200 ng/m! and incubated for 2h at 37°C. Bound antibody was detected with horscradish
peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse IgG (Sigma, ON). 3,3A,5,5A-
tetramethylbenzidine (TMB, BD Opt EIATM, BD Biosciences, ON) was used as the
substrate for HRP. 50ul of 1M H,80, was added to cach well to stop the reaction.
Absorbance values for cach well were detected at 450 nm with a Molccular Devices
microplate reader (Molecular Devices, USA). Results arc illustrated in FIG. 8. Anti- RSV
IgG concentration of approximately 250,000 ng/mL was observed in serum from mice
immunised with preF in combination with AS03A, AS03B or AS03C, whereas very little

(1828 ng/ml) was obscrved in scrum from mice immunised with preF alone.

[0201] Poolcd sera from immunized animals were serially diluted from a starting dilution
of 1:8 in RSV medium in 96-well plates (20 ul/well). Control wells contained RSV
medium only or goat anti-RSV antibody at 1:50 (Biodesign international). RSV Long
strain was added, the platcs were incubated for.20, fninutcs at 33°C and thc mixturc was
transferred to 96-well flat-bottomed plates prcvioﬁsly seeded with 1x10° cells/mL Vero
cells. After 5-6 days at the same temperature, supernatants were removed; plates were
washed with PBS and adhering cells fixed with 1% paraformaldehyde in PBS for 1 hour,
followed by indirect immunofluorescence (JFA). FIG. 9 shows that regardiess of the
amount of AS03 administered in combination with preF the RSV neutralising antibody
titrcs remained the same (~ 11 log2), whereas the RSV neutralising antibody titre in the

mice immuniscd without AS03 were significantly lower (~6 log2).

-

64



WO 2010/149745 e PCT/EP2010/05%008

[0202] Lungs from immunized animals were aseptically removed following cuthanasia
and washed in RSV medium using 2 volumes of 10 ml/ lung in 15 ml tubes. They werc
then weighed and homogenized individually in RSV medium with an automated Potter
homogenizer (Fisher, Nepean ON), and centrifuged at 2655 x g for 2 minutes at 4°C. The
virus present in the supernatants was titercd. Bricfly, lung homogenates were serially
diluted in eight replicates starting at a 1:10 on a previously sceded Vero cell (ATCC#
CCIL-81) monolayer in 96-well plates and incubated for 5-6 days. RSV was detccted by
indirect IFA. FIG. 10 illustrates results demonstrating that no differcnce in protection was
observed between mice immunised with preF in combination with ASO3A, AS03B or

AS03C, whereas Icss protection was observed in mice immunised in absence of AS03.

[0203] These results demonstrate that the PrcF antigen can be formulated across a broad
rangc of adjuvant concentrations to producc a composition that clicits an immune responsc

against RSV.
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Scquence Listing

SEQ ID NO:1

Nucleotide sequence encoding RSV reference Fusion protein

Strain A2 GenBank Accession No. U50362
atggagttgctaatecctcaaageaaatgcaattaccacaatectecactgeagtcacatttgttttgettety
gtcaamacatcactgaagaattttatcaatcaacatgecagtgcagtagcaaaggetatcttagtgetctgag
aactggttggtataccagtgttataactatagattaagtaatatcaaggaaaataagtgtaatggaacagat
gctaaggtazaattgataaacaagaattagataaatataaaaatgctgtaacagaattgeagttgeteatge
aaagcacccagcaacaaacaatcgagcecagaagagaactaccaaggtttatgaattatacactcaaaatgec
aaaaaaaccaatgtaacattaagcaagaaaaggeaaaageagatttcttggttittgttaggtgttggatety
caatcgccagtggeygttgetgtatetaaggtcctgcacctgaaggggaagtgaacaagatcaaaagigetet
actatccacaaacaaqgctgtagtcagttatcaaatggagttagtgtettaaccagecaaagtgttagacete
azaaactatatagaaaacaattgttacctattgtgaacaagcaaagctgcagecatatcaaatatageaactg
tatagagttccaacaaaagaacaacagactactagagattaccagggaatttagtgttaageaggtgtaact
acacctgtaagcacttacatgttaactaatagtgaattattgtecattatcaatgatatgectataacaaatg
atcagaaaaagttaatgteccaacaatgticaaatgttagacagcaaagttactctatcatgtecataataaa
agaggaagtcttagcatatgtgtacaattaccactatatggtgttatagatacacecctgtiggaaactacac
acatccccctatgtacaaccaacacaaaagaagggtecaacatetgtitaacaagaactgacagaggtggta
ctgtgacaatgcaggatcagtatcttteticecacaagetgaaacatgtaaagtecaatcaaategagtattt
tgtgacacaatgaacagtttaacattaccaagtgaagtaaactctgcaatgttgacatattcaacecccaaat
atgattgtaaaattatgacticaaaaacgatgtaagcagctcogttatcacatctetaggagecattgtgte
atgctatggcaaaacaaatygtacagcatccaataaaaategtggaatcataaagacattttetaacgggtge
gatatgtatcaaataaaggggtggacactgtgtctgtaggtaacacattatattatqgtaaaaagecaagaagg
taaaagtctctatgtaaaaggtgaaccaataataaatttctatgacceottagtattececotetgatgaattt
gatgcatcaatatctcaagtcaacgagaagattaacagagcctagecatttattegtaaatcegatgaattat
tacataatgtaaatgctggtaatccaccataaatatcatgataactactataattatagtgattatagtaat
attgttatcttaattgctgttggactgctcttatactgtaaggccagaagcacaccagtcacactaagaaag
atcaactgagtggtataaataatattgecatttagtaactaa

SEQ ID NO:2

Amino acid sequence of RSV reference F protein precursor FQ

Strain A2 GenBank Accession No. AABH6664
MELLILKANAITTILTAVIFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYRNAVTELQLLMQST PATNNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNVTLS KKRERRFLGFLLGV
GSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLESKVLDLENY IDKQLLPIVNKOSCSISN
IATVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSI
MSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTRPCWKLHTS PLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKV
QSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI T
KTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNKGEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLA
FIRKSDELLHNVNAGKSTINIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

SEQ ID NC:3 ]

Nucleotide sequence encoding RSV reference G protein

Strain Long .
Atgtccaaaaacaaggaccaacgcaccgctaagacactagaaaagacctgggacactctcaatcatttatta
ttcatatcatcgggcttatataagttaaatcttaaatctatagcacaaatcacattatccattctggcaatg
ataatctcaacttcacttataattacagccatcatattéatagcctcggcaaaccacaaagtcacactaaca
actgcaatcatacaagatgcaacaagccagatcaagaacacaaccccaacatacctcactcaggatecteag
cttggaatcagcttctecaatctgtetgaaattacatcacaaaccaccaccatactagettcaacaacacca
ggagtcaagtcaaacctgcaaccecacaacagltcaagactaaaaacacaacaacaacccaaacacaacccage
aagcccactacaaaacaacgccaaaacaaaccaccaaacaaacccaataatgattttcacttcgaagtgttt
aactttgtaccctgcagcatatgecagcaacaatecaacctgetgggetatetgeaaaagaataccaaacaaa
aaaccaggaaagaaaaccaccaccaagcctacaaaaaaaccaaccttcaagacaaccaaaaaagatctcaaa
cctcaaaccactaaaccaaaggaagtaccecaccaccaagoccacagaagagecaaccatcaacaccaccaaa
acaaacatcacaactacactgctcaccaacaacaccacaggaaatccaaaactcacaagtcaaatggaaace
ttecactecaacctectecgaaggecaatcectaageeccttetcaagtectecacaacateccgagecacccatecacaa
ccctecatctecacccaacacaacacgeccagtag
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SEQ ID NO:4 b

Amino acid segquence of RSV reference G protein
MSKNKDQRTAKTLEKTWDTLNHLLFISSGLYKLNLKSIAQITLSILAMIISTSLIITATI TFTASANRKVTLY
TAIIQDATSQIKNTTPTYLTQDPQLGISFSNLSEITSQTTTILASTTPGVKSNLQPTTVKTKNTTTTQTQPS
KPTTKQRQNKPPNKPNNDFHFEVFNFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKKPGKKTTTKPTKKPTEKTTKKDLK
PQTTKPKEVPTTKPTEEPTINTTKTNITTTLLTNNTTGNPKLTSQMETFHSTSSEGNLSPSQVSTTSEHPSQ
PSSPPNTTRQ

Seq ID NO:5

Nucleotide sequence of PreF analog optimized for CHO
aagcttgccaccatggagctgctgatcctgaaaaccaacgccatcaccgccatcctggccgccgtgaccctg
tgcttcgcctcctcccagaacatcaccgaggagttctaccagtccacctgctccgccgtgtccaagggctac
ctgtcogecctgeggaccggetyggtacacetecgtgatcaccategagetgteccaacatcaaggaaaacaag
tgcaacggcaccgacgocaaggtgaagetgatcaagcaggagetggacaagtacaagagegeegtgaccgaa
ctccagctgctgatgcagtccacccctgccaccaacaacaagtttctgggcttcctgctgggcgtgggctcc
gccatcgcctccggcatcgccgtgagcaaggtgctgcacctggagggcgaggtgaacaagatcaagagcgcc
ctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtccctgtccaacggcgtgtccgtgctgacctccaaggtgctggat
ctgaagaactacatcgacaagcagctgctgbctatcgtgaacaagcagtcctgctccatctccaacatcgag
accgtgatcgagttccagcagaagaacaaceggcigetggagatcacecycgagtictecgtgaacgeegge
gtgaccacccctgtgtccacctacatgctgabcaactccgagctgctgtccctgatcaacgacatgcctatc
accaacgaccagaaaaaactgatgtccaacaécgtgcagatcgtgcggcagcagtcctacagcatcatgagc
atcatcaaggaagaggtgctggoctacgtggtgcagetgectctgtacggegtyategacacceettgetyg
aagctgcacacctcccccctgtgcaccaccaacaccaaggagggctccaacatctgcctgacccggaccgac
cggggctggtactgcgacaacgccggctccgtgtccttcttccctctggccgagacctgcaaggtgcagtcc
aaccgggtgttctgcgacaccatgaactccctgaccctgccttccgaggtgaacctgtgcaacatcgacatc
ttcaaccccaagtacgactgcaagatcatgaccagcaagaccgacgtgtcctccagcgtgatcacctccctg
ggcgccatcgtgtcctgctacggcaagaccaagtgcaccgcctccaacaagaaccggggaatcatcaagacc
ttctccaacggctgcgactacgtgtccaataagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacacactgtactac
gtgaataagcaggagggcaagagcctgtacgtqaagggcgagcctatcatcaacttctacgaccctctggtg
ttcccttccgacgagttcgacgcctccatcagccaggtgaacgagaagatcaaccagtccctggccttcatc
cggaagtccgacgagaagctgcataacgtggaggacaagatcgaggagatcctgtccaaaatctaccacatc
gagaacgagatcgcccggatcaagaagctgatcggcgaggcctgataatctaga

SEQ ID NO:6

Amino acid seguence of PreF analog
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRIGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVIELQLLMQS TPATNNKFLGFLLGVGSATASGTAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTP
VSTYMLTNSELLSLINDMPI TNDQKKLMSNNVQIVROQSYSIMSI IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHT
SPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVOSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPK
YDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTEFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQ
EGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENET
ARIKKLIGEA

Seq ID NO:7

Nucleotide seguence enceding PreFG_V1 optimized for CHO
aagcttgccaccatggagctqctgatcctcaagaccaacgccatcaccgccatcctggccgccgtgaccctg
tgcttcgcctcctcccagaacatcaccgaagagttctaccagtccacctgctccgccgtgtccaagggctac
ctgtccgccctgcggaccggctggtacacctccgtgatcaccatcgagctgtccaacatcaaagaaaacaag
tgcaacggcaccgacgccaaggtcaagctgatcaagcaggaactggacaagtacaagagcgccgtgaccgaa
ctccagctgctgatgcagtccacccctgccaccaacaacaagaagtttctgggcttcctgctgggcgtgggc
tccgccatcgcctccggcatcgccgtgagcaaggtgctgcacctggagggcgaggtgaacaagatcaagagc
gccctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtccctgtccaacggcgtgtccgtgctgacctccaaggtgctq
gatctgaagaactacatcgacaagcagctgctgcctatcgtgaacaagcagtcctgctccatctccaacatc
gagaccgtgatcgagttccaqcagaagaacaaccggctgctggagatcacccgcgagttctccgtgaacgcc
ggcgtgaccacccctgtgtccacctacatgctgacaaactccgagctgctctccctgatcaacgacatgcct
atcaccaacgaccaaaaaaagctgatgtccaacaacgtgcagatcgtgcggcagcagtcctacagcatcatg
agcatcatcaaggaagaagtcctggcctacgtcgtgcagctgcctctgtacggcgtgatcgacaccccttgc
tggaagctgcacacctcccccctgtgcaccaccaacaccaaagagggctccaacatctgcctgacccggacc
gaccggggctggtactgcgacaacgccggctccgtgtccttcttccctctggccgagacctgcaaggtgcag

67




WO 2010/149745 ' PCT/EP2010/059008

tccaaccgggtgttetgegacaccatgaactecctgacectgecticegaggtgaacectgtgcaacatecgac
atcttcaaccccaagtacgactgcaagatcatgaccagcaagacegacgtgtectecagegtgatcacctece
ctgggcgecategtgtectgetacggecaagaccaagtgcacegectccaacaagaaceggggaatcatecaag
accttctcecaacyggetgegactacgtgteccaataagggegtggacacegtgtecgtgggeaacacactgtac
tacgtgaataagcaggaaggcaagagecctgtacgtgaagggegagectatcatcaacttetacgacectety
gtgttccottecgacgagttegacgectecatcageccaggtcaacgagaagatcaaccagteecetggecttc
atccggaagtecgacgagaagetgeataacgtggaggacaagatecgaagagatcctgtccaaaatetaccac
atcgagaacgagatcgccocggatcaagaagetgatcggegaggetggeggetetggeggecageggeggetec
aagcagcggcagaacaagectectaacaageccaacaacgactteccacttegaggtgttcaacttegtgect
tgctecatetgetecaacaaccectacetgetgggecatetgecaagagaatcecccaacaagaagectggeaayg
aaaaccaccaccaagcctaccaagaaqcectaccttcaagaccaccaagaaggaccacaagecctcagaceaca
aagcctaaggaagtgccaaccaccaagcaccaccaccatcaccactgataatceta

Seq ID NO:8

PreFG V1 peptide for CHC

MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGY LSALRTGRWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMQST PATNNKKFLGFLLGVGSATASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEI TREFSVNAGVTT
PVSTYMLTNSELLSLINDMPI TNDOKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLH
FSPLCTINTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVOSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIENP
KYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGALVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTEFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNK
QEGKSLYVKGEPLINFYDPLVEFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENE
IARIKKLIGEAGGSGGSGGSKQRQNKPPNKPNNDFHFEVFRFVPCSICSNNPTCWATICKRI PNKKPGKKTTT
KPTKKPTEFKTTRKDHKPOTTKPKEVPTTK

Seq ID NO:9 .

Nucleotide Sequence encoding PreFG V2 .for CHO
aagcttgccaccatggagetgetgatectcaagaccaacgecatecaccgecatectggeegecgtgacectg
tgcttegectecteccagaacatcaccgaagagttctaccagtacacctgetecgecgtgtecaagagetac
ctgtccgeecctgeoggaccggetggtacaccteegtgatcaccatcgagetgtccaacatcaazagaaaacaaqy
tgcaacggcaccgacgcecaaggtcaagetgatcaagcaggaactggacaagtacaagagecgcegtgacecgaa
ctccagetgectgatgeagtecacecctgecaccaacaacaagaagtttetgggettectgetgggegtggge
tcegeeatcegectecggeategecgtgagecaaggtgetgecacctggagggegaggtygaacaagatcaagage
gecectgetglecaccaacaaggeccgtggtgteectgtecaacggegtgteegtgetgacctecaaggtgetg
gatctgaagaactacatcgacaagcagctygctgoectategtgaacaagecagtectgectceccatctecaacate
gagaccgtgatcgagttoccagcagaagaacaaccggetgetggagatcaccecgegagtteteegtgaacgee
ggcgtgaccaccectgtgtecacctacatgetgacaaactecgagetgetetecctgatcaacgacatgect
atcaccaacgaccaaaaaaagctgatgtccaacaacgtgcagategtgeggeagecagtectacagecateatg
agcatcatcaaggaagaagteotggectacgtegtgeagetgoctetgtacggegtgategacaceccttge
tggaagctgcacacctecceectgtgeaccaccaacaccaaagagggetecaacatetgectgaceeggace
gaccggggctyggtactgegacaacgecggeteegtgtecttetticectetgacegagacctgecaaggtgeag
tccaacegggtgttctgecgacaccatgaactecctgacectgocttecgaggtgaacctgtgeaacatecgac
atcttcaaccccaaghtacgactgecaagatcatgaccagcaagaccgacgtgtectecagegtgatecacctec
ctgggcgccategtgtectgetacggeaagaccaagtgeaccgectecaacaagaaccggggaatcatecaag
accttctcecaacggctgegactacgtgtecaataagggegtagacacegtgtecgtgggecaacacactgtac
tacgtgaataagcaggaaggcaagagectgtacgtgaagggegagectatcateaacttectacgacectetyg
gtgttccettecgacgagttcgacgectecatcagecaggtcaacgagaagatcaaccagtecctggeettc
atccggaagtccgacgagaagctgcataacgtggaggacéagatcgaagagat0ctgtccaaaatctaccac
atcgagaacgagatcgcecggatcaagaagetgatecggegaggetyggegygcaagecageggocagaacaagect
cctaacaagcccaacaacgacttccacttecgaggtgttcaacttegtgecttgetecatetygetecaacaac
cctacctgetgggeccatctgcaagagaatccccaacaagaagectggcaagaaaaccaccaccaagectace
aagaagcctacchttcaagaccaccaagaaggaccacaagectcagaccacaaagectaaggaagtgecaace
accaagcaccaccaccatcaccactgataatcta

Seq ID NO:10

PreFG_V2 peptide for CHO
MELLILKINAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVEKLIKQELDKYKSAVTELQLLMOSTPATNNKKF LGEFLLGVGSATASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQOKNNRLLEITREFSVNAGVTT
PVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVROQSYSIMSITKEEVLAYVVQLPLYGVI DT PCWKLH
TSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFELAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNP
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KYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNK
OFEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENE
IARIKKLIGEAGGKQRONKPPNKPNNDFHFEVFNFVPCSTCSNNPTCWAICKRI PNKKPGRKKTTTKPTKKET
FKTTKKDHKPQTTKPKEVPTTK

SEQ ID NG:11
Exemplary coiled-coil (isoleucine zipper)
EDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA

SEQ ID NO:12

PreF antigen polynucleotide CHG2
atggagctgcccateetgaagaccaacgocatcaccaccatectegecgecegtgacactgtgettegeeage
agccagaacatcacggaggagttotaccagagcacgtgcagecgecgigagcaagggctacctgagegegetyg
cgcacgggctggtacacgagegtgatcacgategagectgagcaacatcaaggagaacaagtgeaacygygeacy
gacgcgaaggtgaagctgatcaagcaggagectggacaagtacaagagegeggtgacggagetgeagetygety
atgcagagcacgccggegacgaacaacaagttecteggettectgetgggegtgggecageygegategegage
ggcatcgecegtgagecaaggtgetgecacctggagygyegaggtgaacaagatcaagtecgegetgetgageacg
aacaaggcggtcgtgagectgagcaacggegtgageytgetgacgagcaaggtgetcgaccigaagaactac
atcgacaagcagctgetgeegatecgtgaadaagecagagetgeagcatcageaacategagacegtgategag
ttecagcagaagaacaaccgectgetyggagatcacgegggagttetecgtgaacgecaggegtgacgacgece
gtgtctacgtacatgctgacgaacagecgagetygcetcagectgatcaacgacatgececgatecacgaacgaccayg
aagaagctgatgagcaacaacgtgcagategtgegecagecagagetacageatcatgageatcatcaaggag
gaggtgctggeatacgtggtgecagetgccgetgtacggegtcatecgacacgecectgetgygaagetgeacacg
agccegectgtgcacgaccaacacgaaggagggcagcaacateigectgacgecggacggacegygggetggtac
tgcgacaacgcgggcagcgtgagcttcttcccgctcgcggagacgtgcaaggtgcagagcaaccgcgtcttc
tgcgacacgatgaacagectgacgctgecgagegaggigaacctgtgecaacatcgacatcettcaaccegaag
tacgactgcaagatcatgacgagceaagaccgatgtcagecageagegtgatcacgagecteggegegategtyg
agctgetacggoaagacgaagtgcacggegagcaacaagaaccgceggcatcatecaagacgttecagecaacgge
tgcgactatgtgagcaacaagggcgtggacactgtgagegtoggeaacacyctgtactacgtgaacaageag
gagggcaagagectgtacgtgaagggcgagecgatcatcaacttctacgaccegetegtgttocecgageyac
gagttcgacgcgagcatcagecaagtgaacgagaagatcaaccagagectggegticatecgecaagagegac
gagaagctgcacaacgtggaggacaagatcgaggagatcctgageaagatectaccacategagaacgagate
gcgcgcatcaagaagctgatecggegaggegeatcatcaccatcaccattga

SEQ 1D NO:13

PreF antigen polynucleotide with intren
atggagctgctgatectgaaaaccaacgecatéacegecatectggecgeegtgaceetgtgettecgeetee
tcccagaacatcaccgaggagtictaccagteccacctgetecgeegtgtecaagggetacetgtecgeecetg
cggaccggcetggtacaccetecgtgatcaccatecgagetgtecaacatcaaggaaaacaagtgcaacgygcace
gacgccaaggtgaagctgatcaagcaggagdtggacaagtacaagagcgccgtgaccgaactccagctgctg
atgcagtccacccctgccaccaacaacaagtttctgggcttcctgctgggcgtgggctccgccatcgcctcc
ggcatcgccgtgagcaaggtacgtgtcgggacttgtgttcccctttttttaataaaaagttatatctttaat
gttatatacatatttcctgtatgtgatccatgtgcttatgactttgtttatcatgtgtttaggtgctgcacc
tggagggcgaggtgaacaagatcaagagcgccctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtccctgtccaacg
gcgtgtccgtgctgacctccaaggtgctggatctgaagaactacatcgacaagcagctgctgcctatcgtga
acaagcagtcctgctccatctccaacatcgagaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccggctgctgg
agatcacccgcgagttctccgtgaacgccggcgtgaccacccctgtgtccacctacatgctgaccaactccg
aqctgctgtccctgatcaacgacatgcctatcaccaacgaccagaaaaaactgatgtccaacaacgtgcaga
tcgtgcggcagcagtcctacagcatcatgagcatcatcaaggaagaggtgctggcctacgtggtgcagctgc
ctctgtacggcgtgatcgacaccccttgctggaagctgcacacctcccccctgtgcaccaccaacaccaagg
agggctccaacatctgcctgacccggaccgaccggggctggtactgcgacaacgceggctccgtgtccttct
tccctctggccgagacctgcaaggtgcagtccaaccgggtgttctgcgacaccatgaactccctgaccctgc
cttccgaggtgaacctgtgcaacatcgacatctteaaccecaagtacgactgcaagatcatgaccagcaaga
cecgacgtgtcectecagegtgateaccteoctgggegecategtgtectygectacggcaagaccaagtgeaceg
cetccaacaagaaccggggaatcatcaagacctictecaacggetgegactacgtgtccaataagggegtgy
acaccgtgtccgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcaggagggcaagagcctgtacgtgaagggcg
agcctatcatcaacttctacgaccctctggﬁgttcccttccgacgagttcgacgcctccatcagccaggtga
acgagaagatcaaccagtccctggccttcétbcggaagtccgacgagaagctgcataacgtggaggacaaga
tcgaggagatcctgtccaaaatctaccacatcgagaacgagatcgcccqgatcaagaagctgatcggcgagg
ceggaggtcaccaccaccatcaccactga

69




WO 2010/149745 PCT/EP2010/059008

SEQ ID NG:14
Synthetic linker sequence
GGSGGSGGS

SEQ ID NO:15
Furin cleavage site
RARR

SEQ ID NO:16
Furin cleavage site
REKRR

SEQ ID NO:17

Nucleotide Sequence encoding PreF NGTL
atggagctgctgatectgaaaaccaacgecatecacegecatectggecgeagtgacectgtgettegeatee
tceccagaacatcaccgaggagttetaccagtecacctgetecegecgtgtccaagggetacctgteegecetg
cggaccggetyggtacaccteegtgatcaccategagetgtecaacatcaaggaaaacaagtgecaacggeace
gacgccaaggtgaagctgatcaagcaggagctggacaagtacaagageqecgtgaccgaactecagetgetg
atgcagtccaccectgecaccaacaacaagttictgggettectgetgggegtgggeteegecategeateoe
ggcategcogtygageaaggtgetgecacctggagagegaggtgaacaagatcaagagegecetgetygtecace
aacaaggccgtyggtgtccctgtecaacggegtgtecgtgectgacetecaaggtgetggatetgaagaactac
atcgacaagcagectgctgectategtgaacaageagtectgetecateteccaacategagacecgtgatagag
ttccagecagaagaacaaccggetgetggagatcaceegegagttetecgtgaacgecggegtgaccaccect
gtgtccacctacatgetgaccaactecgagetgetgtecectgatcaacgacatgectatcaccaacgaceag
aaaaaactqgatgtccaacaacgtgcagatcgtgeggeageagtectacagecatcatgagecatcatcaaggaa
gaggtgctggectacgtggtgecagetgectotgtacggegtgategacacceecttgetggaagetgeacace
Lcececcectgtgeaccaccaacaccaaggagggetecaacatectgectgacceggacecgaccggggetggtac
tgcgacaacgceggetecgtgtecttettcectetyggecgagacetgcaaggtgeagteccaacegggtgtte
tgcgacaccatgaactecctgacectgecttecegaggtgaacctgtgcaacategacatettecaaccecaag
tacgactgcaagatcatgaccageaagaccgacgtgtectocagegtgatcacetecectgggegecatogty
tectgctacggeaagaccaagtgeoacecgectccaacaagaacecggggaatcatcaagacecttctecaacgge
tgcgactacgtgtccaataagggegtggacacegtgteccgtgggecaacacactgtactacgtgaataageag
gagggcaagagcctgtacgtgaagggcgagectatcatcaacttctacgaccctetggtgticecttaecgac
gagttcgacgcctecatcagecaggtgaacgagaagatecaacgggaccctggecttcateceggaagteocgac
gaégaagctgcataacgtggaggacaagatcgaggagatectgtecaaaatetaccacategagaacgagate
gcoceggatcaagaagetygatecggcgaggec

SEQ ID NO:18

Amine Acid Sequence of PreF NGTL
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWY TSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELOLLMQS T PATNNKF LGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLENGVSVLTSKVLDLKNY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVT TP
VSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKXLMSNNVQIVROQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHT
SPLCTINTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNS LTLPSEVNLCNI DIFNPK
YDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQ
EGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINGTLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHIENEI
ARIKKLIGEA .

SEQ ID NO:19

Nucleotide Sequence encoding PreF L112Q
atggagctgectgatecctgeaaaccaacgeccatcacegecatectggeccgecgtgacectgtgettegectoe
teccagaacatcaccgaggagtictaccagteccacctgeteegecgtgtecaagggetacetgtecgeecty
cggaccggctggtacaceteegtgatcaccategagetgtecaacatcaaggaaaacaagtgcaacggeace
gacgccaaggtgaageltgatcaagecaggagetggacaagtacaagagegeegtgacegaactecagetgety
atgcagtccacccctygcecaccaacaacaagttictigggecticctgeagggegtgggetecgececategectee
ggcatcgecegtygadcaaggtgetgeacetggagggcgaggtyaacaagatcaagagegecctigetgtecace
aacaaggccgtggtgtecctgtecaacggegtgtecegtgetgacctecaaggtgetggatetgaagaactac
atcgacaagcagetgetgectategtgaacaageagtectgetecatetecaacategagaccgtygategag
ttccagcagaagaacaaceyggehgetggagatcaccegegagttotecgtgaacgecggegtygaccaceecet
gtgtccacctacatgctgaccaactcecgagetgectgtecctgatcaacgacatgectatecaccaacgaccag
aaaaaactgatgtccaacaacgtgcagatcgtgcggcdgcagtcctacagcatcatgagcatcatcaaggaa

70 .

K%



WO 2010/149745 PCT/EP2010/059008

gaggtgctggcctacgtggtgcagctgcctctgtacggcgtgatcgacaccccttgctggaagctgcacacc
tcccocctgtgoaccaccaacaccaaggagyggetecaacatetgectgaceecggaccgaccggggetggtac
tgcgacaacgccggctccgtgtccttcttccctctggccgagacctgcaaggtgcagtccaaccgggtgttc
tgcgacaccatgaactccctgaccctgccttccgaggtgaacctgtgcaacatcgacatcttcaaccccaag
tacgactgcaagatcatgaccagcaagacegacgtgtcctccagegtgatcacctecctygggegecategtyg
tcctgctacggcaagaccaagtgeaccgoctccaacaagaaccggggaatecatcaagacctteteccaacgge
tgcgactacgtgtccaataagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcag
gagggcaagagcctgtacgtgaagggegagectateatecaacttetacgaccetotyggtgtteccttiecgac
gagttcgacgcctccatcagccaggtgaacgagaagatcaaccagtccctggccttcatccggaagtccgac
gagaagctgcataacgtggaggacaagathaggagatcctgtccaaaatctaccacatcgagaacgagatc
gccecggatcaagaagetgatcggegaggec

SEQ ID NO:29

amino Acid Sequence of PreF_L112Q
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMOSTPATNNKFLGFLQGVGSATASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENY I DKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTP
VSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVROQSYSIMSI IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHT
SPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPK
YDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTECTASNENRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLY YVNKG
EGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKLHNVEDKIEEILSKIYHRIENEL
ARIKKLIGEA

SEQ ID NO:21

Nucleotide Sequence encoding PreF_NGTL _L112Q
atggagctgctgatcctgaaaaccaacgecatcacegecatectggeegecgtgaccetgtgettegectee
tcccagaacatcaccgaggagtictaccagtccacetgetocgeagtgtccaaggygetacctgteegeectg
cggaccggctggtacacctecgtgatcaccatcgagetgtecaacatcaaggaaaacaagtgeaacggeace
gacgccaaggtgaagctgatcaagcaggagctggacaagtacaagagcgccgtgaccgaactccagctgctg
atgcagtccaccectgecaccaacaacaagtttetgggettectgecagggegtgggeteegecategectee
ggcatcgccgtgagcaaggtgctgcacctggagggcgaggtgaacaagatcaagagcgccctgctgtccacc
aacaaggccgtggtgtcectgtecaacggcgtgtecegtgetgacctecaaggtgctggatectgaagaactac
atcgacaagcagoctgctgectategtgaacaageagtectgetecatetecaacategagacegtgategag
tteccagragaagaacaaccggetgetggagatcaccegegagttetecgtgaacgeecggegtgaccaceect
gtgtccacctacatgctgaccaacteegagetgetgtecctgatecaacgacatgectatcaccaacgacecag
aaaaaactgatgtccaacaacgtgcagatcgtgecggecagcagtectacagecatcatgageatecatcaaggaa
gaggtgctggectacgtggtgecagetgectetgtacggegtgategacaccecttgetygaagetgeacace
tcececetgtgcaccaccaacaccaaggagggcetecaacatetgectgacecggaccgaccggggetggtac
tgcgacaacgccggotocgtgtecttettecetetggecgagacctgeaaggtgecagtaccaacegggtgttce
tgcgacaccatgaactccctgaccctgccttccgaggtgaacctgtgcaacatcgacatcttcaaccccaag
tacgactgcaagatcatgaccagcaagaccgacgtgtoctecagegtgatcacctecctgggegecategty
tcectgctacggcaagaccaagtgcaccgectocaacaagaaceggggaatcatcaagacctictecaacgge
tgcgactacgtgtccaataagggcgtggacaccgtygtecgtgggecaacacactgtactacgtgaataageag
gagggraagagectgtacgtgaagggcgagectatcatcaacttctacgaccectetggtgtteectceecgac
gagttcgacgcctccatcagccaggtgaacgagaagatcaacgggaccctggccttcatccggaagtccgac
gagaagctgcataacgtggaggacaagatcgaggagatcctgtccaaaatctaccacatcgagaacgagatc
gcccggatcaagaagcectgatecggegaggcce

SEQ ID NO:22

Bmino Acld Segquence of PreF_NGTL_L112¢Q
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGT
DAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMOSTPATNNKFLGFLOGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTP
VSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSNNVOIVROQSYSIMSI IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHET
SPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNS LTLPSEVNLCNIDIENPK
YDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKG
EGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISOVNEKINGTLAFIRKSDEKLENVEDKIEEILSKIYHIENEL
ARIKKLIGEA
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We claim:

1. A rccombinant respiratory syncytial virus (RSV) antigen comprising a soluble
F protein polypeptide comprising an F; domain and an F; domain of an RSV F protein
polypeptide, wherein the F protein polypeptide comprises at least one modification that

alters glycosylation.

2. The recombinant RSV antigen of claim 1, wherein the F protein polypeptide
comprises at lcast one modification selected from:

(1) an addition of an amino acid sequence comprising a heterologous
trimerization domain;

(i)  adeletion of at least one furin cleavage site;

(iii))  a deletion of at least onc non-furin clcavage sitc;

(iv)  adecletion of one or more amino acids of the pep27 domain; and

(v)  atleast one substitution or addition of a hydrophilic amino acid ina

hydrophobic domain of the F protein extracellular domain.

3. The rccombinant RSV antigen of claim 1, wherein the modification that alters
glycosylation comprises a substitution of one or amino acids comprising and/or adjacent to

the amino acid corresponding position 500 of SEQ ID NO:2.

4. The recombinant RSV antigen of caim 1 or 3, wherein amino acids
corresponding to positions 500-502 of SEQ ID NO:2 are selected from: NGS; NKS; NGT;
NKT.

5. The reccombinant RSV antigen of any one of claims 1-4, wherein the
modification that alters glycosylation compnses a substitution of glutamine at the amino

acid corresponding to position 500 of SEQ ID NO:2.

6. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-5, wherein the soluble F
protein polypeptide compriscs an intact fusion peptide between the F2 domain and the F1

domain.

7. The recombinant RSV antigen of any onc of claims 1-6, whercin the at least
onc modification comprises the addition of an amino acid sequence comprising a

heterologous trimerization domain,
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8. The recombinant RSV antigen of claim 7, whercin the heterologous

trimerization domain is positioned C-terminal to the F; domain.

9. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-8, comprising an F2

domain and an F1 domain with no intervening furin cleavage site.

10. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-9, wherein the RSV

antigen assembles into a multimer

11. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-10, wherein thc RSV

antigen assembles into a trimer.

12. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-11, wherein the F
domain comprises at least a portion of an RSV F protcin polypeptide corresponding fo

amino acids 26-105 of the refercnce F protein precursor polypeptide (Fo) of SEQ 1D NO:2.

13. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-12 and wherein the F,
domain comprises at least a portion of an RSV F protein polypeptide corresponding to
amino acids 137-516 of the reference F protein precursor polypeptide (Fg) of SEQ 1D
NO:2.

14. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-13, whercin the I,
domain compriscs an RSV F protein polypeptide corresponding to amino acids 26-105
and/or wherein the F; domain comprises an RSV F protcin polypeptide corresponding to
amino acids 137-516 of the referencé F protein precursor polypeptide (Fo) of SEQ ID
NO:2.

15. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-14, wherein the RSV
antigen is selected from the group of:

a) a polypeptide comprising SEQ ID NO:22;

b) a polypeptide encoded by SEQ 1D NG:21 or by a polynucleotide sequence that
hybridizes under stringent conditions over substantially its entirc length to SEQ TD NO:21;

c) apolypeptide with at least 95% scquence identity to SEQ 1D NO:22.

16. The rccombinant RSV antigen of any one of claims 1-15, wherein the F2
domain comprises amino acids 1-105 of the RSV F protcin polypeptide.

1.
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17. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-16, wherein the F,
domain and the F; domain are positioned with an intact fusion peptide and without an

intervening pep27 domain.,

18. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-17, wherein the

heterologous trimerization domain compriscs a coiled-coil domain,

19. The recombinant RSV antigen of claim 18, whercin the multimcrization

domain comprises an isoleucine zipper.

20. .The recombinant RSV antigen of claim 19, wherein the isoleucine zipper

domain compriscs the amino acid sequence of SEQ ID NO:11.

21. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-20, wherein the RSV
antigen comprises at lcast onc substitution or addition of a hydrophilic amino acid in a

hydrophobic domain of the F protein extracellular domain.

22. The recombinant RSV antigen of claim 21, wherein the hydrophobic domain is

the HRB coiled-coil domain of the F protein extracellular domain.

23. The recombinant RSV antigen of claim 22, wherein the HRB coiled-coil
domain comprises the substitution of a charged residuc in place of a neutral residuc at the
position corresponding to amino acid 512 of the reference F protein precursor (Fo) of SEQ
ID NO22, |

24 The RSV antigen of ¢laim 23, wherein the HRB coiled-coil domain comprises
a substitution of lysine or glutamine for lcucine at the position corresponding to amino

acid 512 of the reference F protein precursor (Fp) of SEQ ID NO:2.

25. The recombinant RSV antigen of claim 21, wherein the hydrophobic domain is

the HRA domain of the F protein extracelluiar domain.

26. The recombinant RSV antigen of claim 25, wherein the HRA domain
comprises the addition of a charged residue following the position corresponding to amino

acid 105 of the reference F protein precursor (Fd)'&f SEQ ID NO:2.
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27. The rccombinant RSV antigen of claim 26, wherein the HRA domain
compriscs the addition of a lysine following the position corresponding to amino acid 105

of the reference F protein precursor (Fp) of SEQ 1D NO:2.

28, The recombinant RSV antigen of any one of claims 21-27, wherein the RSV
antigen compriscs at lcast a first substitution or addition of a hydrophilic amino acid in the
HRA domain and at least a sccond substitution or addition of a hydrophilic amino acid in

the HRB domain of the F protein extracellular domain.

29. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-28, wherein the RSV
antigen comprises at least onc amino acid addition, delction or substitution that climinates

a furin cleavage site present in a naturally occuring F protein precursor (Fo).

30. The rccombinant RSV antigen of 29, whercin the RSV antigen compriscs an
amino acid addition, dcletion or substitutionat that climinates a furin cleavage site at a
position corresponding to amino acids 105-109, a position corresponding to amino acids
133-136, or at both positions corrcsp‘dhding to amino acids 105-109 and 133-136 of the
rcference F protein precursor (Fo) of SEQ ID NO:2.

31. The recombinant RSV antigen of any onc of claims 1-30, wherein the F; and F,

polypeptide domains correspond in sequence to the RSV A Long strain.

32. The recombinant RSV antigen of any onc of claims 1-31, wherein the RSV

antigen compriscs a multimer of polypeptides.

33. The recombinant RSV antigen of any on¢ of claims 1-31, wherein the RSV

antigen compriscs a trimer of polypeptides.

34. An immunogenic composition comprising the recombinant RSV antigen of any

one of claims 1-33, and a pharmaceutically acceptable carricr or excipient.
35. The immunogenic composition of claim 34, further comprising an adjuvant.

36. The immunogenic composition of claim 35, wherein the adjuvant comprises at

least one of: 3D-MPL, QS21, an oil-in-water emulsion, and Alum,

37. The immunogenic composition of claim 36, wherein the adjuvant comprises an

oil-in-water cmulsion.
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38. The immunogcnic composition of claim 36 or 37, wherein the oil-in-water

cmulsion comprises a tocol.

39. The immunogenic composition of any one of claims 36-38, wherein the oil-in-

water emulsion comprises less than 5 mg squalene per human dose.

40, The immunogenic composition of any one of claims 35-39, wherein the

adjuvant 1s suitable for administration to a nconate.

41. The immunogenic composition of any anc of claims 34-40, wherein when the
immunogenic composition comprises the recombinant RSV antigen of any one of claims
1-33 the immunogenic composition further comprises a G protein polypeptide comprising
an amino acid sequence corresponding to amino acid positions 149 to 229 of an RSV G

protein polypeptide.

42. The immunogenic composition of any one of claims 34-41, further comprising

at least onc additional antigen of a pathogenic organism other than RSV,

43. A recombinant nucleic acid comprising a polynucleotide sequence that encodes

the recombinant RSV antigen of any one of claims 1-33.

44. The recombinant nuclcic acid of claim 43, whercin the polynucleotide
sequence that encodes the RSV antigen is codon ‘Optimized for expression in a selected

hast cell,

45. The recombinant nucleic acid of claim 43 or 44, wherein the nuclec acid
compnscs a polynucleotide sequence sclected from:

a) apolynucleotide sequence comprising SEQ ID NO:21,

b) a polynucleotide sequence that encodes SEQ 1D NO:22,

c¢) apolynucleotide sequence that hybridizes under stringent conditions over
substantially its entire length to SEQ ID NO:21;

d) apolynucleotide sequence with at least 95% sequence identity to SEQ 1D
NO:21, which polynucleotide scquenée-does not correspond to a naturally

occurring RSV strain, SRR

46. A vector comprising the recombinant nucieic acid of any onc of claims 43-45.
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47. A host cell comprising the nucleic acid of claim 43 or 44 or the vector of claim
46.

48, The use of thc RSV antigen of any one of claims 1-33 in the preparation of a

medicament for treating an RSV infection.

~ 49. The use of thc RSV antigen or nucleic acid of claim 48, wherein the

medicament is administered for the purpose of prophylactically treating an RSV infection.

50. A method for eliciting an immune responsc against Respiratory Syncytial Virus
(RSV), the method compnsing:
administering to a subject a composition comprising the recombinant RSV antigen

of any onc of claims 1-33 or the immunogenic composition of any onc of claims 34-42.

51. The method of claim 50, wherein administering the composition comprising
the RSV antigen clicits an immune responsc specific for RSV without enhancing viral

discase following contact with RSV,

52. The method of claims 50 or 51, wherein the immune response comprises a
protective immunc response that reduces or prevents infection with a RSV and/or reduccs

or prevents a pathological responsc following infection with a RSV.

53. The mcthod of any one of claims 50-52, wherein the subject is a human

subjecct.

54. The recombinant RSV antigen of any onc of claims 1-33 or the immunogenic

composition of any onc of claims 34-42 for usc in medicine.

55. The recombinant RSV antigen of any one of claims 1-33 or the immunogenic
composition of any one of claims 34-42 for the prevention or treatment of RSV-associated

diseases.

56. A method for producing a recombinant RSV antigen with an altered
glycosylation paticrn, the method comprising:
(i) expressing a nucleic acid of any one of claims 43-45 in a host cell; and

(i)  isolating the recombinant RSV antigen expressed thereby.
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57. A method for increasing expression of an RSV fusion protein polypeptide, the
method comprising:

cxpressing in a host cell an a nucleic acid encoding an RSV fusion protein
polypeptide comprising at least one mutation that produces an amino acid addition,
deletion or substitution, which amino acid addition, deletion or substitution alters a
glycosylation site of the encoded RSV fusion protein polypeptide as compared to a a
naturally occurring RSV fusion protein, whereby altering the glycosylation site increases
expression of the RSV fusion protein polypeptide as compared to an RSV fusion protein

without the amino acid addition, deletion or substitution.

58. The method of claim 57, wherein the nucleic acid encoding the RSV fusion
protcin polypeptide further comprises an additional mutation that produces an amino acid
addition, deletion or substitution that eliminates a peptidase cleavage sitc within the

encoded RSV fusion protein polypeptide.

59. The method of claim 57 or 58, whercin the RSV fusion protein polypeptide is a

recombinant fusion protein polypeptide stabilized in the prefusion conformation.
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Serology in immunized mice, CHO-preF
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FIG. 5A

Evaluation of CHO-preF in vivo
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FIG. 5B
Evaluation of CHO-preF in vivo
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FIG. 6A
CHO-preF protection against challenge
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FIG. 6B
CHO-preF protection against challenge
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Pulmonary eosinophil recruitment following challenge in mice

Total Eosinophils

FIG.7

2.0%10%=
[
1.5%104 —2
® [ ]
e
1.0x10%~ °
5.0x10°4 o
[ ]
)
0 T A ) § o T 0P
§ g & ¢
\q,\‘b P 0\ &
& & & Q
£ & &) )
R A N
QQ & N
IN qQ
N

€101

SPLOFE/OLOT OM

800650/010TdA/LDd



Serum IgG levels in mice immunized with PreF formulated with

FIG. 8

an oil-in-water emulsion adjuvant
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FIG. 9
Neutralizing Antibody Titers in Mice immunized with PreF
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formulated with an oil-in-water emulsion adjuvant
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ANTIGENOS DE VIRUS DE SINCICIO RESPIRATORIO RECOMBINANTES

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

5 Esta solicitud reclama el beneficio de las fechas de presentacion
anteriores de las solicitudes provisionales de los Estados Unidos 61/334,568,
presentada el 13 de mayo de 2010 y 61/219,964, presentada el 24 de junio de

2009, las descripciones de las cuales son incorporadas aqui por referencia.

10 NOTIFICACION DE DERECHOS DE AUTOR DE CONFORMIDAD CON 37

C.F.R.§1.71(E)

Una porcidn de la describdién de este documento de patente
contiene material que estd sujeto a proteccion de derechos de autor. Ei
15  propietario de derechos de autor no fiene objecion a la reproduccion de
facsimil por cualguiera de los documentos de patente de la presente
descripcion, como aparece en el archivo o registros de patente de la Oficina
de Patentes y Marcas, pero de otra manera reserva todos los derechos
cualesquiera que éstos sean.
20

ANTECEDENTES DE'LA INVENCION

Esta descripcién se refiere al campo de inmunoclogia. Muy

ST
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particularmente, esta descripcién se refiere a composiciones y métodos para
provocar una respuesta inmunolégica especifica para virus de sincicio
respiratorio (RSV).

El virus de sincigig,.respiratorio (RSV, por sus siglas en inglés)
humano es la causa mas comun a nivel mundial de infecciones del tracto
respiratorio inferior (LRI, por sus siglas en inglés) en nifios menores de 6
meses de edad y hebés prematuros de menos de o igual a 35 semanas de
gestacion. El espectro de enfermedad de RSV incluye una amplia disposicion
de sintomas respiratorios, desde rinitis y ofitis hasta neumonia y bronqueolitis,
las Gltimas dos enfermedades estando asociadas con morbidez y mortalidad
considerables. Los humanos son el unico reservorio conocido para R3V. La
diseminacion del virus de sec;c—;qiones nasales contaminadas ocurre por gotas
respiratorias grandes, por lo. .que el contacto cercano con un individuo
infectado o superficie contaminada es requerido para la transmision. RSV
puede perdurar durante varias horas en juguetes u otros objetos, lo que
explica la alta tasa de infecciones de RSV nosocomiales, particularmente en
ambientes pediatricos.

Las cifras de infeccién y montalidad anuales giobales para RSV
se estima que son de 64 millones y 160,000 respectivamente. Sélo en los
Estados Unidos, se estima que el RSV es responsable de 18,000 a 75,000
hospitalizaciones y de 90 a 1900 muertes al afio. En climas templados, el RSV
esta bien documentado como una causa de epidemia de invierno anual de LRI

agudo, incluyendo bronqueolitis y neumonia. En los Estados Unidos, casi




10

15

20

todos los nifios ya han sido infectados con RSV a los dos anos de edad. La
tasa de incidencia de LRI asociado con RSV en nifios de otra manera sanos
se calcula como 37 por 1000 niflos-afio en los primeros dos afios de vida (45
por 1000 nifios-afio en nifios menores de 6 meses de edad) y el riesgo de
hospitalizacién como 6 por 1000 niflos-afio (por 1000 nifos-ano en los
primeros seis meses de vida). La incidencia es mas alta en nifios con
enfermedad cardiopulmonar y en aquellos nifios nacidos prematuramente,
quienes constituyen casi la mitad de las admisiones a hospitales relacionadas
con RSV en los Estados Unidos. Los nifios que experimentan un LRl mas
severo por RSV mas tarde tienen una incidencia incrementada de asma
infantil. Estos estudios demuestran unarémplia necesidad de vacunas contra
RSV, asi como el uso de las mismas, eniﬁaises industrializados, en donde los
costos de cuidado para pacientes con LR! severa y sus secuelas son
sustanciales. EI RSV tambieén es cada vez mas reconocido como una causa
importante de morbidez de enfermedad similar a {a influenza en personas de
edad avanzada.

Se han intentado varios enfoques en esfuerzos para producir
una vacuna contra RSV segura y- efectiva que produzca respuestas
inmunolégicas durables y protectoras en''Salud y en poblaciones sanas y en
riesgo. Sin embargo, ninguno de los candidatos evaluados hasta la fecha ha
probado ser seguro y efectivo como vacunas para el propdsito de prevenir
infeccion por RSV y/o reducir o prevenir enfermedad de RSV, incluyendo

infecciones respiratorias inferiores (LRIs).
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta descripcién se refiere a antigenos de virus de sincicio
respiratorio (RSV) recombinante. De manera mas especifica, esta descripcion
se refiere a antigenos gque incluyen una proteina F recombinante que ha sido
modificada para estabilizar la conformacion de prefusion trimérica. Los
antigenos recombinantes descritos presentan inmunogenicidad superior, y en
particular son utilizados favorablemente como compoenentes de composiciones
inmunogénicas (v.gr., vacunas) para proteccidn contra infeccién y/o
enfermedad de RSV. También se describen acidos nucleicos que codifican los
antigenos recombinantes, composiciones inmuncgénicas que contienen los

antigenos y métodos para producir y usar los antigenos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A es una ilustracidbn esquematica que resalta
caracteristicas estructurales de la proteina F de RSV. La figura 1B es una
ilustracién esquematica de antigenos de prefusion F de RSV (PreF)
ilustrativos.

La figura 2 es una grafica de lineas que ilustra resultados de
analisis de fraccionamiento de flujo de campo asimétrico (AFF-MALS) de
PreF.

La figura 3 es una grafica de barras que muestra inhibicién de
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neutralizaciéon de suero humano por antigeno PrefF.

Las figuras 4A y B son graficas de barra que muestran titulos de
IgG en el suero producidos en ratones en respuesta a antigeno PreF.

Las figuras 5A y B son graficas de barras que ilustran titulos de
anticuerpos neutralizantes especificos para RSV producidos por antigeno
PreF.

Las figuras 6A y B son graficas que indican proteccion contra
desafio provisto por el antigeno PreF de RSV en ratones.

La figura 7 es una grafica’ que evalla leucocitos BAL después de
Inmunizacion y desafio.

La figura 8 es una gréafica de barras que ilustra IgG en el suero
producida después de inmunizacién con PreF formulada con diluciones de
una emulsién de aceite en agua (AS03).

La figura 9 es una gréafica de barras que ilustra es una grafica de
barras que ilustra después de inmunizacion con PreF formulada con
diluciones de una emulsidon de aceite en agua (AS03).

La figura 10 es una grafica que ilustra proteccion contra desafio
después de inmunizacién con PreF formulada con diluciones de una emulsion

de aceite en agua (AS03).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Introduccion

El desarrollo de vacunas para prevenir infeccion por RSV ha sido
complicado por el hecho de que las respuestas inmunolégicas del hospedero
parecen jugar un papel en la patogénesis de la enfermedad. Estudios
tempranos en la década de 1960 mostraron que los nifios vacunados con una
vacuna contra RSV inactivado con formalina sufrieron de enfermedad mas
severa a la exposicion subsiguiente al virus, en comparacién con los sujetos
de control no vacunados. Estos ensayos tempranos dieron como resultado la
hospitalizacion de 80% de vacunados y dos muertes. La severidad
incrementada de la enfermedad ha sido reproducida en modelos animales y
se piensa que resulta de niveles inadecuados de anticuerpos neutralizantes
de suero, falta de inmunidad.local e inducciébn excesiva de una respuesta
inmunoldgica similar a células T auxiliares de tipo 2 (Th2) con eosinofilia
pulmonar y produccién incrementada de citocinas 1L-4 y IL-5. Por el conirario,
una vacuna exitosa que protege contra infeccidbn por RSV induce una
respuesta inmunolégica derivada por Th1, caracterizada por la produccion de
IL-2 y y-interferon (IFN).

La presente deséripcién se refiere a antigenos de virus de
sincicio respiratoric (RSV) recombinantes que resuelven problemas
encontrados con antigenos dé RSV anteriormente usados en vacunas, y

mejoran las propiedades inmunolégicas asi como de fabricacion del antigeno.
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Los antigenos de RSV recombinantes descritos aqui implican un analogo de
proteina de fusion (F) que incluye un poiipéptido de proteina F soluble, que ha
sido modificado para estabilizar la conformacién de prefusion de la proteina F,
es decir, la conformacion de la proteina F ensamblada madura antes de fusioén
con la membrana celular del hospedero. Estos analogos de proteina F se
designan "PreF" o “antigenos PreF", para propositos de claridad y simplicidad.
Los antigenos PreF descritos aqui se fundamentan en el descubrimiento
imprevisto de que analogos de proteina F solubles que han sido modificados
por la incorporacion de un dominio dé ‘trimerizacién heterdlogo presentan
caracteristicas inmunogénicas mejo‘réid:as, y son seguros y aitamente
protectores cuando se administran a un sujeto in vivo.,

Los detalles de 1a estructuré'de la proteina F de RSV se proveen
aqui con referencia a terminologia y designaciones ampliamente aceptadas en
la técnica, y se ilustran esquematicamente en la figura 1A. Una ilustracién
esquematica de antigenos PreF ilustrativos se provee en la figura 1B. Los
expertos en la técnica entenderan que cualquier proteina F de RSV puede ser
modificada para estabilizar la conformarfiéin de prefusién de conformidad con
las ensefianzas provistas aqui. Por lo taﬁfo, para facilitar el entendimiento de
los principios que guian la produccién de antigenos PreF, componentes
estructurales individuales se indicaran con referencia a una proteina F
ilustrativa, la secuencia de polinucledtidos y aminoacidos de los cuales se
proveen en SEQ ID NOs: 1 y 2, respectivamente. De manera similar, en

donde es aplicable, los antigenos de proteina G se describen con referencia a

0
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una proteina G ilustrativa, cuyas secuencias de polinucledtido y aminoacidos
se proveen en SEQ ID NOs: 3 y 4, respectivamente.

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

El término FO se refiere a un precursor de proteina F traducido
de longitud completa. El polipéptido FO puede ser subdividido en un dominio
F2 y un dominic F1 separados por un péptido intermedio, designado pep27.
Durante la maduracion, el polipéptido FO sufre digestién proteolitica en dos
sitios de furina situados entre F2 y F1 y que flanquean a pep27. Para el
proposito de asegurar la discusién, un dominio de F2 incluye por lo menos una
parcion de, y cuando mucho todos, los aminoacidos 1-109, y una porcién
soluble de un dominio F1 incluye por lo menos una porcién de y hasta todos,
los aminoacidos 137-526 de la proteina F. Como se indicé anteriormente,
estas posiciones de aminoacidos (y todas las posiciones de aminoacidos
subsiguientes designadas aqui) se dan en referencia al polipéptido precursor
de proteina F ilustrativo (FO) de SEQ ID NO:2.

El antigeno PreFusion F (o "PreF") es un analogo de proteina F
soluble (es decir, no unido a membrana) que incluye por lo menos una
modificacién que estabiliza la conformacién de prefusion de la proteina F, de
tal manera que el antigeno RSV retiene por lo menos un epitope
inmunodominante de la conformacion de prefusion de la proteina F. El

polipéptido de proteina F soluble incluye un dominio F2 y un dominio F1 de la
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proteina F de RSV (pero no incluye un dominio de transmembrana de proteina
F de RSV). En modalidades ilustrativas, el dominio F2 incluye los aminoacidos
26-105 y el dominio F1 incluye los aminoacidos 137-516 de una proteina F,
Sin embargo, tambien se pueden usar porciones mas pequenas, siempre que
se mantenga la conformacién tridimensional del antigeno PreF estabilizado.
De manera similar, también se pueden usar polipéptidos que incluyen
componentes estructurales adicionales (v.gr., polipéptidos de fusion) en lugar
de los dominios F2 y F1 ilustrativos, siempre que los componentes adicionales
no alteren la conformacion tridimensional, o de otra manera impacten
adversamente la estabilidad, produccion 0 procesamiento, o disminuyan la
inmunogenicidad del antigeno. Los dominios F2 y F1 estan colocados en una
orientacidn N-terminal a C-terminal, disefiados para replicar el doblez y
ensamble del analogo de proteina F en la conformacion de prefusion madura.
Para incrementar la produccion, el dominio F2 puede ser precedido por un
péptido de senal secretor, tal como un péptido de sefal de proteina F nativo o
un péptido de senal heteréiogo escogido para incrementar la produccion y
secrecion en las células hospederas en las cuales ha de ser expresado el
antigeno PreF recombinante.

Los antigenos PreF son estabilizados (en la conformacion de
prefusion trimérica) al introducir una 0 mas modificaciones, tales como la
adicién, delecion o sustitucion, de uho 0 mas aminoacidos. Una modificacidn
estabilizadora de este tipo es la adicion de una secuencia de aminoacidos que

comprende un dominio estabilizador heterélogo. En modalidades ilustrativas,
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el dominio estabilizador heterdlogo es un dominio de multimerizacidn de
proteina. Un ejemplo particularmente favorable de dicho dominio de
multimerizacién de proteina es un dominio de hélice enrollada, tal como un
dominio de cremallera de isoleucina que promueve a trimerizacion de
polipéptidos multiples que tienen dicho dominioc. Un dominio de cremallera de
isoleucina ilustrativo se ilustra en SEQ ID NO:11. Tipicamente, el dominio
estabilizador heterélogo esta colocado C-terminal al dominio F1.

Opcionalmente, el dominio de multimerizacion es conectado al
dominio F1 por medio de una secuencia enlazadora de aminoacidos corta, tal
como la secuencia GG. El enlazador también puede ser un enlazador mas
largo (por ejemplo, que incluye la secuencia GG, tal como la secuencia de
aminoacidos: GGSGGSGGS; SEQ ID NO: 14). En la técnica se conocen
numerosos enlazadores conformacionalmente neutros que se pueden usar en
este contexto sin alterar la conformacion del antigeno Pref.

Otra modificacién de estabilizacién es la eliminacion de un sitio
de reconocimiento de furina y sitio de digestion que esta localizado entre los
dominios F2 y F1 en la proteina FO nativa. Uno o ambos sitios de
reconocimiento de furina, ubicados en las posiciones 105-109 y en las
posiciones 133-136 pueden ser eliminados al deletar, o sustituir uno o mas
aminodacidos de los sitios de reconocimiento de furina, de tal manera que la
proteasa es incapaz de digerir el polipéptido PreF en sus dominios
constituyentes. Opcionalmente, el péptido pep27 intermedio también puede

ser removido o sustituido v.gr., por un péptido enlazador. Ademas, u
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opcionalmente, un sitioc de no digestion de furina (v.gr.,, un sitio de
metaloproteinasa en las posiciones 112-113) en proximidad al péptido de
fusién puede ser removido o sustituido.

Otro ejemplo de una mutacién estabilizadora es la adicion o
sustitucion de un aminoacido hidrofilico en un dominio hidrofébico de ia
proteina F. Tipicamente, un aminoécido cargado, tal como lisina, se afiadira o
sustituira a un residuo neutro, tal como leucina, en la region hidrofdbica. Por
ejemplo, un aminoacido hidrofébico se puede afadir a, o sustituir a, un
aminoacido hidrofébico o neutro dentro ‘de dominio de hélice enrollada de
HRB del dominio extracelular de ia proteina F. A manera de ejemplo, un
residuo de aminoacido cargado, tal como lisina, puede sustituir a la leucina
presente en la posicidn 512 de la proteina F. Alternativamente, o ademas, un
aminoacido hidrofilico se puede afiadir o puede sustituir a un aminoacido
hidrofaébico o neutro dentro del dominio HRA de la proteina F. Por ejemplo,
uno 0 mas aminoacidos cargados, tales como lisina, pueden ser insertados en
o ceca de la posicion 105-106 (v.gr., después del aminoacido correspondiente
al residuo 105 de SEQ ID NO:2 de referr;ﬁ'cia, tal como entre los aminoacidos
105 y 106) del antigeno PreF. Opcionalmente, los aminoacidos hidrofilicos
pueden ser afiadidos o sustituir a los dominios HRA y HRB. Alternativamente,
uno o0 mas residuos hidrofébicos pueden ser deletados, siempre que la
conformacién global del antigeno PreF no sea adversamente impactada.

Ademas o alternativamente, se pueden hacer una o mas

modificaciones, que alteran el estado de glicosilacion def antigeno PreF. Por

0o
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gjemplo, uno o mas aminoacidos en un sitic de glicosilacion presente en una
proteina F de RSV nativa, v.gr., en o alrededor del residuo de aminocacido 500
{en comparacién con SEQ ID NO:2) puede ser deletado o sustituido (o un
aminoacido se puede afadir de tal manera que el sitio de glicosilacion es
alterado) para incrementar o disminuir el estado de glicosilacion del antigeno
PreF. Por ejemplo, los aminoacidos correspondientes a las posiciones 500-
502 de SEQ ID NO:2 se puedgn seleccionar de: NGS; NKS; NGT; y NKT. Por
lo tanto, en ciertas modalidades, los antigenos PreF incluyen un polipéptido de
proteina F soluble que comprende un dominio F2 (v.gr., correspondiente a los
aminodcidos 26-105 de SEQ ID NO:2) y un dominio F1 (v.gr., correspondiente
a los aminoacidos 137-516 de SEQ ID NO:2) de un polipéptido de proteina F
de RSV, en el cual se ha introducido por lo menos una modificacion que altera
la glicosilacién. £l antigeno PreF de RSV, por lo general incluye un péptido de
fusion intacto entre el dominio F2 y el dominio F1. Opcionalmente, el antigeno
PreF incluye un péptido de serjal.

Como se describié antes, dichos polipéptidos de proteina F
pueden incluir por lo menos una modificacion seleccionada de: (i) una adicion
de una secuencia de amincacidos que comprende un dominio de trimerizacion
heterdlogo (tal como un dominio de cremallera de isoleucina); (ii) una delecion
de por |6 menos un sitio de digestién de furina; (iii) una delecion de por lo
menos un sitio de digestion no de furina; (iv) una delecién de uno o mas
aminoacidos del dominio pep27; y (v) por lo menos una sustitucién o adicion

de un aminoacido hidrofilico en un dominio hidrofobico del dominio
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extracelular de proteina F. Como se describi6 antes, dichos antigenos PreF de
RSV modificados por glicosilacion se ensamblan en multimeros, v.gr.,
trimeros.

En modalidades ilustrativas, los antigenos PreF de RSV
modificados por glicosilacién se seleccionan del grupo de: a) un polipéptido
que comprende o que consiste de SEQ ID NO:22; b) un polipéptido codificado
por SEQ ID NO:21 o por una secuencia de polinucledtidos que hibrida bajo
condiciones astringentes sustancialmeﬁte sobre su longitud entera a SEQ D
NO:21; ¢) un polipéptido con por lo merios 95% de identidad de secuencia a
SEQ ID NO:22.

Cualquiera yf/o todas las modificaciones estabilizadoras se
pueden usar individualmente y/o en combinacion con cualquiera de otras
modificaciones estabilizadoras descritas aqui para producir un antigeno PreF.
En otras modalidades ilustrativas, la proteina PreF que comprende un
polipéptido que comprende un dominio F2 y un dominio F1 sin un sitio de
digestién de furina intermedio entre el dominio F2 y el dominio F1, y con un
dominio estabilizador heterologo (v.gr., dominio de trimerizaciéon) ubicod la C-
terminal al dominioc F1. En ciertas modalidades, el antigeno PreF también
incluye una o mas adiciones y/o sustituciones de un residuo hidrofilico en un
dominio HRA y/o HRB hidrofobico. Opcionalmente, el antigeno PreF tiene una
modificacién de por lo menos un sitio de no digestion de furina, tal como un
sitio de metaloproteinasa.

Un antigeno PreF opcionalmente puede incluir un componente
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de polipéptido adicional que incluye por lo menos una porcién inmunogénica
de la proteina G de RSV. Es decir, en ciertas modalidades, el antigeno PreF
es una proteina quimérica que incluye tanto un componente de proteina F
como un componente de proteina G. El componente de proteina F puede ser
cualquiera de los antigenos PreF descritos anteriormente, y el componente de
proteina G se selecciona para ser una porcidn inmunologicamente activa de
proteina G de RSV (hasta y/o incluyendo una proteina G de longitud
completa). En modalidades ilustrativas, el polipéptido de proteina G incluye los
aminoacidos 149-229 de una proteina G (en donde las posiciones de
aminoacidos estan disefiadas con referencia a la secuencia de proteina G
representada en SEQ ID NO:4). Un experto en la técnica apreciara que se
puede usar una porcion o fragmento mas pequefio de la proteina G, siempre
que la porcién seleccionada retenga las caracteristicas inmunolégicas
dominantes del fragmento de proteina G mas grande. En particular, el
fragmento seleccionado retiene el epitope inmunolégicamente dominante
entre aproximadamente las posiciones de aminoacido 184-198 (v.gr.,
aminoacidos 180-200), y es suficientemente largo para doblarse vy
ensamblarse en una conformacion estable que presenta el epitope
inmunodominante. Se pueden usar fragmentos mas largos, v.gr., desde
aproximadamente el aminoacido 128 hasta aproximadamente el aminoacido
229, hasta proteina G de longitud completa, siempre que el fragmento
seleccionado se doble en una conformacion estable en el contexto de la

proteina quimérica, no interfiera con la produccién, procesamiento o
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estabilidad cuando se ’ produce de manera recombinante en células
hospederas. Opcionalmente, el componente de proteina G es conectado al
componente de proteina F por medio de una secuencia de enlazador de
aminoacidos corta, tal como la secuencia GG. El enlazador también puede ser
un enlazador mas largo (tal como la secuencia de aminoacidos:
GGSGGSGGS: SEQ ID NO:14). En la técnica se conocen numerosos
enlazadores conformacionalmente neutros que se pueden usar en este
contexto sin alterar la conformacion del antigeno Pref.

Opcionalmente, el componente de proteina G puede incluir una
0 mas sustituciones de aminoacido que recude o previene enfermedad viral
incrementada en un modelo animal de enfermedad de RSV. Es decir, la
proteina G puede incluir una sustitucion de aminoacidos, tal como cuando una
composicion inmunogénica que incluye antigenos quiméricos PreF-G se
administra a un sujeto seleccionado de un modelo animal aceptado (v.gr.,
modelo de raton de RSV), el sujeto presenta sintomas reducidos o no
presenta ningun sintoma de enfermedad Viral incrementado por vacuna (v.gr.,
eosinofilia, neutrofilia), en comparacion c;)n un animal de control que recibe
una vacuna incluyendo aquel que contiéne una proteina G no modificada. La
reduccion y/o prevencion de enfermedad viral incrementada por vacuna puede
ser evidente cuando las composiciones ihmunogénicas se administran en
ausencia de adyuvante (pero no, por ejemplo, cuando los antigenos se
administran en presencia de un adyuvante inductor de Th1 fuerte). Ademas, la

sustitucion de aminoacidos puede reducir o prevenir enfermedad viral

SV
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incrementada por vacuna cuando se administra a un sujeto humano. Un
gjemplo de una sustitucidn de aminoacidos adecuada es el reemplazo de
asparagina en la posicion 191 por una alanina (Asn — Ala en el aminoacido
191: N191A).

Opcionalmente, cualquier antigeno PreF descrito anteriormente
puede incluir una secuencia adicional que sirve como auxiliar a la purificacién.
Un ejemplo, es una etiqueta de polihistidina. Dicha etiqueta puede ser
removida del producto final si g__gdesea.

Cuando se expresan, los antigenos PreF sufren doblez y
ensamble intramoleculares en 1a proteina madura que incluye un multimero de
polipéptidos. Favorablemente, los polipéptidos de antigeno preF se
ensamblan en un trimero que se asemeija a la conformacion de prefusién de la
proteina F de RSV madura, procesada.

Cualguiera de los antigenos Pref (incluyendo los antigenos
PreF-G) descritos aqui se puede usar favorablemente en composiciones
inmunogénicas para el propdsito de producir una respuesta inmunologica
protectora contra RSV. Dichas composiciones inmunogénicas tipicamente
incluyen un vehiculo y/o excipiente farmaceuticamente aceptable, tal como un
regulador de pH. Para incrementar la respuesta inmunologica producida
después de la administracién, la composicion inmunogénica por lo general
también incluye un adyuvante. En el caso de composiciones inmunogénicas
para producir una respuesta inmunologica protectora contra RSV (v.gr,,

vacunas), las composiciones favorablemente incluyen un adyuvante que
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predominantemente produce una respuesta inmunolégica Th1 (un adyuvante
de desviacion de Th1). Tipicamente, el adyuvante se selecciona para ser
adecuado para administracién a la poblacion objetivo a la se ha de administrar
cual la composicién. Por lo tanto, dependiendo de la aplicacién, el adyuvante
se selecciona para ser adecuado para administracién, v.gr., a neonatos o a
personas de edad avanzada.

Las composiciones inmunogénicas descritas aqui  son
favorablemente utilizadas como vacunas para la reduccion o prevencion de
infeccion con RSV, sin inducir una respuesta inmunolégica (tal como
enfermedad viral incrementada por vacuna) después de la administracion o
exposicidon a RSV.

En algunas modalidades, la composicién inmunogénica incluye
un antigeno PreF (tal como la modalidad ilustrativa ilustrada por SEQ D
NO:6) y un segundo polipéptido que incluye un componente de proteina G. El
componente de proteina G tipicamente ‘ih'éluye por lo menos los aminoacidos
149-229 de una proteina G. Aunque se pueden usar porciones mas pequefas
de las proteina G, dichos fragmentos deberan incluir, cuando menos, el
epitope  dominante inmunolégicc de los aminodcidos  184-198.
Alternativamente, la proteina G puede incluir una porcidon mas grande de la
proteina G, tal como los aminoacidos 128-229 6 130-230, opcionalmente
como un elemento de una proteina mas grande, tal como una proteina G de
longitud completa, o un polipéptido quimérico.

En otras modalidades, la composicién inmunogénica incluye un
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antigeno PreF que es una proteina quimérica que también incluye un
componente de proteina G (tal como las modalidades ilustrativas ilustradas
por SEQ ID NOs: 8 y 10). El componente de proteina G de dicho antigeno
PreF quimérico (o PreF-G) tipicamente incluye por lo menos los aminoacidos
149-229 de una proteina G. Como se indicoé antes, tambien se pueden usar
fragmentos mas pequefios o mas grandes (tales como los aminoacidos 128-
229 6 130-230) de la proteina G, siempre que los epitopes inmunodominantes
sean retenidos, y la conformacién del antigeno PreF-G no sea impactada de
manera adversa.

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas también
pueden incluir por lo menos un antigeno adicional de un organismo
patogénico distinto a RSV. Por gjemplo, el organismo patogénico €s un virus
distinto a RSV, tal como virus de parainfluenza (PIV), sarampion, hepatitis B,
virus de polio, o virus de la influenza. Alternativamente, el organismo
patogénico puede ser una bacteria tal como difteria, tétanos, pertussis,
Haemophilus influenzae, y Pneumococcus.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican cualquiera de
los antigenos PreF (incluyendo antigenos PreF-G) también son una
caracteristica de esta descripcion. En algunas modalidades, la secuencia de
polinucledtidos del acido nucleico que codifica el antigeno PreF del &cido
nucleico es optimizada para expresidén en un hospedero seleccionado (tal
como ceélulas CHO, otras células de mamifero, o células de insecto). Por

consiguiente, los vectores, incluyendo vectores de expresion (que incluyen
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vectores de expresion procaridticos y eucarioticos) son una caracteristica de
esta descripcion. Asimismo, las células hospederas que incluyen dichos
acidos nucleicos, y vectores, son una caracteristica de esta descripcion.
Dichos acidos nucleicos también se pueden usar en el contexto de
composiciones inmunogénicas para administrarse a un sujeto para producir
una respuesta inmunologica especifica para RSV.

Los antigenos PreF se usan favorablemente para la prevencién
y/o tratamiento de infeccién por RSV. Por lo tanto, otro aspecto de esta
descripcion se refiere a un método para producir una respuesta inmunologica
contra RSV. El método implica administrar una cantidad inmunolégicamente
efectiva de una composicién que contiene antigeno PreF a un sujeto (tal como
un sujeto humano o animal). La administracion de una cantidad
inmunoldégicamente efectiva de la composicion produce una respuesta
inmunoldgica especifica para epitopesfbﬁ-i;sentes en el antigeno PreF. Dicha
respuesta inmunolégica puede incluir respuestas de células B (v.gr., la
produccion de anticuerpos neutralizantes) y/o respuestas de células T (v.gr., la
produccién de citocinas). Favorablemente, la respuesta inmunologica
producida por el antigeno PreF incluye elementos que son especificos para
por o menos un epitope conformacional presente en la conformacién de
prefusién de proteina F de RSV. Los ahtigenos PreF y composiciones pueden
ser administrados a un sujeto sin incrementar la enfermedad viral después del
contacto con RSV. Favorablemente, 7|c')'s'f" antigenos PreF descritos aqui vy

composiciones inmunogeénicas adecuadamente formuladas producen una
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respuesta inmunolégica derivada por Th1 que reduce o previene la infeccion
con RSV y/o reduce o previene una respuesta patolégica después de
infeccién con un RSV,

Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar por
medio de una variedad de vias, que incluyen vias tales como intranasal, que
colocan directamente el antigeno Pref en contacto con la mucosa del tracto
respiratorio  superior. Alternativamente, se pueden utllizar vias de
administracion mas tradicionales, tales como la via de administracion
intramuscular.

Por lo tanto, también se contempla el uso de cualquiera de los
antigenos (o acidos nucleicos) de RSV descritos en la preparacion de un
medicamento para tratar infeccion por RSV (por ejemplo, tratamiento o
prevencion profilactica de una infeccion por RSV). Por consiguiente, esta
descripcion provee los antigenos de RSV recombinantes descritos de las
composiciones inmunogénicas para usarse en medicina, asi como el usc de
las mismas para la prevencién o tratamiento de enfermedades asociadas con
RSV.

Detalles adicionales con respecto a antigenos PreF y métodos el
uso de los mismos, estan bresentes en la descripcién y los ejemplos

siguientes.

Términos

A fin de facilitar la revision de diversas modalidades de esta
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descripcidn, se proveen las siguientes explicaciones de términos. Términos y
explicaciones adicionales se pueden proveer en el contexto de esta
descripcion.

A menos que se expligue de otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos usados aqui tiene el mismo significado que es
comunmente entendido por un experto en la técnica al cual esta dirigida esta
descripcidn. Definiciones de términos comunes en biologia molecular se
pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, publicada por Oxford
University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The
Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994
(ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicada por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Los términos singulares * un una", el” y “la” incluyen referentes
plurales a menos que el contexto indiqu"é claramente otra cosa. De manera
similar, la palabra “¢" pretende incluir y a menos que el contexto indique
claramente ofra cosa. El término pIurahdad se refiere a dos 0 mas. Cabe
entender ademas que todos los tamarfos de bases o tamanos de
aminoacidos, y todos los valores de peso molecular 0 masa molecular, dados
para acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proveen para
descripcion. Ademas, limitaciones jnurnéric:as dadas con respecto a

- . 1 . .
concentraciones o niveles de un sustrato, tales como un antigeno, se pretende

que sean aproximados. Por lo tanto, en donde una concentracién es indicada

&7
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para ser por lo menos (por ejem_plo) 200 pg, se pretende que la concentracion
se entienda para ser de aproximadamente (o "de alrededor de” o "~") 200 pg.

Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a
aquellos descritos aqui se pueden usar en la practica o prueba de esta
descripcion, métodos y materiales adecuados se describen mas adelante. El
término “comprende” significa “incluye”. Por lo tanto, a menos que el contexto
requiera otra cosa, la palabra “comprende” y variaciones tales como
“comprende” y “que comprende” se entendera que implican la inclusién de un
compuesto o composicién indicado (v.gr., acido nucleico, polipéptido,
antigeno) o paso, o grupo de compuestos o pasos, pero no a la exclusion de
ningun otro compuesto, composicion, paso 0 grupo de los mismos. La
abreviatura "v.gr.,” se deriva del latin verbi gratia, y se usa aqui para indicar
un ejemplo no limitante. Por lo tanto, la abreviatura "v.gr." es sinénimo del
término “por ejemplo”.

El virus de sincicio respiratorioc (RSV) es un virus patogénico de
la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus. El
genoma de RSV es una molécula de ARN de sentido negativo, que codifica 11
proteinas. La asociacion apretada del genoma de ARN con la proteina N viral
forma una nucleocapside envuélta dentro de la envoltura viral. Se han descrito
dos grupos de cepas de RSV humano, los grupocs A y B, con base en
diferencias en antigenicidad de la glicoproteina G. Numerosas cepas de RSV
se han aislado hasta la fecha. Las cepas ilustrativas indicadas por el numero

de acceso a GenBank y/o EMBL se pueden encontrar en el documento
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W0O2008114149, que se incorpora aqui por referencia para el propdsito de
describir las secuencias de acido nucleico y polipéptide de proteinas F y G de
RSV adecuadas para usarse en antigenos PreF (incluyendo antigenos PreF-G
quiméricos), y en combinaciones con antigenos PreF. Cepas adicionales de
RSV probablemente han de ser aisladas, y son abarcadas dentro del género
de RSV. De manera similar, el género de RSV abarca variantes que se
producen a partir de cepas que ocurren naturalmente (v.gr., cepas
previamente o subsecuentemente identificadas) por deriva génica, o sintesis
artificial y/o recombinacién.

El término “proteina F" o “proteina de fusién” o “polipéptido de
proteina F" o “polipéptido de proteina de fusién” se refiere a un polipéptido o
proteina que tiene toda o una parte de una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de proteina de fusion de RSV. De manera similar, el término
“proteina G" o “polipéptido de protéina G se refiere a un polipéptido o
proteina que tiene toda o parte de una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de proteina de unién de RSV. Numerosas proteinas de fusion vy
unidon de RSV han sido descritas y son conocidas por los expertos en la
técnica. W0O2008114149 establece variahtes de proteina F y G ilustrativas
(por ejemplo, variantes que ocurren naturalmente) publicamente disponibles
como de la fecha de presentacién de esta descripcion.

Una “variante”, cuando éé' reflere a un acido nucleico o
polipéptido (v.gr., un acido nucleico o p'rol'i'péptido de proteina F o G de RSV, o

un acido nucleico o polipéptido PrefF), es un acido nucleico o un polipéptido

2
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que difiere de un acido nucleico o polipéptido de referencia. Usualmente, la
diferencia(s) entre la variante y el acido nucleico o polipéptido de referencia
constituye un numero proporcionalmente pequefio de diferencias en
comparacioén con el referente,

Un “dominio” de un polipéptido o proteina es un elemento
estructuralmente definido dentro del polipéptido o proteina. Por ejemplo, un
“dominio de trimerizacion” es una secuencia de aminoacidos dentro de un
polipéptido que promueve el ensamble del polipéptido en trimeros. Por
ejemplo, un dominio de trimerizacién puede promover el ensamble en trimeros
mediante asociaciones con ot_r::)s dominios de trimerizacion (de polipéptidos
adicionales con la misma o diferente secuencia de aminoacidos). El término
también se usa para referirse a un polinucledtido que codifica dicho péptido o
polipéptido.

Los términos “nativo” y “que ocurre naturalmente” se refieren a
un elemento, tal como una proteina, polipéptido o &cido nucleico que esta
presente en el mismo estado como en la naturaleza. Es decir, el elemento no
ha sido modificado artificialmente. Se entendera que, en el contexto de la
descripcién, hay numerosas variantes nativas/que ocurren naturaimente de
proteinas o polipéptidos de RSV v.gr., obtenidas de diferentes cepas que
ocurren naturalmente o aislados de RSV.

El término “polipéptido” se refiere a un polimerc en el cual los
mondmeros son residuos de aminoacidos gque son unidos entre si a traves de

enlaces de amida. Los términos "polipéptido” o “proteina’, como se usa aqui,
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se pretende que abarquen cualquier secuencia de aminoacidos y que incluyan
secuencias modificadas tales como glicoproteinas. Se pretende
especificamente que el término “polipéptido” cubra proteinas que ocurren
naturalmente, asi como aquellas que son producidas recombinantemente o
sintéticamente. El término “fragmento” en referencia a un polipéptido, se
refiere a una porcion (es decir, una subsecuencia) de un polipéptido. El
término “fragmento inmunogénico” se refiere a todos los fragmentos de un
polipéptido que retienen por lo menos un epitope inmunogénico predominante
de proteina o polipéptido de referencia de longitud completa. La orientacion
dentro de un polipéptido es generalmente mencionada en una direccién N-
terminal a C-terminal, definida por la orientacién de las porciones amino y
carboxi de aminoacidos individuales. Los polipéptidos son traducidos a partir
del N-terminal o amino-terminal hacia el C-terminal o carboxi-terminal.

Un “péptido de sefial’ es uha secuencia de aminoacidos corta
(v.gr., aproximadamente 18-25 aminoacidos de longitud) que dirige proteinas
secretoras o de membrana recién sintetizadas a y a través de membranas,
v.gr., del reticulo endoplasmico. Los péptidos de sefial son frecuentemente
pero no universalmente ubicados en el N-terminal de un polipéptido y son
frecuentemente digeridos por peptidasas de sefial después de que la proteina
ha cruzado la membrana. Las secuencf‘as de senal tipicamente contienen tres
caracteristicas estructurales comunes: una regién basica polar N-terminal (n-
region), un nucleo hidrofébico, y una regiﬁﬁ c-hidrofilica).

Los terminos “polinucledtido” y “secuencia de acido nucleico” se

al
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refieren a una forma polimérica de nucledtidos por lo menos de 10 bases de
longitud. Los nucleétidos pueden ser ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos, o
formas modificadas de cualqui_er nuclettido. El término incluye formas
individuales y dobles de ADN. Por "polinucledtido aislado” se entiende un
polinucledtido que no es inmediatamente contiguo con ambas de las
secuencias codificantes y que es inmediatamente contiguo (uno en el extremo
5 y el otro en el extremo 3') en el genoma que ocurre naturaimente del
organismo del cual se deriva. En una modalidad, un polinucledtido codifica un
polipéptido. La direccion 5’ y 3' de un acido nucleico se define por referencia a
la conectividad de unidades de nucleétido individuales y disefiadas de
conformidad con las posiciones de carbono del anillo de azucar de
desoxirribosa (o ribosa). E! contenido de informacidén {codificante) de una
secuencia de polinucledtidos se lee en una direccion 5" a 3'.

Un &cido nucleico “recombinante” es uno que tiene una
secuencia que no esta ocurriendo naturalmente o tiene una secuencia que
estd hecha por una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia de
otra manera separados. Esta combinacion artificial se puede lograr mediante
sintesis quimica o, muy comunmente, mediante la manipulacién artificial de
segmentos aislados de acidos nucleicos, v.gr., mediante técnicas de
ingenieria genética. Una proteina “recombinante” es una que es codificada por
un acido nucleico heterélogo (v.g-r,, recombinante), que ha sido introducido en
una célula hospedero, tal como una célula bacteriana o eucaridtica. &l acido

nucleico puede ser introducido, en un vector de expresion gue tiene sefiales




10

15

20

27

capaces de expresar la proteina codificada por el acido nucleico introducido o
el acido nucleico puede ser integrado en el cromosoma de la célula
hospedera.

El término “heterélogo” con respecto a un acido nucleico, un
polipéptido u otro componente celular, indica que el componente ocurre en
donde no se encuentra normalmente en la naturaleza y/o que se origina de
una fuente o especie diferente.

El término “purificacion” (v.gr., con respecto a un patégeno o una
composicidon que contiene un patdégeno) se refiere al procedimiento de
remover componentes de una composicidén, cuya presencia no se desea. La
purificacién es un término relativo, y no requiere que todas las trazas del
componente no deseable sean removidas de la composicién. En el contexto
de produccion de vacunas, Ia produCciéH i'ncluye procedimientos tales como
centrifugacion, dializacién, cromatografia de intercambio de iones vy
cromatografia de exclusién de tamano, purificacion de afinidad o precipitacion.
For lo tanto, el términc “purificado” no requiere pureza absoluta, mas bien, se
pretende como un término relativo. Por lo tanto, por ejemplo, una preparacién
de acido nucleico purificado es una en la cual la proteina especificada es mas
enriquecida que el acido nucleico es en su ambiente generador, por ejemplo
dentro de una célula o en una’ céri;w‘éra de reaccion bioquimica. Una
preparacion de acido nucleico o protéi;ﬁa sustancialmente puro puede ser
purificado de tal manera que el acido nucleico deseado represente por lo

menos 50% del contenido total de acido nucleico de la preparacion. En ciertas
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modalidades, un acido nucleico sustancialmente puro representa por lo menos
60%, por lo menos 70%, por lo menocs 80%, por lo menos 85%, por lo menos
90%, o por lo menos 95% o mas del contenido de acido nucleico o proteina
total de la preparacion.

Un componente biologico “aislado” (tal como una molécula de
acido nucleico, proteina u organelo) ha sido sustancialmente separado o
purificado lejos de otros componentes biclégicos en la celula del organismo en
la cual el componente ocurre naturalmente, tal como otro ADN y ARN
cromosoémico y extracromosdémico, proteinas y organelos. Los acidos
nucleicos y proteinas que ha sido "aislados” incluyen acidos nucleicos y
proteinas purificadas por métodos de purificacion estandares. El término
también abarca acidos nucleicos y proteinas preparadas por expresion
recombinante en una célula hospedera asi como acidos nucleicos y proteinas
quimicamente sintetizados.

Un “antigeno” es un compuesto, compaosicion o sustancia que
puede estimular la produccién de anticuerpos y/o una respuesta de células T
en un animal, incluyendo composiciones que son inyectadas, absorbidas o de
otra manera introducidas en un animal. El término “antigeno” incluye todos los
epitopes antigénicos relacionédos. El término ‘“epitope” o “determinante
antigénico” se refiere a un sitioc sobre un antigeno al cual responden las
célutas B y/o T. Los “epitopes ahtigénicos dominantes” o “epitope dominante”
son aquellos epitopes a los cuales se hace una respuesta inmunolégica del

hospedero funcionalmente significativa, v.gr., una respuesta de anticuerpo o




10

15

20

29

una respuesta de células T. Por lo tanto, con respecto a una respuesta
inmunolégica protectora contra un patdgeno, los epitopes antigénicos
dominantes son aquellas porciones antigénicas que cuado son reconocidas
por el sistema inmunolégico del hospedero dan por resultado proteccién
contra enfermedad causada por el patégeno. El término “epitope de células T"
se reflere a un epitope que cuando es unido a una molécula de MHC
apropiada es especificamente unido por una célula T (mediante un receptor
de célula T). Un “epitope de céiula B" es especialmente unido por un
anticuerpo (0 una molecula receptora de célula B).

Un “adyuvante” es un agente que incrementa la produccion de
una respuesta inmune de una manera no especifica. Los adyuvantes
comunes incluyen suspensiones de minerales (alumbre, hidréxido de aluminio,
fosfato de aluminio) sobre el cual al ‘é'ntigeno es adsorbido; emulsiones,
incluyendo agua en aceite y aceite en"agua (y variantes de las mismas,
incluyendo emulsiones dobles y emulsiones reversibles), liposacaridos,
lipopolisacaridos, acidos nucleicos inmunoestimulantes (tales como
oligonucledtidos CpG), liposomas, agonistas de receptor de tipo Toll
(particularmente, agonistas de TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9), y varias
combinaciones de esos componentes.

Una “composicidn inmdnogénica” €s una composicion de
material adecuado para administrarse a uh sujeto humano o animal (v.gr., con
ambiente experimental) que es capazld'ek-r-Jroducir una respuesta inmunolégica

especifica, v.gr.,, contra un patégeno, tal como RSV. Como tal, una
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composicion inmunogénica incluye uno o mas antigenos (por ejemplo,
antigenos de polipéptido) o epitopes antigénicos. Una composicion
inmunogénica también puede incluir uno © mas componentes adicionales
capaces de producir 0 incrementar una respuesta inmunolégica, tal como un
excipiente, vehiculo y/o adyuvante. En ciertos casos, las composiciones
inmunogénicas se administran para producir una respuesta inmunologica que
proteja al sujeto contra sintomas o condiciones inducidas por un patégeno. En
algunos casos, los sintomas o enfermedad causada por un patégeno es
prevenida (o reducida o mitigada) al inhibir la replicacion del patégeno (v.gr.,
RSV) después de la exposicion del sujeto al patégeno. En este contexto de la
descripcion, el término composicién inmunogénica se entendera que abarca
composiciones que estan disefiadas para administrarse a un sujeto o
poblacion de sujetos para el p;opésito de producir una respuesta inmunolégica
protectora o paliativa contra RSV (es decir, composiciones de vacuna o
vacunas).

Una “respuesta inmunoiogica” es una respuesta de una celula
del sisterna inmunoldgico, tal como una célula B, ¢ B, célula T o monocite, a
un estimulo. Una respuesta inmunoldgica puede ser una respuesta de celulas
B, que dé por resultado ta produccién de anticuerpos especificos, tales como
anticuerpos  neutralizantes especificos de antigeno. Una respuesta
inmunolégica tambien puede éer una respuesta de células T, tal como una
respuesta de CD4+ o una respuesta de CD8+. En algunos casos, la respuesta

es especifica para un antigeno particular (es decir, una “respuesta especifica
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de antigenos”). Si el antigeno es derivado de un patégeno, la respuesta
especifica de antigeno es una ‘respuesta especifica de patogeno”. Una
“respuesta inmunoldgica protectora” es una respuesta inmunoldgica qué
inhibe una funcién o actividad perjudicial de un patoégeno, reduce infeccién por
un patégeno o disminuye los sintomas (incluyendo la muerte) que resulta de
infeccion por el patdgeno. Una respuesta' inmunolégica protectora se puede
medir, por ejemplo, mediante la inhibicién de duplicacion viral o formacion de
placa en un ensayo de reduccidn de placa o ensayo de neutralizacion-ELISA,
o midiendo la resistencia a desafio de patogeno in vivo.

Una respuesta inmunoldgica derivada por “Th1” se caracteriza
por la presencia de céluias auxiliares CD4+ T que producen IL-2 y IFN-y, y por
lo tanto, por la secreciéon o presencia de IL-2 y IFN-y. Por el contrario, una
respuesta inmunolégica derivada dém”ThZ" se caracteriza por una
preponderancia de células auxiliares CD4+ para producir IL-4, 1L-5, y IL-13.

Una “cantidad inmunolc’:diéémente efectiva” es una cantidad de
una composicion (tipicamente, una composicion inmunogénica) usada para
producir una respuesta inmunolégica es un sujeto a la composicion o a un
antigeno en la composicién. Cominmente, el resultado deseado es la
produccion de una respuesta inmunci)fégica especifica de antigeno (v.gr.,
patdogeno) que es capaz de o cohtr.it'iuS/é a proteger al sujeto contra el
patogeno. Sin embargo, para obtener ﬂha respuesta inmunoldgica protectora
contra un patégeno puede requerir mdltiples administraciones de |la

compaosicién inmunogénica. Por lo tanto, en el contexto de esta descripcion, el

e
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término cantidad inmunolégicamente efectiva abarca una dosis fraccionada
que contribuye en combinacion con administraciones previas o subsecuentes
a lograr una respuesta inmunologica protectora.

El adjetivo “farmacéuticamente aceptable” indica que el referente
es adecuado para administrarse a un sujeto (v.gr., un sujeto humano o
animal). Remington's Pharmaceutical Sciences, by E. W. Martin, Mack
Publishing Co., Easton, PA, 15a Edicién (1975), describe composiciones y
formulaciones  (incluyendo diluyentes) adecuados para suministio
farmacéutico de composiciones terapéuticas y/o profilacticas, incluyendo
composiciones inmunogénicas.

El término “modu_llar’_’ en referencia a una respuesta, tal como una
respuesta inmunoldgica, significa alterar o variar el inicio, magnitud, duracion
o caracteristica de la respuesta. Un agente que modula una respuesta
inmunologica altera por lo menos uno de inicio, magnitud, duracion o
caracteristicas de una respuesta inmunologica despues de su administracion
o que altera por lo menos uno de inicio, magnitud, duracion o caracteristica en
comparaciéon con un agente de referencia.

El término “reduce” es un término relativo, de tal manera que un
agente reduce una respuesta o condicién si la respuesta o condicion es
cuantitativamente disminuida después de la administracién del agente, o es
disminuida después de la admin.i'stracién del agente, en comparacion con un
agente de referencia. De manera similar, el término “previene” no

necesariamente significa que un agente elimina completamente la respuesta o
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condicién, siempre que por lo menos una caracteristica de la respuesta o
condicién sea eliminada. Por lo tanto, una composicion inmunogénica que
reduce o previene una infeccidn o una respuesta, tal como una respuesta
patoldgica, v.gr., enfermedad viral incrementada por vacuna, puede pero no
necesariamente elimina por completo dicha infeccion o respuesta, siempre
que la infeccién o respuesta sea mediblemente disminuida, por ejemplo, por lo
menos por aproximadamente 50%, tal como por lo menos por
aproximadamente 70%, o aproximadamente 80%, o incluso por
aproximadamente 90% de (es decir a 10% o menos de) la infeccidon o
respuesta en ausencia del agente, o en comparacion con un agente de
referencia.

Un “sujeto” es un organismé vertebrado multicelular vivo. En el
contexto de esta descripcion, el sujeto puede ser un sujeto experimental, tal
como un animal no humano, v.gr., un ratén, una rata algodonera o un primate

no humano. Alternativamente, el sujeto puede ser un sujeto humano.

Antigenos PreF

En la naturaleza, la proteina F de RSV se expresa como un
precursor de polipéptido individual de 574 aminoacidos de longitud, designado
FO. In vivo, FO oligomeriza en el reticulo:éndoplésmico y es proteoliticamente
procesado por una furina proteasa en do; secuencias de consenso de furina
conservadas (sitios de digestion de furina), RARR™ (SEQ ID NO: 15) y

RKRR™® (SEQ ID NO: 16) para generar un oligdmero que consiste de dos
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fragmentos ligados a disulfuro. El mas pequefio de esos fragmentos se
denomina F2 y se origina a partir de la porcion N-terminal del precursor FO.
Los expertos en la técnica reconoceran que las abreviaturas F0-, F1y F2 son
comUnmente designadas Fo, F3 y F> en la literatura cientifica. El fragmento F1
C-terminal mas grande es ancladec a la proteina F en la membrana mediante
una secuencia de aminoacidos hidrofébicos, que son adyacentes a una cola
citoplasmica de 24 aminoacidos. Tres dimeros F2-F1 se asocian para formar
una proteina F madura, que adopta una conformacién prefusogénica
("prefusion") metaestable que es disparada para sufrir un cambio
conformacional al contacto con, una membrana celular objetivo. Este cambio
conformacional expone una secuencia hidrofobica, conocida como el péptido
de fusién, que se asocia con la membrana de la célula hospedera y promueve
fusion de la membrana del virus, o una célula infectada con la membrana
celular objetivo.

El fragmento F1 contiene por los menos dos dominios de
repeticion de héptadas, designados HRA y HRB, y situados en proximidad al
peptido de fusidon y dominios de anclaje de transmembrana, respectivamente,
En la conformacion de prefusién, el dimero F2-F1 forma una cabeza globular y
una estructura de pedunculo, en la cual los dominiocs de HRA estan en
conformacion segmentada (extendida) en la cabeza globular. Por el contrario,
los dominios de HRB forman un pedunculo de hélice enrollada de tres
cadenas que se extiende desde ia region de cabeza. Durante la transicion de

la prefusion a las conformaciones de postfusion, los dominios de HRA se
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colapsan y son llevados a proximidad a los dominios de HRB para formar un
paquete de seis hélices antiparalelas. En el estado de postfusion, el péptido
de fusién y dominios de transmembrana son yuxtapuestos para facilitar la
fusion de membrana.

Aunque ia descripcion conformacional provista anteriormente se
basa en modelado molecular de datos cristalograficos, las distinciones
estructurales entre las conformaciones de prefusion y postfusidn pueden ser
monitoreadas sin recurrir a cristalografia. Por ejemplo, se puede usar
micrografia electronica para distinguir entre las conformaciones de prefusién y
postfusion (alternativamente designadaé prefusogénica y fusogénica), como lo
demuestra Calder et al, Virology, 271:122-131 (2000) y Morton et al, Virology,
311:275-288, que se incorpora aqui por referencia para el proposito de
ensefianzas tecnoldgicas. La conformacion de prefusion también se puede
distinguir a partir de la conformacién fusogénica (postfusion) mediante
ensayos de asociacion de lipesoma como lo describe Connolly et al, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 103:17903-17908 (2006), que también se incorpora aqui
por referencia para el propdsito de sus ensefianzas tecnoldgicas. Ademas, las
conformaciones de prefusion y fusogénica se pueden distinguir usando
anticuerpos (v.gr., anticuerpos monocion?ﬁes) gue reconocen especificamente
epitopes de conformacidon presentes en uno o el otro de la forma de prefusion
o fusogénica de la proteina F de RSV, pero no sobre la otra forma. Los
epitopes de conformacion se pueden deber a exposicion preferencial de un

determinante antigénico sobre la superficie de la molécula. Alternativamente,
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epitopes conformacionales pueden producirse a partir de la yuxtaposicion de
aminoacidos que son no contiguos en el polipeptido lineat.

Los antigenos PreF descritos aqui estan disenados para
estabilizar y mantener la conformacién de prefusién de la proteina F de RSV,
de tal manera que en una poblacién de proteina expresada, una porcion
sustancial de la poblacion de proteina expresada estad en la conformacién
prefusogénica (prefusion) (v.gr., como se predice por modelado estructural y/o
termodinamico o como es evaluado por uno o mas de los métodos descritos
anteriormente). Modificaciones estabilizadoras son introducidas en una
proteina F nativa (o sintética), tal como la proteina F ilustrativa de SEQ ID
NO:2, de tal manera que los epitopes inmunogénicos mayores de la
conformacién de prefusion de la proteina F se mantienen despues de la
introduccion del antigeno PreF en un ambiente celular o extracelular (por
ejemplo, in vivo, v.gr., después de [a administracion a un sujeto).

Primero, un dominio de estabilizacion heterdlogo se puede
colocar en el extremo C-terminal de la construccién para reemplazar el
dominio de anclaje de membrana del .polipéptido FO. Este dominio
estabilizador se predice que compensa para la inestabilidad de HRB,
ayudando a estabilizar al c.onformador de prefusion. En modalidades
ilustrativas, el dominio de estabilizacién heterologo es un dominio de
multimerizacion de proteina. LJn ejemplo particularmente favorabie de dicho
dominio de multimerizacion de proteina es un dominio de trimerizacion. Los

dominios de trimerizacion ilustrativos se doblan en una hélice enrollada que
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promueve el ensamble en trimeros de polipéptidos multiples que tienen dichos
dominios de hélice enrollada. Un ejemplo favorable de un dominio de
trimerizacién es una cremallera de isoleucina. Un dominio de cremallera de
isoleucina ilustrativo es la variante de isoleucina GCN4 de levadura
geneticamente manipulada descrita por Harbury et al. Science 262:1401-1407
(1993). La secuencia de un dominio de cremallera de isoleucina adecuado
esta representado por SEQ 1D NO:11, aungue variantes de esta secuencia
que retienen la capacidad para formar un domino estabilizador de hélice
enrollada son igualmente adecuados. Dominios de trimerizacién de hélice
enrollada de estabilizacion alternativos‘"ir’idluyen: TRAF2 (No. de acceso a
GENBANK® Q12933 [gi:23503103]; aminoacidos 299-348); Thrombospondin
1 (Acceso No. PO7996 [gi:135717]; aminoacidos 291-314); Matrilin-4 (Acceso
No. 095460 [gi:14548117];, aminoacidos 594-618; CMP (matrilin-1) (Acceso
No. NP_002370 [gi:4505111]; aminoacidos 463-496; HSF1 (Acceso No.
AAX42211 [gi:61362386), aminoacidos 165-191; y Cubilin (Acceso No.
NP_001072 [gi:4557503]; aminoacidos 104-138. Se espera que un dominio de
trimerizacion adecuado dé por resultado el ensamble de una porcién
sustancial de [a proteina expresada eh timeros. Por ejemplo, por lo menos
50% de un polipéptido PreF recombinante que tiene un dominio de
trimerizacion se ensamblara en un trimero (v.gr., como se evalua por AFF-
MALS). Tipicamente, por lo menos 60%, muy favorablemente por lo menos
70%, y muy deseablemente por lo menos aproximadamente 75% o mas del

polipéptido expresado existe como un trimero.
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A fin de estabilizar HRB adn mas, el residuo de leucina ubicado
en la posicién 512 (en relacién con la proteina FO nativa) del PreF puede ser
sustituido por una lisina (L482K del polipeptido de antigeno PreF de SEQ ID
NO:6). La sustitucion mejora la periodicidad del residuo hidrofdbico de hélice
enrollada. De manera similar, una lisina se puede afadir después del
aminoacido en la posicion 105_.‘

Segundo, pep27 puede ser removido. El analisis de un modelo
estructural de proteina F de RSV en el estado de prefusion sugiere que pep27
genere un lazo no restringido grande entre F1 y F2. Este lazo no contribuye a
estabilizacion del estado de prefusion, y es removido después de digestion de
la proteina nativa por furina.

Tercero, uno o ambos motives de digestion de furina pueden ser
deletados. Con este disefio, el péptido de fusidbn no es digerido de F2,
previniendo la liberacidn de la cabeza globular del conformador de prefusion y
accesibilidad a membranas cercanas. Se predice la interaccién entre el
péptido de fusién y la interfaz de membrana, que es un problema mayor en la
inestabilidad del estado de prefusion. Durante el procesc de fusion, la
interaccion entre el péptido de fusion y la membrana objetivo da por resultado
la exposicion del péptido de fusion desde el interior de la estructura de cabeza
globular, incrementando la inestabilidad del estado de prefusion y doblez en el
conformador de postfusion. Este cambio de conformacién permite el
procesamiento de fusion de membfana. La remocidon de uno o ambos de los

sitios de digestion de furina se predice que prevé la accesibilidad de
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membrana a la parte N-terminal del péptido de fusién, estabilizando el estado
de prefusion. Por lo tanto, en modalidades ilustrativas descritas aqui, la
remocion de los motivos de digestion de furina da por resuitado un antigeno
PreF que comprende un péptido de fusién intacto, que no es digerido por
furina durante o después del procesamiento y ensamble.

Opcionalmente, por lo menos un sitio de no digestidon de furina
puede ser removido, por ejemplo, por sustitucion de uno o mas aminoacidos.
Por ejemplo, la evidencia experimental sugiere que bajo condiciones que
conducen a la digestion por ciertas metélbbroteinasas, el antigeno PrefF puede
ser digerido en la vecindad de los amifoacidos 110-118 (por ejempio, en
donde la digestién ocurre entre los aminoacidos 112 y 113 del antigeno PreF:
entre una leucina a la posicion 142 y glicina en la posicion 143 del polipéptido
F de referencia de SEQ ID NO:2). Por cohsiguiente, la modificacién de uno o
mas aminoacidos dentro de esta regién puede reducir la digestion del
antigeno PreF. Por ejemplo, fa leucina en la posicién 112 puede ser sustituida
con un aminoacido diferente, tal como isoleucina o triptofano (como se
muestra en la modalidad ilustrativa de éEQ ID NO:20). Aliernativamente o
adicionalmente, la glicina en la posiciéh 113 puede ser sustituida por una
serina o alanina.

Opcionalmente, un antigeno PreF puede incluir una o mas
modificaciones que alteran el patrén o estado de glicosilacion (v.gr., al
incrementar o disminuir la proporcidn de moléculas glicosiladas en uno o mas

de los sitios de glicositacion presentes en un polipéptido de proteina F nativo.
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Por ejemplo, el polipéptido de proteina F nativo de SEQ ID NO:2 se predice
que es glicosilado en las posiciones de aminoacido 27, 70 y 500
(correspondientes a las posiciones 27, 70 y 470 del antigeno PreF ilustrativo
de SEQ ID NO:6). En una modalidad, una modificacidén es introducida en la
vecindad del sitio de glicosilacion en la posicion de aminoacido 500
(designada N470). Por ejemplo, el sitio de glicosilacion puede ser removido al
sustituir un aminoacido, tal como glutamina (Q) en lugar de la asparagina en la
posicion 500 {de la secuencia de referencia, que corresponde por alineacion a
la posicion 470 del antigeno PreF ilustrativo). Favorablemente, una
modificacion que incrementa la eficiencia de glicosilacion en este sitio de
glicosilacién es introducida. Ejemplos de modificaciones adecuadas incluyen
en las posiciones 500-502, las siguientes secuencias de aminoacidos: NGS;
NKS: NGT; NKT. De manera interesante, se ha encontrado que
modificaciones de este sitio de glicosilacién que dan por resultado
glicosilacién incrementada también dan por resultado la produccion de PreF
sustancialmente incrementada. Por lo tanto, en ciertas modalidades, el
antigeno PreFs tiene un sitio de glicosilacién modificado en la posicion
correspondiente al aminoacido 500 de la secuencia de PreF de referencia
(SEQ ID NO:2), v.gr., en la posicion 470 del antigeno PreF ilustrado por SEQ
ID NO:8). Las modificaciones adecuadas incluyen las secuencias: NGS; NKS;
NGT: NKT en aminoacidos correspondientes a las posiciones 500-502 de la
secuencia de péptido de proteina F de referencia. El aminoacido de una

modalidad ilustrativa que inéihye una modificacion de "NGT" se provee en
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SEQ ID NO:18. Un experto en la técnica puede determinar faciimente
modificaciones similares para modificaciones de NGS, NKS y NKT
correspondientes. Dichas modificaciones son favorablemente combinadas con
cualquiera de las mutaciones estabilizadoras descritas aqui {v.gr., una hélice
enrollada heteréloga, tal como una cremallera de isoleucina, dominio y/o una
modificacién en una region hidrofdbica, y/o remocién de pep27, y/o de un sitio
de digestion de furina, y/o remocion de un sitio de no digestiéon de furina, y/o
remocion de un sitio de no digestion de furina). Por ejemplo, en una modalidad
especifica, el antigeno PreF incluye una Sustitucion gue elimina un sitio de no
digestién de furina y una modificacién que incrementa la glicosilacién. Una
secuencia ilustrativa se provee en SEQ ID NO:22 (dicha modalidad ilustrativa
incluye una modificacion de "NGT” y la sustitucién de glutamina en lugar de
leucina en la posicién 112).

De manera mas general, cualquiera de las modificaciones
estabilizadoras descritas aqui, v.gr., la adicion de un dominio estabilizador
heterdlogo, tal como una hélice enrollada (por ejemplo, una cremallera de
isoleucina dominio), preferiblemente s.'it:uéda en el extremo C-terminal def
antigeno PreF soluble; modificacion de un residuo, tal como leucina a lisina,
en el dominio HRB hidrofobico; remocion de pep27; remocion de uno o ambos
motivos de digestion de furina; remocion de un sitio de no digestion de furina;
yfo modificacién de un sitio de glicosilacién se puede utilizar en combinacién
con cualquiera o mas (o hasta todos en cualquier combinacion deseada) de

las otras modificaciones estabilizadoras. Por ejemplo, una hélice enrollada

R
(RN I
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heteréloga (u otro dominic estabilizador heterdlogo) se puede utilizar solo o en
combinacién con cualquiera de: una modificacién en una regién hidrofébica,
y/lo remocion de pep27, y/o remocion de un sitio de digestién de furina, y/o
remocion de un sitio de no digestién de furina, y/o remocién de un sitio de no
digestion de furina. En ciertas modalidades especificas, el antigeno PreF
incluye una un dominio de hélice enrollada C-terminal (cremallera de
isoleucina), una sustitucion estabilizadora en el dominio hidrofébico HRB, y
remocién de uno o ambos sitios de digestion de furina. Dicha modalidad
incluye un péptido de fusion intacto que no es removido por digestion de
furina. En una medalidad especifica, el antigeno PreF también incluye un sitio
de glicosilacion modificado en la posicion de aminoacido 500.

El polipéptido de proteina F nativo se puede seleccionar de
cualquier proteina F de una cepa RSV A o RSV B, o de variantes de las
mismas (como se d.efinié antes). En ciertas modalidades ilustrativas, el
polipéptido de proteina F es la proteina F representada por SEQ ID NO: 2.
Para facilitar el entendimiento de esta descripcion, todas las posiciones de
residuo de aminoacido, independientemente de la cepa, se dan con respecto
a (es decir, la posicion de residuo de aminoacido corresponde a) la posicion
del aminoacido de la proteina F ilustrativa. Las posiciones de aminoacido
comparables de cualquier étra cepa de RSV A o B pueden ser faciimente
determinadas por los expertos en la técnica alineando las secuencias de
aminoacidos de la cepa de RSV seleccionada con la de la secuencia

ilustrativa usando algoritmos de alineacién facilmente disponibles y bien

.U
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conocidos (tales como BLAST, v.gr., usando parametros por omision).
Numerosos ejemplos adicionales de polipéptidos de proteina F de diferentes
cepas de RSV se describe en el documento WQ02008114149 (que se
incorpora aqui por referencia para los propositos de proveer ejemplos
adicionales de secuencias de proteina F y G de RSV). Variantes adicionales
pueden producirse a través de deriva génica, o se pueden producir
artificialmente usando mutagénesis giirigida al sitio o aleatoria, o por
recombinacidn de dos o mas variantes pre-existentes. Dichas variantes
adicionales también son adecuadas en el contexto de antigenos PreF (y PreF-
G} descritos en Ia presente.

Al seleccionar los dominios F2 y F1 de la proteina F, un experto
en la técnica reconocera que no es estrictamente necesario incluir el dominio
F2 y/o F1. Tipicamente, consideraciones conformacionales son de importancia
cuando se selecciona una subsecuencia {o fragmento) del dominio F2. Por io
tanto, el dominio F2 tipicamente inc!u?é‘ una porcion del dominio F2 que
facilita el ensamble y estabilidad del” polipéptido. En ciertas variantes
ilustrativas, el dominio F2 incluye los aminodcidos 26-105. Sin embargo,
también son posibles variantes que tienen modificaciones menores en longitud
(mediante adicion, o delecién de uno o mas aminoacidos).

Tipicamente, por lo menos una subsecuencia (o fragmento) del
dominio F1 se selecciona y se disefia para mantener una conformacion
estable que incluya epitopes inmunodominantes de la proteina F. Por ejemplo,

es generalmente deseable seleccionar “una subsecuencia del dominio de

e
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polipéptido F1 que incluy‘__a epitopes reconocidos por anticuerpos
neutralizantes en regiones de aminoacidos 262-275 (neutralizacion de
palivizumab) y 423-436 (ch101F MAb de Centocor). Ademas, es deseable
incluir epitopes de células T, v.gr., en la regién de los aminoacidos 328-355,
muy comunmente, como una porcién contigua individual de la subunidad F1
(v.gr., que abarca los aminoacidos 262-436) pero los epitopes podrian ser
retenidos en una secuencia sintética que incluye esos epitopes
inmunodominantes como elementos discontinuos ensamblados en una
conformacion estable. Por lo tanto, un polipéptido de dominio F1 comprende
por lo menos aproximadamente los amino&cidos 262-436 de polipeptido de
proteina F de RSV. En un ejemplo no limitante provisto aqui, el dominio F1
comprende los aminoacidos 137 a 516 de un polipéptido de proteina F nativo.
Un experto en la técnica reconocerda que las subsecuencias mas cortas
adicionales se pueden usar a discrecion del investigador.

Cuando se selecciona una subsecuencia del dominio F2 o F1 (o
como se describira mas adelante con respecto al componente de proteina G
de ciertos antigenos PreF-G), ademas de la consideracion conformacional,
puede ser deseable escoger secuencias (v.gr., variantes, subsecuencias y
similares) con base en la inclusion de los epitopes inmunogénicos adicionales.
Por ejemplo, epitopes de células T adicionales pueden ser identificados
usando motivos de anclaje u otros métodos, tales como determinaciones de
red neural o polinomiales, conocidas en la técnica, véase, v.gr., RANKPEP

(disponible en la red en: mif.dfci harvard.edu/Tools/rankpep.html), ProPredl
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{(disponible en la red en: imtech.res.infraghava/propredl/index.html); Bimas
(disponible en 1a red en; www-bimas.dcrt.nih.gov/imolbi/hla_bind/index.html); y
SYFPEITH (disponible en la red en: Syfpeithi.omi-heidelberg.com/
scripts/MHCServer.dll/lhame.htm). Por ejemplo, tos algoritmos se usan para
determinar el "umbral de unién” de los péptidos, y para seleccionar aquellos
con puntuaciones que les dan una alta probabilidad de unién a MHC o
anticuerpo a una cierta afinidad. Los algoritmos se basan ya sea en los
efectos de union a MHC de un anﬁinoa’cido particular en una posicidn
particular, los efectos sobre la unién a anticuerpo de un aminoacido particular
en una posicion particular, o los efectos sobre la unidén de una sustitucion
particular en un péptido que contiene un motivo. Dentro del contexto de un
peptido inmunogénice, un “residuo conservado” es uUno que aparece en una
frecuencia significativamente mas alta qUe la que se esperaria por distribucion
aleatoria de una posicién particular en un péptido. Los residuos de anclaje son
residuos conservados que proveen 'un:"’ﬁhnto de contacto con la molécula
MHC. Epitopes de células T identificados por dichos métodos predictivos
pueden ser confirmados midiendo su unién a una proteina MHC especifica y
por su capacidad para estimular células T cuando se presentan en el contexto
de la proteina MHC.

Favorablemente, los antigenos PreF (incluyendo PreF-G como
se describe mas adelante) incluyen un péptido de sefial correspondiente al
sistema de expresion, por ejemplo, un :;')é‘ptido de senal de mamifero o viral,

tal como una secuencia de senal nativa FO de RSV (v.gr., aminoacidos 1-25
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de SEQ ID NO: 2 o aminoacidos 1-25 de SEQ ID NO:6). Tipicamente, el
péptido de sefial se selecciona para ser compatible con las celulas
seleccionadas para expresion recombinante. Por ejemplo, un péptido de sefial
(tal como un péptido de serfial de baculovirus, o el peptido de sefal de melittin,
puede ser sustituido para expresion, en células de insecto. Peptidos de sefial
vegetales adecuados son conocidos en la técnica, si un sistema de expresion
de planta es preferido. Numeroscs péptidos de sefal ilustrativos son
conocidos en la técnica (véase, v.gr., Zhang & Henzel, Protein Sci., 13:2819-
2824 (2004), que describe numerosos péptidos de sefial humanos) y son
catalogados, v.gr., en la base de datos de péptidos de senal SPdb, que
incluye secuencias de sefal :de archaea, procariotas y eucariotas

(hitp:#/proline.bic.nus.edu sg/spdb/).  Opcionalmente, cualquiera de los

antigenos anteriores puede incluir una secuencia adicional o etiqueta, tal
como una etiqueta His para facilitar la purificacién.

Opcionalmente, el antigeno PreF puede incluir componentes
inmunogénicos adicionales. En ciertas modalidades particularmente
favorables, el antigeno PreF incluye un componente antigénico de proteina G

|
de RSV. Proteinas guiméricas ilustrativas que tienen un componente PreF y G
incluyen las siguientes PreF_V1 (representada por SEQ ID NOS: 7y 8) y
PreF V2 (representada por SEQ ID NOS: 8y 10).

En los antigenos PreF-G, una porcién antigénica de la proteina
G (v.gr., una proteina G truncada, tal como residuos de aminoacido 149-228)

se afiade al extremo C de la construccion. Tipicamente, el componente de
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proteina G esta unido al componente de la proteina F mediante una secuencia
de enlazador flexible. Por ejemplo, en el disefio PreF V1 ilustrativo, la
proteina G esta unida al componente PreF mediante un enlazador
-GGSGGSGGS- (SEQ ID NO:14). En el disefio PreF_V2, el enlazador es mas
corto. En lugar de tener el eniazador —-GGSGGSGGS- (SEQ ID NO:14),
PreF_V2 tiene 2 glicinas (-GG-) para enlazador.

Cuando esta presente, el dominio de polipéptido de proteina G
puede incluir toda o parte de una proteina G seleccionada de cualquier cepa
RSV A o RSV B. En ciertas modalidades ilustrativas, la proteina G es (o es
95% idéntica a) la proteina G representada por SEQ ID NO:4. Ejemplos
adicionales de secuencias de proteina G adecuadas se pueden encontrar en
el documento WO2008114149 (que se incorpora aqui por referencia).

El componente de polipéptido de proteina G se selecciona para
incluir por lo menos una subsecuencia (¢§ fragmento) de la proteina G que
retiene el epitope(s) de células T inmunodominante, v.gr., en la region de
aminoacidos 183-197, tal como fragmentos de la proteina G que incluyen los
aminoacidos 151-229, 149-229 6 128-229 de la proteina G nativa. En una
modalidad ilustrativa, el polipéptido de proteina G es una subsecuencia (o
fragmento) de un polipéptido de proteina G nativa que incluye todos o parte de
los residuos de aminoacidos 149 a 229 de un polipéptido de proteina G nativa.
Un experto en la técnica apreciara féclilr'hente gue porciones mas largas 0 mas
cortas de la proteina G también se pug'den usar, siempre que la porcién

seleccionada no desestabilice conformacionalmente ¢ altere la expresion,
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doblez o procesamiento del antigeno PreF-G. Opcionalmente, el dominio de
proteina G incluye una sustitucién de aminoacidos en la posicién 191, que ha
sido mostrada anteriormente que esta implicada en la reduccion y/o
prevencidén de enfermedad incrementada caracterizada por eosinofilia
asociada con vacunas de RSV inactivadas con formalina. Una descripcién
completa de los atributos de proteinas G que ocurren naturalmente y
sustituidos (N191A) se puede encontrar, v.gr, en la publicacion de patente de
E.U.A. No. 2005/0042230, que se incorpora aqui por referencia.

Por ejemplo, con respecto a la seleccion de secuencias
correspondientes a cepas que.ocurren naturalmente, uno o mas de los
dominios puede corresponder en secuencia a una cepa RSV A o RSV B, tal
como los aislados de laboratorio comunes designados A2 o Long, o cualquier
otra cepa o aislado que ocurre naturalmente (como se describe en el
documento W(02008114149 antes mencionado). Ademas de dichas variantes
que ocurren naturalmente y aisladas, variantes genéticamente maniputadas
que comparten similitud de secuencia con las secuencias antes mencionadas
también se pueden utilizar en el contexto de antigenos Pref (incluyendo Pref-
G). Los expertos en la técnica entenderan que la similitud entre polipéptido de
antigeno PreF (y secuencias de polinucledtido como se describe mas
adelante), para polipéptido (y secuencias de nucledtido en general) se pueden
expresar en términos de la similitud entre las secuencias, de otra manera
referidas como identidad de secuencia. La identidad de secuencia

frecuentemente se mide en términos de porcentaje de identidad (o de
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similitud); mientras mas altoc es el porcentaje, mas similares son las
estructuras primarias de las dos secuencias. En general, mientras mas
similares son las estructuras primarias de dos secuencias de aminoacidos (o
polinucledtido), mas similares son las estructuras de orden superior que
resultan del doblez y ensamble. Las variantes de secuencias de polipéptido
PreF (y polunucleétido) tipicamente tienen uno o un numero pequefio de
deleclones, adiciones o sustituciones de aminoacidos pero sin embargo
compartirdn un porcentaje muy alto .de su secuencia de aminoacidos, y
generalmente de su secuencia de polinucledtidos. De manera mas importante,
las variantes retienen los atributos estructurales y por lo tanto
conformacionales de las secuencias de referencia descritas aqui.

Los métodos de determinacion de identidad de secuencia son
bien conocidos en la técnica y son aplicables a polipéptidos de antigeno PreF,
asi como los acidos nucleicos que los codifican (v.gr, como se describe mas
adelante). Varios programas y algoritmos‘;dje alineacion se describen en: Smith
y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, J. Mol.
Biol. 48:443, 1970; Higgins y Sharp, Gene 73:237, 1988; Higgins y Sharp,
CABIOS 5:151, 1989; Corpet et al, Nucléib Acids Research 16:10881, 1988; y
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. {JSA 85:2444 1988. Altschul et al.,
Nature Genet. 6:119, 1994, presenta una consideracion detallada de métodos
de alineacion de secuencia y calculos de homologia. La Herramienta de
Busqueda de Alineacién Local Bésica';je NCBI (BLAST) (Altschul ef al., J.

Mol. Biol. 215403, 1990) esta dis'pdﬁ“i"t‘\i'é de varias fuentes, incluyendo el
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Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia (NCBI, Bethesda, MD) y
en la Internet, para usarse en conexion con los programas de analisis de
secuencia blastp, blastn, blas‘,’[;x,;tblastn y tblastx. Una descripcién de coémo
determinar la identidad de secuencia usando este programa esta disponible
en el sitio web de NCBI en la Internet.

En algunos casos, los antigenos PreF tienen una o mas
modificaciones de aminoacidos en relacion con la secuencia de aminoacidos
de la cepa que ocurre naturalmente de la cual se deriva (v.gr., ademas de las
modificaciones de estabilizacion antes mencionadas). Dichas diferencias
pueden ser una adicion, delecién o sustitucién de unc o mas aminoacidos.
Una variante tipicamente difie_re en no mas de aproximadamente 1%, o 2%, o
5%, 0 10%, 0 15%, o 20% de los residuos de aminoacidos. Por ejemplo, una
secuencia de polipéptido de antigeno PreF de variante (incluyendo PrefF-G)
puede incluir 1 ¢ 2, o hasta 5, o hasta aproximadamente 10, o hasta
aproximadamente 15, o hasta aproximadamente 50, o hasta
aproximadamente 100 diferencias de aminoacidos en comparacion con las
secuencias de polipéptido de antigeno PreF ilustrativas de SEQ ID NOs: 6, 8,
10, 18, 20 y/o 22. Por lo tanto, una variante en el contexto de una proteina F o
G de RSV, o antigeno Pré'}; .(incluyendo antigeno PreF-G), tipicamente
comparte por lo menos 86%; u‘ 85%, muy comunmente por {0 menos
aproximadamente 90% o mas, tal como 95% o incluso 98% o 99% de
identidad de secuencia con una proteina de referencia, v.gr., las secuencias

de referencia ilustradas en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 18, 20 y/o 22, o
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cualquiera de los antigenos PreF ilustrativos descritos aqui. Variantes
adicionales incluidas como una caracteristica de esta descripcidon son
antigenos PreF (incluyendo antigenos PreF-G) que incluyen toda o una parte
de una secuencia de nucleétidos o aminoacidos seleccionada de las variantes
que ocurren naturalmente descritas en el documento WQ02008114149.
Variantes adicionales pueden producirse a través de deriva génica, o pueden
producirse artificiaimente usando mutagénesis dirigida al sitio o aleatoria, o
por recombinacion de dos o mas variantes pre-existentes. Dichas variantes
adicionales tambien son adecuadas en el contexto de antigenos PreF (y PreF-
G) descritos aqui. Por ejemplo, la modificacién puede ser una sustitucion de
uno 0 mas aminoacidos, (tal como dos aminoacidos, tres aminoacidos, cuatro
aminoacidos, cinco aminoacidos, hasta aproximadamente diez aminoacidecs o
mas) que no altera la conformacién o épitopes inmunogénicos del antigenc
PreF resultante.

Alternativamente o adicionalmente, la modificacion puede incluir
una deleciébn de uno o mas aminoacidos y/o una adicion de uno o mas
aminoacidos. De hecho, si ‘se desea, uno o mas de los dominios de
polipéptido puede ser un polipéptido sintético que no corresponda a nhinguna
cepa individual, pero que incluya subsecuencias de componente de mdltiples
cepas, ¢ incluso de una secuencia de consenso deducida por la alineacion de
multipies cepas de polipéptidos de virus #SV. En ciertas modalidades, uno o
mas de los dominios de polipéptido son modificados por la adicidén de una

secuencia de aminoacidos que constituye una etiqueta, que facilita el

: .'i'"‘
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procesamiento o purificacidon subsecuente. Dicha etiqueta puede ser una
etiqueta antigénica o de epitope, una etiqueta enzimatica o una etiqueta de
polihistidina. Tipicamente, la etiqueta esta situada en uno o el otro extremo de
la proteina, tal como el C-terminal o N-terminal del antigeno o proteina de

fusion.

Acidos nucleicos gue codifican antigenos PreF

Otro aspecto de la descripcion se refiere a acidos nucleicos
recombinantes gue codifican antigenos PreF como se describio anteriormente.
De manera mas explicita, dichos acidos nucleicos codifican polipéptidos que
incluyen un antigeno de polipéptido de proteina F soluble que incluye un
dominio F2 y un dominio F1 de un polipéptido de proteina F de RSV, que
incluye por lo menos una modificacion seleccionada de: (i) una adicion de una
secuencia de aminoacidos que comprende un dominio de trimerizacion
heterologo; (i) una delecion de por lo menos un sitio de digestion de furina;
(i) una delecion de por lo menos un sitio de no digestion de furina; (iv) una
delecidon de uno o mas aminoacidos del dominio pep27; y, (v) por lo menos
una sustitucion o adicion de .un aminoacido hidrofilico en un dominio
hidrofébico del dominio extracelular de proteina F. Opcionalmente, dicho
polinucledtido codifica un antigeno PreF con una modificacion en un sitio de
glicosilacion. La naturaleza y detalles estructurales de dichos polipéptidos se
describieron con detalle anteriormente. Un experto en la teécnica podra

determinar facilmente secuencias de nucledtido que codifican cualesquiera y
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todas las secuencias de polipéptido descritas con base en las ensefianzas de
la presente, incluyendo las secuencias ilustrativas provistas en el listado de
secuencias, y de otra manera incluidas (v.gr., por incorporacion por referencia)
en esta descripcion.

En ciertas modalidades, los acidos nucleicos recombinantes son
optimizados en cuanto a coddn para expresion en células hospederas
procaridticas y eucaridticas seleccionadas. Por ejemplo, SEQ ID NOS: 5, 12,
17, 19 y 21 son diferentes ejemplos ilustrativos, no limitantes, de secuencias
que codifican antigeno Pref, que han sido optimizados en cuanto a codén
para expresion en mamiferos, v.gr., células CHO. Para facilitar la replicacion y
expresion, los acidos nucleicos pueden ser incorporados en un vector, tal
como un vector de expresion procaridtico o eucaridtico. Las células
hospederas que incluyen acidos nﬁéleibos que codifican antigeno PreF
recombinantes también son una caracteristica de la descripcion. Las células
hospederas favorables incluyen células hospederas procariéticas (es decir,
bacterianas) tales como E. coli, asi como numerosas células hospederas
eucaridticas, incluyendo células de hongos {(v.gr., levaduras), células de
insecto y células de mamifero (tales como células CHO, VERO y HEK283).

Para facilitar la replicacidn y expresién, los acides nucleicos se
pueden incorporan en un vector, tal como un vector de expresion procariético
0 uno eucariotico. Aunque los acidos ‘hucleicos descritos aqui se pueden
incluir en cualquiera de una variedaa Edé}'vectores (incluyendo, por ejemplo,

plasmidos bacterianos; ADN de fago; baculovirus; plasmidos de levadura;
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vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, ADN viral
tal como vaccinia, adenovirus, virus de viruela aviar, pseudorrabia,
adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus y muchos otros, muy
cominmente el vector serd un vector de expresion adecuado para generar
productos de expresion de polipéptido. En un vector de expresion, el acido
nucleico que codifica el antigeno PreF esta dispuesto tipicamente en
proximidad y orientacién a una secuencia de control de transcripcion
apropiada (promotor y opcionalmente, uno o mas incrementadores) para dirigir
sintesis de ARNm. Es decir, la secuencia de polinucledtido de interés esta
operablemente enlazada a una secuencia de control de transcripcidon
apropiada. Ejemplos de dichos promotores incluyen: el promotor temprano
inmediato de CMV, LTR ¢ promotor SV40, promotor de polihedrina de
baculovirus, promotor lac o trp de E. coli, promotor de fago T7 y lambda Py, y
otros promotores que se sabe gue controlan la expresion de genes en celulas
procaridticas o eucaridticas o sus virus. El vector de expresion tipicamente
también contiene un sitio de unién a ribcsoma para el inicio de traduccion, y
un terminador de transcripcioén. El vector opcionaimente incluye secuencias
apropiadas para amplificar la expresion. Ademas, los vectores de expresion
opcionalmente comprenden uno o mas genes marcadores seleccionables
para proveer un rasgo fent;.t'ibicolpara seleccion de células hospederas
transformadas, tales como resiste.ncia a la dihidrofolato reductasa o a la
neomicina para cultivo de células eucaritticas, o tales como resistencia a la

kanamicina, tetraciclina o ampicilina en E. coli.
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El vector de expresion también incluye elementos de expresion
adicionales, por ejemplo, para mejorar la eficiencia de traduccion. Estas
sefales pueden incluir, v.gr., un codén de inicic de ATG y secuencias
adyacentes. En algunos casos, por ejemplo, un codon de inicio de traduccién
y elementos de secuencia asociados son insertados en el vector de expresién
apropiado simultdneamente con la secuencia de polinucieétido de interés
(v.gr., un coddn de inicio nativo). En tales casos, no se requieren sefales de
control de traduccion adicionales. Sin embargo, en casos en donde solo una
secuencia codificante de polipéptido o una porcion de la misma, es insertada,
sefiales de control de traduccion exdgenas, incluyendo un codon de inicio de
ATG se provee para traduccion del dcide nucleico que codifica antigeno PreF.
El coddn de inicio es colocado en el marco de lectura correcto para asegurar
la traduccion de la secuencia de polinucledtido de interés. Elementos de
transcripcion exégencs y codones de o pueden ser de varios origenes,
tanto naturales como sintéticos. Si se desea, la eficiencia de expresion puede
ser ademas incrementada por la inclusion de incrementadores apropiados al

sistema de célula en uso (Scharf et al, (1994) Results Probl Cell Differ

20:125-62; Bitter et al. (1987) Methods en Enzymol 153:516-544),

En algunos casos, el acido nucleico {tal como un vector) que
codifica el antigeno PreF incluye uno o mas elementos de secuencia
adicionales seleccicnados para incr:emfe'ntar y/u optimizar la expresién de
acido nucleico que codifica PreF‘Cl-}gﬁ‘ao es introducido en una célula

hospedera. Por ejemplo, en ciertas modalidades, los acidos nucleicos que
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codifican el antigeno PreF incluyen una secuencia de intron, tal como una
secuencia de intron de virus de herpes 5 humano (véase, v.gr., SEQ ID
NO:13). Se ha demostrado repetidamente que los intrones incrementan la
expresion de acidos nucleicos homologos y heterdlogos cuando se colocan
apropiadamente en una construccién recombinante. Otra clase de secuencias
incrementadoras de expresion incluye un elemento epigenético tal como una
Region de Unidn a Matriz (0 MAR), o elemento epigenético similar, v.gr.,
elementos STAR (por ejemplo, tales como aquellos elementos STAR descritos
en Otte ef al., Biotechnol Prog. 23:801-807, 2007). Sin estar ligado por la
teoria, se cree que MARs median el anclaje de la secuencia de ADN dirigida a
la matriz nuclear, generando dominios de lazo de cromatina que se extienden
hacia afuera desde nucleos de heterocromatina. Aunque MARs no contienen
ninguna secuencia de consenso o reconocible obvia, su caracteristica mas
consistente parece ser un contenido de A/T alto global, y las bases C
predominande en una cadena. Estas regiones parecen formar estructuras
secundarias dobladas que pueden estar sujetas a separacion de cadena, y
pueden incluir un elemento de aésenrollamiento de nucleo (CUE) que puede
servir como el punto de nucleacion para la separacion de cadenas. Varios
motivos de secuencia ricos enAT Simples han sido asociados con secuencias
de MAR: v.gr., la caja A, la cajai“l_‘:, motivos de desenrollamiento de ADN, sitios
de union a SATB1 (H-box, A/T/C25) y sitios de topoisomerasa |l de consenso
para vertebrados o drosofila. Secuencias de MAR iiustrativas se describen en

la solicitud de patente de E.U.A. publicada No. 20070178469, y en la solicitud
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de patente internacional No. WO02/074969 (que se incorporan aqui por
referencia). Secuencias de MAR adicionales que se pueden usar para
incrementar la expresion de un acido nucleico que codifica un antigeno PreF
incluyen MAR de lisozima de pollo,rMARp1-42, MARp1-6, MARp1-68 vy
MARpx-29, descrita en Girod et al, Nature Methods, 4:747-753, 2007
(descrita en Nos de Acceso a GenBank EA423306, DI107030, DI106196,
DI107561 y DI106512, respectivamente). Un experto en la técnica apreciara
que la expresion ademas puede ser modulada al seleccionar MAR que
produce un nivel intermediario de increm'é"hto, como se reporta para MAR 1-9.
Si se desea, las secuencias de IVIA':Rf alternativas para incrementar la
expresion de antigeno PreF pueden ser identificadas buscando bases de
datos de secuencia, por ejemplo, usando software tal como MAR-Finder
(disponible en la web en futuresoft.org/MarFinder), SMARTest (disponible en
la web en genomatix.de), o SMARScan 1 (Levitsky et al., Bioinformatics
15:682-592, 1999). En ciertas modalidades, la MAR es introducida {v.gr.,
transfectada) en la célula hospedera en el mismo acido nucleico (v.gr., vector)
gue la secuencia codificante de antigehfﬁ"'ﬁﬁreF. En una modalidad alternativa,
la MAR es introducida en un acido 'ﬁﬂ:cleico separado (v.gr., en trans) y
opcionalmente puede co-integrarse con la secuencia de polinucledtido que
codifica antigeno PreF.

Procedimientos ilustrativos suficientes para guiar a un experto en
la técnica a través de la produccion de acidos nucleicos de antigeno PreF

recombinante se pueden encontrar en ' Sambrook et al., Molecular Cloning. A
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Laboratory Manual, 2a. ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3a. ed., Cold Spring
Harbor Press, 2001; Ausubel@et al, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, 1992 (y suplementos para 2003); y Ausubel et
al., Short Protocols in Mofecular Biology: A Compendium of Methods from
Current Protocols in Molecular Biology, 4a. ed., Wiley & Sons, 1999.

Los actdos nucleicos Hustrativos que codifican polipéptidos de
antigeno PreF son representados por SEQ ID NOs: 5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 y
21. Variantes que incluyen una modificaciéon en un sitio de glicosilacién, v.gr.,
en el aminoacido correspondiente a la posicion 500 de SEQ ID NO:2 se
pueden producir alterando (v.glg.r'.,‘ mutando) los nucledtidos en la vecindad de
las posiciones 1408-1414 (en dbmparacién, por ejemplo, con la secuencia de
polinucledtidos de SEQ ID NO:12, v.gr., SEQ ID NOs:17 y 21). Las secuencias
de nucledtidos adecuadas para codificar variantes de glicosilacion (v.gr., que
incrementa la eficiencia de glicosilacion) incluyen: aacgggt, aacaagt, aacggga,
y aacaaga. También son posibles secuencias alternativas, tales como
cagcagt, que elimina un sitio de glicosilacion. Variantes adicionales pueden
ser producidas al ensamblar‘s:e_cuencias de polipéptido de proteina F y G
analogas seleccionadas de cdalquiera de las cepas de RSV descubiertas (o
subsecuentemente) conocidas, v.gr, como se describe en el documento
WQ02008114149. Variantes de sécuencia adicionales que comparten identidad
de secuencia con las variantes ilustrativas pueden ser producidas por los

expertos en la técnica. Tipicamente, las variantes de &cido nucleico
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codificaran polipéptidos que difieren en no more de 1%, 0 2%, 0 5%, 0 10%, o
15%, 0 20% de los residuos de aminoédcido. Es decir, los polipéptidos
codificados comparten por lo menos 80%, o 85%, muy comunmente, por lo
menos aproximadamente 90% o mas, tal como 95%, o incluso 98% o 99% de
identidad de secuencia. Los expertos en la técnica entenderan
inmediatamente que las secuencias de polinucledtidos que codifican los
polipéptidos PreF, como tales pueden compartir menos identidad de
secuencia debido a la redundancia del codigo genético. En algunos casos, los
antigenos PreF tienen una o mas modificaciones de aminoacidos en relacion
con la secuencia de aminoacidos de la cepa que ocurre naturalmente de la
cual se derivan (v.gr., ademas de las modificaciones de estabilizacién antes
mencionadas). Dichas diferencias pueden ser una adicion, delecién o
sustitucion de uno o mas nucledtidos o aminoacidos, respectivamente. Una
variante tipicamente difiere en no mas de aproximadamente 1%, o 2%, o 5%,
0 10%, 0.15%, o 20% de los residuos de nucledtido. Por ejemplo, una variante
de acido nucleico de antigeno PreF (inclf.::;';éndo PreF-G) puede incluir1 62, o
hasta 5, o hasta aproximadamente 10, o hasta aproximadamente 15, o hasta
aproximadamente 50, o hasta aproximadamente 100 diferencias de nucleétido
en comparacion con los acidos nucleicos de antigeno PreF ilustrativos de
SEQ ID NOs: §, 7, 9, 12, 13, 17, 19 y/o 21. Por lo tanto, una variante en el
contexto de una proteina F o G de RSV, o acido nucleico de antigeno PreF
(incluyendo antigeno PreF-G), tipicamente comparte por lo menos 80%, o

85%, muy comunmente, por lo menos aproximadamente 90% o mas, tal como

Lesd
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95%, o incluso 98% o 99% de identidad de secuencia con una secuencia de
referencia, v.gr., la secuencia de referencias ilustrada en SEQ ID NO:1, 3, 5,
7.9 12,13, 17, 19 6 21, o cualquiera de los otros acido nucleico de antigeno
PreF ilustrativos descritos aqui. Las variantes adicionales incluidas como una
caracteristica de esta descripcion son antigenos PreF (incluyendo antigenos
PreF-G) que incluyen toda o parte de una secuencia de nuclettidos
seleccionada de las variantes que ocurren naturalmente descritas en el
documento WO2008114149. Variantes adicionales pueden producirse a
través de deriva génica, o se pueden producir artificialmente usando
mutagénesis dirigida al sitio o aleatoria, o por recombinacion de dos o mas
variantes preexistentes. Dichas variantes adicionales también son adecuadas
en el contexto de los antigenos PreF (y PreF-G) descritos aqui.

Ademas de los acidos nucleicos de la variante previamente
descritos, los acidos nucleicos que hibridan a uno o mas de los acidos
nucleicos ilustrativos represent_ados por SEQ ID NOs: 1, 3,5,7, 9,12, 13, 17,
19 y 21 tambien se pueden uslar para codificar antigenos PreF. Un experto en
la técnica apreciara que, ademas de la medicidon de % de identidad de
secuencia descrita antes, otros indicios de similitud de secuencia entre dos
acidos nucleicos es la capacidad para hibridar. Mientras mas similares sean
las secuencias de los dos acidos nucleicos, mas astringentes seran las
condiciones a las cuales hibridaran. La astringencia de las condiciones de
hibridacion es dependiente de secuencia y son diferentes bajo diferentes

parametros ambientales. Por lo tanto, las condiciones de hibridacion que dan
a4 o
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por resultado grados particulares de astringencia variaran dependiendo de la
naturaleza del método de hibridacién de eleccion y la composicién y longitud
de las secuencias de acido nucleico de hibridacion. Generalmente, la
temperatura de hibridacién y la concentracién idnica (especialmente Ila
concentracion de Na* y/o Mg™) del regulador de pH de hibridacidn
determinard la astringencia de hibridacion, aunque los tiempos de lavado
también influyen en la astringencia. Generalmente, las condiciones
astringentes se seleccionan para ser aproximadamente 5°C a 2°C menores
que el punto de fusién térmico (Ty) para la secuencia especifica a una
concentracion ionica y pH definidds. La Tt es la temperatura (bajo
concentracion iénica y pH definidos) a la cual 50% de la secuencia objetivo
hibrida a una sonda perfectamente acoplada. Las condiciones para hibridacion
de acido nucleico y calculo de astringencias se puede encontrar, por ejemplo,
en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harhor, NY, 2001; Tijssen, Hybridization
With Nucleic Acid Probes, Part I: Th’ééfy and Nucleic Acid Preparation,
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier
Science Ltd.,, NY, NY, 1993 vy Ausurtr)ehl et a Short Protocols in Molecular
Biology, 4° ed., John Wiley & Sons, Inc., 1999.

Para los propésitos de la presente descripcién, “"condiciones
astringentes” abarcan condiciones bajo las cuales la hibridacién sélo ocurrira
si hay menos de 25% de discordancia entre la molécula de hibridacion y la

secuencia objetivo. Las "condiciones astringentes" se pueden descomponer

P

T

e
e



10

15

20

62

en niveles particulares de astringencia para una definicion mas precisa. Por lo
tanto, como se usa aqui, condiciones de "astringencia moderada" son
aquellas bajo las cuales las moléculas con mas de 25% de discordancia de
secuencia no hibridaran; condiciones de "astringencia media" son aquellas
bajo las cuales las moléculas con mas de 15% de discordancia de secuencia
no hibridaran, y condiciones de "astringencia alta" son aquellas bajo las cuales
ias secuencias con mas de 10% de discordancia no hibridaran. Condiciones
de "astringencia muy alta" son aquellas bajo las cuales las secuencias con
mas de 6% de discordancié no hibridaran. Por el contrario, los acidos
nucleicos que hibridan bajo "condiciones de astringencia baja” incluyen
aquellos con mucho menos identidad de secuencia, o con identidad de
secuencia s6lo sobre subsecuencias cortas del acido nucleico. Por lo tanto, se
entendera que las diversas variantes de acidos nucleicos que son abarcadas
por la descripcion son capaces de hibridar a por lo menos uno de SEQ ID
NOs: 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 y/o 21 sustancialmente sobre su longitud

entera.

Métodos de produccion de polipéptidos antigénicos de RSV

Los antigenos PreF (incluyendo antigenos PreF-G, y tambien en
donde es aplicacable, antigenos G) descritos aqui son producidos usando
procedimientos bien establecidos para la expresion y purificacion de proteinas
recombinantes. Los procedimientos suficientes para guiar a un experto en la

técnica se pueden encontrar en las siguientes referencias: Sambrook et al,
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 200; y Ausubel et al. Short Protocols en
Molecular Biology, 4% ed., John Wiley & Sons, Inc., 1999. Detalles adicionales
y especificos se proveen mas adelante.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican los antigenos
PreF son introducidos en células hospederas por cualquiera de una variedad
de procedimientos bien conocidos, tajes como electroporacién, transfeccién
mediada por lipcsoma (v.gr., usando .un reactivo de transfeccion liposomal
comercialmente  disponible, tal como LIPOFECTAMINE™2000 o
TRANSFECTIN™), precipitacion con fosfato de calcio, infeccién, transfeccion
y similares, dependiendo de la seleccién de vectores y células hospederas.
Los acidos nucleicos ilustrativos que codifican antigenos PreF (incluyendo
antigenos PreF-G) se proveen en SEQ ID NOs: 5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 y/o 21.
Un experto en la técnica apreciara que SEQ ID NOs: 5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 yio
21 son ilustrativos y no se pretendé' ‘c‘ﬂ]ef sean limitantes. Por ejemplo, las
secuencias de polinucledtidos que codifican las mismas proteinas que SEQ ID
NOs: 5, 7 y 9, (v.gr., representadas p'af'SEQ ID NOs: 6, 8 y 10), pero que
difieren solo por la redundancia del cédigo genético (tal como por optimizacion
de codones alternativa, como se muestra en SEQ ID NO: 12), se pueden usar
facilmente en lugar de las secuencias de SEQ ID NOs: 5, 7 y 9 ilustrativas. Lo
mismo es cierto de SEQ ID NOs: ‘17,' 19 y 21. De manera similar, las
secuencias de polinucledtidos que inciﬁy}en elementos incrementadores de

expresion, tal como intrones internamenté ubicados {o mediante !a adicion de
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promotor, incrementador, intrc’:_n u otros elementos similares), como se ilustra
en SEQ ID NO: 13, se pueden_utilizar. Un experto en la técnica reconocera
que también son adecuadas las combinaciones de dichas modificaciones. De
manera similar, secuencias homoélogas seleccionadas de cualquier cepa RSV
A o RSV B, y/u ofras secuencias que comparten identidad de secuencia
sustancial, como se describid antes, también se pueden usar para expresar
antigenos PreF. De hecho, cualquiera de los acidos nucleicos de variante
previamente descritos pueden ser introducidos adecuadamente en céluias
hospederas y usados para producir antigenos PreF (incluyendo antigenos
PreF-G) y en donde es aplicable polibéptidos G.

Por ejemplo, en ciertos casos los acidos nucleicos variantes son
modificados para alterar el patréon de glicosilacion, v.gr., como se describié
antes por sustitucién de uno 0 mas aminoacidos en la vecindad de la posicion
500 de aminoacido (con respecto a SEQ 1D NO:2, v.gr,, SEQ ID NO:17). Se
ha encontrado que la modificacion del patrén de glicosilacion, v.gr., en
combinacién con la modificacion de un sitio de reconocimiento de digestion,
incrementa la produccién del 'antigeno PreF en cultivo de células. En tales
casos, los métodos descritos mas adelante para expresar y aislar el antigeno
recombinante PreFs proveen un .procedimiento para incrementar la produccién
de un antigeno PreF al alterar el patrén de glicosilacion de un antigeno PreF
sustituyendo uno o mas aminoacidos de un sitio de reconocimiento de
glicosilataciéon, opcionalmente en combinacion con la modificacion de uno o

mas sitios de digestion (tales como un sitio de reconocimiento de digestion de
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no furina o de furina) como se describio antes.

Las ceélulas hospederas que incluyen acidos nucleicos que
codifican antigeno PreF recombinante son, por lo tanto, también una
caracteristica de esta descripcién. Las células hospederas favorables incluyen
células hospederas procarigticas (es decir, bacterianas), tales como E. colj,
asi como numerosas células hospederas eucaridticas, incluyendo células de
hongos (v.gr., levadura, tal como Saccharomyces cerevisiae y Picchia
pastoris), células de insecto, células vegetales y células de mamifero (tales
como células CHO y HEK293). Los ‘acidos nucleicos de antigeno pref.
recombinantes son introducidos (v.gr., transducidos, transformados o
transfectados) en células hospederas, por ejemplo, mediante un vector, tal
como un vector de expresion. Como se describié antes, el vector es muy
tipicamente un plasmido, pero dichos vectores también pueden ser, por
ejemplo, una particula viral, un fago. etc. Ejemplos de hospedercs de
expresion apropiados incluyen: célula$ 'bacterianas, tales como E. coli,
Streptomyces, y Salmonelfla typhimurium: células de hongos, tales como
Saccharomyces cerevisiae, Pichia paétc;fis, y Neurospora crassa; células de
insecto tales como Drosophila y Spodoptera frugiperda; células de mamifero
tales como 373, COS, CHO, BHK, HEK 293 o melanoma de Bowes; células
vegetales, incluyendo células de algas, etc. En algunos casos, se pueden usar
células transitoriamente transfectadas para producir antigenos PreF
recombinantes. En ciertas modalidadés:, las células (v.gr., clones) gue han

integrado establemente el acido nucleico de PreF se seleccionan y se usan
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para producir el antigeno PreF recombinante.

Las células hospgderas pueden ser cultivadas en un medio de
nutrientes convencional, modificado seglun es apropiadoc para activar
promotores, seleccionar transformantes, o amplificar las secuencias de
polinucledtidos insertadas. Las condiciones de cultivo, tales como
temperatura, pH y similares, son tipicamente aquellas previamente usadas
con la célula hospedera seleccionada para expresion, y sera evidente para los
expertos en la técnica y en las referencias citadas aqui, incluyendo, v.gr.,

Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera

edicion, Wiley-Liss, New York y las referencias citadas agui. Opcionalmente,
las células hospederas se c'ultivan en medio libre de suero y/o libre de
producto animai.

Los productos de expresion correspondientes a los acidos
nucleicos de fa invenciéon también pueden ser producidos en células que no
son de animales tales como vegetales, levadura, hongos, bacterias y

similares. Ademas de Sambrook, Berger y Ausubel, detalles relacionados con

cultivo de céiulas se pueden encontrar en Payne et al. (1992) Plant Cell and

Tissue Culture in_Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY;

Gamborg y Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissue and Qrgan Culture,

Fundamental Methods Springéf Lab Manual, Springer-Verlag (Beriin

Heidelberg New York) y Atlas y Parks (eds) The Handbook of Microbiological

Media (1893) CRC Press, Boca Raton, FL.

En sistemas bacterianos, un numero de vectores de expresion
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se pueden seleccionar dependiendo dei uso pretendido para el producto
expresado. Por ejemplo, cuando grandes cantidades de un polipéptido o
fragmentos del mismo son necesarios para la produccion de anticuerpos,
vectores que dirigen la expresion de nivel alto de proteinas de fusién que son
facimente purificadas se utilizan favorablemente. Dichos vectores incluyen,
pero no se limitan a, clonacién de E. coli muitifuncional y vectores de
expresion tales como BLUESCRIPT (S_tratagene), en los cuales la secuencia
codificante de interés, v.gr., un pol‘inucleétido de la invencién como se
describid antes, se puede ligar al vector en marco con secuencias para la
metionina iniciadora de traduccion amino-terminal y los 7 residuos
subsecuentes de beta-galactosidasa qUe"produce una proteina de fusién de
beta galactosidasa cataliticamente activa; vectores pIN (Van Heeke &
Schuster (1989) J Biol Chem 264:5503-5509). En ciertos ejemplos, los acidos
nucleicos son introducidos en células por medio de vectores adecuados para
introduccion y expresion en células pfO‘caﬁéticas, v.gr., células de E. coli. Por
ejfemplo, un acido nucleico que inc:luyé una secuencia de polinucledtido que
codifica un antigeno PreF puede s"e{i‘;‘;introducida en cualquiera de una
variedad de vectores comercialmente disponibles o de propiedad, tales como
la serie de vectores de expresion pET'(;/.gr'., pET9b y pET2d). La expresion de
la secuencia codificante es inducible por IPTG, dando por resultado altos
niveles de expresién de proteina. La secuencia de polinucleétido que codifica
el antigeno PreF se transcribe bajo el promotor de fago T7. También son

adecuados vectores alternativos, tales como pURVZ22 que incluyen un

R L
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promotor pl. lambda inducible por calor.

El vector de expresion es después introducido (v.gr., por
electroporacion) en un hospedero bacteriano adecuado. Numerosas cepas
adecuadas de E. cofi estan disponibles y pueden ser seleccionadas por un
experto en la técnica (por ejemplo, las cepas Rosetta y BL21 (DE3) han
probado ser favorables para la expresion de vectores recombinantes gue
contienen secuencias de polinucledtido que codifican antigenos PreF.

De manera similar, en levaduras, tales como Saccharomyces
cerevisiae, un numero de vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles tales como factor alfa, alcohol oxidasa y PGH se pueden usar para
la produccion de ios productos de expresién deseados. Para revisiones, vease

Berger, Ausubel y, v.gr., Grant et al. (1987; Methods in Enzymology 153:516-

544). En células hospederas de mamifero, se puede utilizar un numero de
sistemas de expresién, incluyendo tanto plasmidos como sistemas basados
€n virus.

En otro ejemplo, la secuencia de polinucledtido que codifica el
antigeno PreF es introducida en células de insectos usando un sistema de
vector de expresion de Baculovirus (BEVS). El baculovirus recombinante
capaz de infectar céluias de ‘ir;secto puede ser generado usando vectores, kits
y/o sistemas comercialmente “disponibles, tales como el sistema BD
BaculoGold de BD BioScience. En pocas palabras, la secuencia de
polinucledtido que codifica el antigeno es insertada en el vector de

transferencia de pAcSG2. Después, las células hospederas SF9 (Spodoptera
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frugiperda) son co-transfectadas por olasmido quimérico-pAcSG2 y BD
BaculoGold, que contenia el ADN gendémico linealizado del baculovirus virus
de polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV). Después de la
transfeccion, la recombinacién homéloga ocurre entre el plasmido pACSG2 y
el genoma de Baculovirus para generar el virus recombinante. En un ejemplo,
el antigeno PreF es expresado bajo el control regulador del promotor de
polihedrin (pH). Vectores de transferencia similares pueden ser producidos
usando los promotores, tales como los promotores basico (Ba) y p10. De
manera similar, se pueden utilizar células' de insecto alternativas, tales como
SF21 que estd estrechamente relacionada con el Sf9, y la linea celular High
Five derivada de una oruga medidora de la col, Trichoplusia ni.

De manera mas general, los polinucleétidos que codifican el
antigeno PreFs son incorporados en los vectores de expresion que son
adecuados para la introduccion y expresién en células eucaridticas (v.gr.,
celulas de insecto o mamifero). Favora'blemente, dichos acidos nucleicos son
optimizados en cuanto a codon para la expresion en el vector/célula
hospedera seleccionados (por ejemp!o: (s secuencias ilustradas en SEQ ID
NOs:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 y 21 son (l)ﬁtri:rhizadas en coddn para la expresion
en células CHO). En una modalidad ilustrativa, la secuencia de polinucledtida
que codifica el antigeno PreF es introducida en un vector, tal como el vector
pEE14 desarrollado por Lonza Biologicals. E! polipéptido es expresado bajo
un promotor constitutivo, tal como el promotor de CMV temprano

(CytoMegaloVirus) inmediato. La seleccién de las células establemente
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transfectadas que expresan el polipéptido se hace con base en la capacidad
de las céiulas transfectadas para crecer en ausencia de una fuente de
glutamina. Las células que han integrado exitosamente el pEE14 son capaces
de crecer en ausencia de glutamina exdgena, debido a que el vector pEE14
expresa la enzima GS (Glutamina Sintetasa). Las céiulas seleccionadas
pueden ser clonalmente expandidas y caracterizadas para expresion del
polipéptido PreF deseado.

Una célula hospedera se escoge opcionalmente por su
capacidad para modular la expresién de las secuencias insertadas o para
procesar la proteina expresada en la forma deseada. Dichas modificaciones
de la proteina incluyen, pero no se limitan a, glicosilacion, (asi como, v.gr.,
acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, lipidaciébn y acilacion). El
procesamiento post-tranduccional, por ejemplo, que digiere una forma de
precursor en una forma madura de la proteina (por ejemplo, por una furina
proteasa) se realiza opcionalmente en el contexto de la célula hospedera.
Diferentes células hospederas tales como 3T3, COS, CHO, Hela, BHK,
MDCK, 293, WI38, efc., tienen magquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para dichas actividades de post-traduccion y se pueden
escoger para asegurar la modificacién y procesamiento correctos de la
proteina extrana introducida.

Para produccion de alto rendimiento, a largo plazo, de antigenos
PreF recombinantes descritos aqui, tipicamente se usan sistemas de

expresion estables. Por ejemplo, las lineas de celulas que expresan
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establemente un polipéptido de antigeno PreF son introducidas en la célula
hospedera usando vectores de expresion que contienen origenes virales de
replicacion o elementos de expresién- enddgenos ¥y un gen marcador
seleccionable. Después de la introduccion del vector, se deja que las células
crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de que sean
cambiadas a medio selectivo. E| propésito del marcador seleccionable es
conferir resistencia a selecciéon, y su presencia permite el crecimiento y
recuperacion de células que expresan exitosamente las secuencias
introducidas. Por ejemplo, grupos o colonias resistentes de células
establemente transformadas se pueden hacer proliferar usando cultivo de
tejido técnicas apropiadas al tipo de célula. Las células hospederas
transformadas con un acido nucleico que codifica un antigeno PreF se cultivan
opcionalmente bajo condiciones adecuadas para la expresidén y recuperacion
de la proteina codificada del cultivo de células. Como se indicd antes, si se
desea, las células hospederas se pueden cultivar en un medio libre de suero
(y/o libre de producto animat). e

Después de la transduccion de una linea de células hospederas
adecuada y el crecimiento de las células hospederas a una densidad de
células apropiada, el promotor seleccionado es inducido por medios
apropiados (v.gr., cambio de temperatura o induccién quimica) y las células
son cultivadas durante un periodo adicional. Opcionalmente, el medio incluye
componentes y/o aditivos que reduben la degradacién de proteinas

expresadas por proteinasas. Por ejemplo, el medio usado para cultivar células

o’
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prd i

para producir antigeno PreF puede incluir un inhibidor de proteasa, tal como
un agente quelatador o inhibidor de molécula pequeha (v.gr., AZ11557272,
AS111793, etc.), para reducir o eliminar digestién no deseada por proteinasas
celulares, o extracelulares (v.gr., matriz).

El producto de polipéptido secretado es entonces recuperado del
medio de cultivo. Alternativamente, las células pueden ser cosechadas por
centrifugacion, alteradas por medios fisicos o quimicos, y el extracto crudo
resultante retenido para parificacidbn posterior. Células eucaridticas y
microbianas utilizadas en expresion de proteinas pueden ser aiteradas por
cualquier método conveniente, incluyendo ciclo de cogelamiento-
descongelamiento, sonicacion, alteracion mecanica, o uso de agentes de lisis
celular, u otros métodos, que son bien conocidos por los expertos en la
técnica.

Los antigenos PreF expresados se pueden recuperar y purificar
de cultivos de células recombinantes por cualquiera de un numero de métodos
bien conocidos en la técnica, incluyendo sulfato de amonio o precipitacion con
etanol, extraccibn con acido, filtracion, ultrafiltracién, centrifugacion,
cromatografia de intercambio de aniones o cationes, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofobica, cromatografia de
afinidad (v.gr., usando cualquiera de los sistemas de etiquetas indicados en la
presente), cromatografia de h]drbxiapatita, y cromatografia de lectina. Pasos
de redoblez de proteina se pueden usar, segin se desee, al completar la

configuraciéon de la proteina madura. Finalmente, la cromatografia de liquidos
e
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de alto rendimiento (CLAR) se puede utilizar en los pasos de purificacién
finales. Ademas de las referencias indicadas anteriormente, una variedad de
métodos de purificacion son bien conocidos en ia técnica, incluyendo, v.gr.,

aquellos expuestos Sandana (1997) Bioseparation_of Proteins, Academic

Press, Inc.; and Bollag et al (1996) Protein Methods. 2*Edicion Wiley-Liss, NY;

Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, Harris y

Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL Press

at Oxford, Oxford, U.K.; Scopes (1993) Protein Purification: Principles and

Practice 3° Edicion Springer Verlag, NY; Janson y Ryden (1998) Protein

Purification: Principles, High Resolucion Methods and Applications. segunda

edicion Wiley-VCH, NY; y Walker (1998) Protein Protocols on CD-ROM

Humana Press, NJ.

En una modalidad ilustrativa, las proteinas PreF son
recuperadas de células de conformidad con el siguiente esquema de
purificaciéon. Después de la introduccidn ‘de un &cido nucleico recombinante
que codifica el polipéptido PreF en Ia's"‘(':élulas CHO hospederas, las células
transitoriamente transfectadas o poblaciones estables expandidas que
comprenden la secuencia de polinucleé-t'ido introducida se hacen crecer en un
medio y bajo condiciones adecuadas para crecer a una escala aceptable para
el propoésito deseado (v.gr.,, como se describe generaimente en Freshney

(1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technigue, tercera edicion,

Wiley-Liss, New York y las referencias citadas en el mismo). Por lo general,

. . ‘»\'
las células se hacen crecer en un meédio libre de suero a 37°C y pasan a

q3
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intervalos de 2-3 dias en mat{;aces de agitacion o en biorreactores. Nuevos
cultivos establecidos a partir de las células expandidas en estas condiciones,
se llevan a cabo tipicamente en biorreactores en un medio libre de suerc y se
incuban a 27°C con pO2 mantenido a 20% durante 5 a 7 dias para producir el
antigeno pref.

Para recuperar antigenc PreF recombinante, el cultivo de células
es centrifugado y el sobrenadante del cultive de células almacenado a menos
70°C hasta antes de usarse. Después de descongelar los sobrenadantes de
cultivo, los sobrenadantes se diluyen 2 x con agua MilliQ y se ajustan a pH 6.0
con HCI. El sobrenadante diluido se carga a 75 cm/hr en una resina 3 L CM
Ceramic HyperD FF empacada en columna BPG 140/500, equilibrada en 20
mM de fosfato pH 6.0. Después de cargar la muestra, el regulador de pH de
equilibrio es procesado a través de la columna para regresar a la linea basal
de UV. Después de lavar con 5 volumenes de columna (CV) de 25 mM de
regulador de pH de fosfato pH 7.:0, se realiza elucion usando un regulador de
pH de 50 mM de fosfato pH 7.0 que contiene 0.1 M de NaCl.

E! producte eluido CM Hyper D se diluye 3.3 x con 20 mM de
fosfato, pH 7.0 para ser procesado en una columna Tipo Il de 270 ml de
hidroxiapatita (empacada en XK 50), equilibrado con 20 mM de regulador de
pH de PO4 (Na) pH 7.0, a 50 mL/min. Después de lavar la columna con el
regulador de pH de equilibrio (~3 CV), se realiza elucién usando un regulador
de pH de 20 mM de PO4 (Na) pH 7.0 que contiene 0.5 M NaCl.

El producto eluido HA es procesado a 15 mL/min (con respecto a
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un ttempo de contacto de 10 minutos con la resina), en una columna Capto
Adhere de 150 mL (empacada en XK 28), equilibrada en 20 mM de fosfato pH
7.0. Después de lavarse con § CV de 10 mM de fosfato pH 7.0 que contiene
0.1 M de reguiador de pH de arginina, se realiza elucién usando un regulador
de pH de 10 mM de fosfato pH 7.0 que contiene 0.6 M de arginina.

El producto eluido Capto Adhere es después concentrado
aproximadamente 10 x para procesar en una columna de cromatografia de
exclusion de tamano preparativa (SEC). La concentracion se realiza usando
una membrana de polietersulfona 50 kD Pellicon. Antes de ser procesado en
la columna SEC, el material es filtrado a través de un filtro PLANOVA 20N 100
cm?, usado como un paso de aclaramiento viral. Este paso de nanofiltracién
puede ser colocado después o antes de la concentracion en la membrana
Pellicon. <

Despues se realiza SEC ‘preparativa usando una columna 500
mL Superdex $200 y 10 mM de fosfato {Na/K2), 160 mM de NaCl, regulador
de pH a pH 6.5 (correspondiente al regulador de pH final) como fase mavil. Un
volumen de PreF concentrado correspoﬁdiente a 5% de volumen de columna
SEC se carga en la resina a ~2.6 mL/min. Por lo general, se colectan
fracciones de 10 mL. Acervos analiticos de fracciones se pueden analizar en
gel de SDS por tincion con plata y Western blot anti HCP (proteinas de células
hospederas) si se desea para optimizér rendimientos mientras se reducen al
minimo los niveles de HCP.

El volumen purificado se déﬁiene después de filtrarse en filtros

K
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Millex de 0.22 ym (alternativamgnte se puede usar un filtro Sterivex). Si se
desea, la preparacion de am;igeno PreF purificado se puede almacenar a
menos 70°C antes de usarse.

Alternativamente, proteinas PreF pueden incluir una etiqueta de
polihistidina (v.gr., seis histidina), que se puede utilizar para facilitar la
purificacion. Para dichos polipéptidos PreF etiquetados con histidina, se puede
utilizar el siguiente protocolo de purificacion. Antes de la purificacion usando
cromatografia de afinidad de ion de metal inmovilizado (IMAC), el
sobrenadante del cultivo de células se diluye dos veces en regulador de pH A
(20 mm Bicine, pH 8.5) y el pH se ajusta a 8.5. La solucion resultante se carga
en una columna de Q sefarosa FF {GE Healthcare), v.gr., de 23 ml de
volumen de columna, previamente equilibrada con regulador de pH A.
Proteinas PreF se capturan en la columna, junto con algunos contaminantes
de células hospederas. Los componentes del medio de cultivo que interferirian
con el paso de purificacion de IMAC no son retenidos y son eliminados en el
flujo pasante. Las proteinas son separadas y eluidas por una elucion paso a
paso de 200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM y 1M de NaCl. Las proteinas
PreF de interés son eluidas durante el primer paso a 200 mM de NaCl.
Opcionalmente, 1a recuperacion se puede monitcrear usando SDS PAGE vy
western blotting usando un anticuerpo anti His-tag para detectar la proteina
Pref etiquetada. Las fracciones pueden ponerse en acervo antes de continuar
la purificacion.

El producto eluido que contiene la proteina PreF (en acervo) es
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diluido tres veces en regulador de pH B (20 mM de Bicine, 500 mM de NaCl,
pH8,3) y el pH se ajusta a 8.3. La solucién resultante se carga en resina IMAC
sefarosa FF cargada con cloruro de niquel (GE Healthcare) (v.gr., de 5 ml de
volumen de columna), previamente equilibrado con regulador de pH B. PreF
se une a la resina y la mayoria de los contaminantes de las célula hospedera
se eluyen en el flujo pasante. La columna se lava con 20 mM de imidazol a fin
de remover contaminantes débilmente unidos. Proteinas PreF son eluidas
mediante una elucion por pasos de 250 mM de imidazol. SDS PAGE tefida
con azul de coomassie y anti His-tag de Western blot se pueden realizar para
identificar fracciones positivas.

El acervo de IMAC entonces se puede concentrar a una
concentracion de por lo menos 150 ug/ml usando un dispositivo de
concentracion centricon (Millipore) y la proteina puede ser dializada en
regulador de pH PBS complementado con 500 mM de L-Arginina. La proteina
resultante se cuantifica usando la prueb& de proteina RCDC (BioRad) y se

almacena a -70 o -80°C hasta usarse,

Composiciones y métodos inmunogénicos

También se proveen composiciones inmunogénicas que incluyen
cualquiera de los antigenos PrefF descritos anteriormente (tales como aquelios
ilustrados por SEQ ID NOs: 6, 8, 10, 18, 20 y 22) y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. .

En ciertas modafidades,"ii?ﬁ?iéamente, las modalidades en las

4
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cuales el antigeno PreF no incluye un componente de proteina G (tal como
SEQ ID NO:6), la composicion inmunogénica puede incluir una proteina G
aislada, recombinante y/o puqfi_cada. Numereosas proteinas G adecuadas se
han descrito en la técnica, e incluyen proteinas G recombinantes de longitud
completa y proteinas quiméricas hechas de una porcién de la proteina G (tal
como aminodacidos 128-229 6 130-230) y una pareja de fusion (tal como
tiorredoxina), o una secuencia de sefal y/o escalera, que facilita la expresion
y/o purificacion. Las proteinas G ilustrativas para usarse en mezcla con un
antigeno PreF se pueden encontrar en el documento W02008114149, patente
de E.U.A. No. 5,149,650, patente de E.U.A. No. 6,113,911, solicitud publicada
de E.U.A. No. 20080300382, y patente de E.U.A. No. 7,368,537, cada una de
las cuales se incorpora aqui por referencia. Como se indica con respecto a las
proteinas PreF-G guiméricas, un fragmento mas pequeno de la proteina G, tal
como la porcién entre los aminoacidos 149-229, o la porcion entre
aproximadamente 128 a aproximadamente 229 se puede utilizar
favorablemente en el contexto de mezcias que implican a PreF (sin G) y G.
Como se describié anies, la consideracién importante es la presencia de
epitopes inmunodominantes, v.gr., incluidos dentro de la regidn de
aminoacidos 183-197. Alternativamente, una proteina G de longitud completa
se puede utilizar en dichas composiciones.

Los vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables son
bien conocidos y pueden ser seleccionados por los expertos en la técnica. Por

ejemplo, el vehiculo o excipiente pueden incluir favorablemente un regulador
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de pH. Opcionaimente, el vehiculo o excipiente también contiene por lo menos
un componente que estabilice la solubilidad y/o estabilidad. Ejemplos de
agentes de solubilizacionfestabilizacién incluyen detergentes, por ejemplo,
laurel sarcosina y/o tween. Los agentes de solub'ilizacién/estabilizacién
alternativos incluyen arginina, y polioles formadores de vidrio (tales como
sacarosa, trehalosa y similares). Numerosos vehiculos farmacéuticamente
aceptables y/o excipientes farmacéuticamente aceptables son conocidos en la
tecnica y se describen, v.gr., en Remington 's Pharmaceutical Sciences, de E.
W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 52 edicion (975).

Por consiguiente, los excipientes y vehiculos adecuados pueden
ser seleccionados por los expertos en la técnica para producir una formulacion
adecuada para suministrar a un sujeto mediante una via de administracion
seleccionada.

Los excipientes adecuados incluyen, sin limitacién: glicerol,
polietilenglicol (PEG), sorbitol, trehalosa; ‘sal de sodio de N-lauroilsarcosina, L
-prolina, sulfobetaina no detergente, clorhidrato de guanidina, urea, oxido de
trimetilamina, KCI, Ca®, Mg®, Mn?, iﬁ” y otras sales relacionadas con
cation divalente, ditiotreitol, ditioeritrol, y B-mercaptoetanol. Otros excipientes
pueden ser detergentes (incluyendo: Tween80, Tween20, Triton X-00, NP-40,
Empigen BB, octilglucésido, lauroil maltosido, Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-
0, Zwittergent 3-2, Zwittergent 3-4, Zwittergent 3-6, CHAPS, desoxicolato de
sodio, dodecilsulfato de sodio, bromUrdr'd"é’. cetiltrimetilamonio).

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas tambien

(o
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incluyen un adyuvante. En el contexto de una composicion inmunogénica
adecuada para administracion a un sujeto para el propésito de producir una
respuesta inmunolégca protectora contra RSV, el adyuvante se selecciona
para producir a respuesta inmunolégica balanceada derivada de TH1 o
Th1/Th2, caracterizado por la produccién de interferon-gamma (IFN-y).

El adyuvante es tipicamente seleccionado para incrementar una
respuesta inmunoldgica derivada de Th1 {0 una respuesta inmunolégica
equilibrada por Th1/Th2), caracterizada por la produccién y secrecion de {FN-
y, en el sujeto, o poblacién de sujetos, a quienes se administra la
composicién. Por ejemplo, cuando la composicién inmunogénica ha de ser
administrada a un sujeto de un grupo de edad particular susceptible a (0 en
riesgo incrementado de) infeccién por RSV, el adyuvante se selecciona para
ser seguro y efectivo en el sujeto o poblacidn de sujetos. Por lo tanto, cuando
se formula una composicién inmunogénica que contiene un antigeno Pref de
RSV para administracién en un sujeto de edad avanzada (tal como a sujeto
mayor de 65 afios de edad), el adyuvante se selecciona para ser seguro y
efectivo en sujetos de edad avanzada. De manera similar, cuando la
composicion inmunogénica que contiene el antigeno PreF de RSV esta
disefado para administracion en sujetos neonatales o nifios pequefios (tales
como sujetos entre el nacimiento y la edad de dos afos), el adyuvante se
selecciona para ser seguro y efectivo en neonatos y nifios pequefos. En el
caso de un adyuvante seleccionado para seguridad y eficacia en neonatos y

nifios pequefios, se puede seleccionar una dosis de adyuvanie que es una
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dilucion (v.gr., una dosis fraccionada) de una dosis tipicamente administrada a
un sujeto adulto.

Ademas, el adyuvante es tipicamente seleccionado para
incrementar una respuesta inmunologica de Th1 cuando se administra por una
via de administracion, por la cual la composicion inmunogénica es
administrada. Por ejemplo, cuando se formula una composicién inmunogénica
que contiene un antigeno PreF para ;aministracién nasal, proteosoma y
protolin son adyuvantes de derivaciéon de Th1 favorables, Por el contrario,
cuando la composicién inmunogénica se formula para administracion
intramuscular, los adyuvantes que incluyen uno o mas de 3 D-MPL, escualeno
(v.gr., QS21), liposomas, y/o aceite y emulsiones acuosas son favorablemente
seleccionadas.

Un adyuvante adecuadé para usarse en combinacion con
antigenos PreF es un derivado de Iipopé‘!isacérido bacteriano no toxico. Un
egjemplc de un derivadc no toxico ‘Adecuado de lipido A, es lipido
monofosforilico A o muy particularmente lipido monofosforilico A 3-desacilado
(3D-MPL). 3D-MPL es vendido bajo'lei nombre MPL por GlaxoSmithKline
Biologicals N.A., y es referido a lo largo del documento como MPL o 3D-MPL.
Veéase, por ejemplo, patentes de E.U.A. Nos. 4,436,727, 4877,611; 4,866,034
y 4,912,094. 3D-MPL promueve principalmente respuestas de células CD4+T
con un fenotipo IFN-y (Th1). 3 D-MPL pﬁede ser producido de conformidad
con los metodos descritos en 6822202—'1"'1:,3\. Quimicamente es una mezcla de

lipido monofosforilico A 3-desacilado'cor‘a":’3, 4,5 6 6 cadenas aciladas. En las

. Yo, N
e

Gy



10

15

20

82

composiciones de la presente invencién, se puede usar 3D-MPL de particula
pequena. 3D-MPL de particula pequefia tiene un tamano de particula tal que
puede ser filtrado en forma estéril a traves de un filtro de 0.22 ym. Dichas
preparacicnes se describen en el documento W094/21292.

Un lipopolisacarido, tal como 3D-MPL, se puede wusar en
cantidades entre 1 y 50 pg, por dosis humana de la composicidn
inmunogénica. Dicho 3D-MPL se puede usar a un nivel de aproximadamente
25 pg, por ejemplo entre 20-30 ug, adecuadamente entre 21-29 pg o entre 22
y 28 ug o entre 23 y 27 g o entre 24 y 26 ug, o 25 pg. En otra modalidad, |a
dosis humana de la composicion inmunogénica comprende 3D-MPL a un nivel
de aproximadamente 10 ug, por ejemplo entre 5 y 15 pg, adecuadamente
entre 6 y 14 ug, por ejemplo entre 7y 13 ug o entre 8 y 12 pg o entre S y 11
ug, o 10 yg. En una modalidad adicional, la dosis humana de la composicion
inmunogénica comprende 3D-MPL a un nivel de aproximadamente 5 ug, por

ejemplo entre 1y 9 ug, o entre 2 y 8 ug o adecuadamente entre 3y 7 ugo 4 y

Mg, 0 5 Hg.

En otras modalidades, el lipopolisacarido puede ser un
disacarido de B(1-6) glucosamina, como se describe en la patente de E.UA.
No. 6,005,099 y Patente EP No 0 729 473 B1. Un experto en la técnica podria
producir facilmente varios Iipopolis'acéridos, tales como 3D-MPL, con base en
las ensefianzas de estas referencias. Sin embargo, cada una de estas
referencias es incorporada aqui por referencia. Ademas de los

inmunoestimulantes antes mencionados (que son similares en estructura a los
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de LPS o MPL o 3D-MPL), derivados de monosacarido y disacarido acilados
que son una sub-porcién para la estructura anterior de MPL también son
adyuvantes adecuados. En otras modalidades, el adyuvante es un derivado
sintético de lipido A, algunos de los cuales se describen como agonistas de
TLR-4, e incluyen, pero no se limitan a: OM 174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-
[(R)-3-dodecanoiloxitetra-decanoilamine}-4-o-fosfono-B-D-glucopiranosil]-2-
[(R)-3-hidroxitetradecanocilaminoj-a-D-glucopiranositdifosfato  acido), (WO
95/14026); OM 294 DP (38, 9 R) -3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino)-4-
oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino}decan-1,10-diol,1,10-
bis(fosfato diacido) (WO 99/64301 y WO 00/0462); y OM 187 MP-Ac DP (3S-,
9R)-3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino)-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-
hidroxitetradecancilamino]decano-1,10-diol, 1-fosfato diacido 10-(6-
aminohexanoato) (WO 01/46127).

Otros ligandos TLR4 qflé':se pueden usar son fosfatos de
alquilgtucosaminida (AGPs) tales como aquellos descritos en el documento
WO 98/50399 o patente de E.UA. No. 6,303,347 (también se describen
procedimientos para la preparacion de AGPs), adecuadamente RC527 o
RC529 o sales farmacéuticamente aceptables de AGPs como se describe en
la patente de E.U.A. No. 6,764,840. Algunos AGPs son agonistas de TLR4, y
algunos son antagonistas de TLR4. Sé ensefia que ambos son Utiles como
adyuvantes.

Otros ligandos TLR4 adécuados, capaces de causar una

respuesta de sefalizacidn a través de TLR-4 (Sabroe et al, J! 2003 p1630-5)
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son, por ejemplo, lipopolisacarido de bacterias gram-negativas y sus
derivados, o fragmentos de los mismos, en particular un derivado no tdxico de
LLPS (tal como 3D-MPL). Otros antagonistas de TLR adecuados son: proteina
de choque término (HSP) 10, 80, 65, 70, 75 6 90; Proteina A de agente
tensoactivo, oligosacaridos de hialuronano, fragmentos de sulfato de
heparan, fragmentos de fibronectina, péptidos de fibrindgeno y b-defensin-2, y
dipéptido d muramilo (MDP). En una modalidad, el agonista de TLR es HS5P
60, 70 6 90. Otros ligandos TLR4 adecuados son como se describe en el
documento WO 2003/011223 y en el documento WO 2003/099195, tales
como compuesto |, compuesto Il y compuesto Ill descritos en las paginas 4-5
del documento WO02003/011223 o en las paginas 3-4 del documento
WQ02003/099195 y en particular aquellos compuestos descritos en el
documento WQ2003/011223 como ER803022, ERB803058, ER803732,
ER804053, ER804057, ER804058, ER804059, ER804442, ER804680 y
ER804764. Por ejemplo, un ligando TLR-4 adecuado es ER804057.

Agonistas de TLR adicionales también son utiles como
adyuvantes. El término "agonista de TLR" se refiere a un agente que es capaz
de causar una respuesta de sefializacion a través de una via de senalizacion
de TLR, ya sea como un Ii.ga;ndo directo o indirectamente a traves de la
generacidn de ligando endégeno o exégeno. Dichos agonistas de TLR
naturales o sintéticos se pueden usar como adyuvantes aiternativos o
adicionales. Una breve revisiéon del papel de TLRs como receptores de

adyuvante se provee en Kaisho y Akira, Biochimica et Biophysica Acta 1589:1-
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13, 2002. Estos adyuvanies potenciales incluyen, pero no se limitan a
agonistas para TLR2, TLRS3, TLR?, TLR8 y TLRS. Por consiguiente, en una
modalidad, el adyuvante y composicién inmunogénica ademas comprende un
adyuvante que se selecciona del grupo que consiste de: un agonista de TLR-
1, un agonista de TLR-2, un agonista de TLR-3, un agonista de TLR-4, un
agonista de TLR-5, un agonista de TLR-8, un agonista de TLR-7, un agonista
de TLR-8, un agenista de TLR-9, o una combinacién de los mismos.

En una modalidad de la presente invencién, se usa un agonista
de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefalizacidn a través de
TLR-1. Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta
de sefializacién a través de TLR-1 se selecciona de: lipopéptidos tri-acilados
(LPs); modulina soluble en fenol, Mycobacterium tuberculosis LP; S-(2,3-
bis(paimitoioni)-(2-RS)-propil)-N—palmit‘o'il-(R)-Cys—(S)-Ser~(8)—Lys(4)—OH,
triclorhidrato (Pam3Cys) LP que simula al amino terminal acetilado de una
lipoproteina bacteriana y OspA LP de Borrelia burgdorferi.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de TLR-2.
Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de
sefializacién a través de TLR-2 es uno o méas de una lipoproteina, un
peptidoglican, un lipopéptido bacteriano de M tuberculosis, B burgdorferio T
pallidum; peptidoglicanos de especies"(:;ue incluyen Staphylococcus aureus,
acidos lipoteicoicos, acidos ménu'fé';;%?cos, Neisseria porins, fimbrias

bacterianas, factores de virulencia de Yérsina, CMV viriones, haemaglutinina
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de sarampién, y zimosan de levadura.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de TLR-3.
Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-3 es ARN de doble cadena (ARNdc), o acido
poliinosinice-policitidilico (Poly 1C), un patron de &cido nucleico molecular
asociado con infeccion viral.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacibn a través de TLR-S.
Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-5 es flagelina bacteriana.

En una modalidad_alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de TLR-6.
Adecuadamente, el agonista de TLR caﬁaz de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-6 es lipoproteina micobacteriana, LP di-acilado,
y modulina soluble en fenol. Los agonistas de TLR6 adicionales se describen
en el documento WQ 2003/043572.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuééta de sefalizacibn a través de TLR-7.
Adecuadamente, el agonista de TLR capaz. de causar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-7 es un ARN de cadena sencilla (ARNcs),
loxoribina, un analogo de guanosina en las posiciones N7 y C8, o un

compuesto de imidazoquinolina, o derivado del mismo. En una modalidad, el
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agonista de TLR es imiquimod. Ademas, agonistas de TLR7 se describen en
el documento WO 2002/085905.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacién a través de TLR-8.
Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una respuesta de
sefalizacion a través de TLR-8 es un ARN de cadena sencilla (ARNcs), una
molécula de imidazoquinolina con actividad antiviral, por ejemplo resiquimod
(R848); resiquimod también es capaz de reconocimiento por TLR-7. Otros
agonistas de TLR-8 que se pueden usar incluyen aquellos descritos en el
documento WQ 2004/071459.

En una modalidad alternativa, se usa un agonista de TLR que es
capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de TLR-9. En una
modalidad, el agonista de TLR capzz de causar una respuesta de
senalizacidn a través de TLR-9 es HSPQO Alternativamente, el agonista de
TLR capaz de causar una respuesta de sefalizacion a través de TLR-9 es
ADN bacteriano o viral, ADN que contiene nucledtidos de CpG no metilados,
en particular contextos de secuencia conocidos como motivos de CpG.
Oligonucleétidos que contienen CpG inducen una respuesta de Th1
predominantemente. Dichos oligonucledtidos son bien conocidos y se
describen, por ejemplo, en los documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y
patentes de E.UA. Nos. 6,008,200 % 5856462. Adecuadamente, los
nucleotidos de CpG son oligonucleéltig;:)s de CpG. Los oligonucleodtidos

adecuados para usarse en las composicicnes inmunogénicas de la presente
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invencién son oligonucledtidos que contienen CpG, opcionaimente que
contienen dos o mas motivos de CpG de dinucledtido separados por lo menos
por tres, adecuadamente por lo menos seis 0 mas nuclestidos. Un motivo de
CpG es un nucledtido de citosina seguido por un nucledtido de guanina. Los
oligonucleétidos de CpG de la presente invencion son tipicamente
desoxinucledtidos. En una modalidad especifica, el internucledtido en el
oligonucledtido es fosforoditioato, o adecuadamente un enlace de
fosforotioato, aunque el fosfodiéster y otros internucleotidos estan dentro del
alcance de la invencion. También incluidos dentro del alcance de la invencion
son los oligonucledtidos son enlaces de internucledtido mixtos. Los métodos
para producir oligonucleotidos _cje fosforotioato o fosforoditicato se describen
en las patentes de E.UA. Nbs. 5,666,153, 5,278,302 y el documento WO
95/26204.

Otros adyuvantes que se pueden usar en composiciones
inmunogénicas con un antigeno PreF, v.gr., como tales 0 en combinacién con
3D-MPL, u otro adyuvante descrito aqui, son saponinas, tales como Q321.

Las saponinas se ensefian en: Lacaille-Dubois, M y Wagner H.
(1996. A review of the biological and pharmacoclogical activities of saponins.
Phytomedicine vol 2 pp 363-?;8_6). ‘Las saponinas son esteroides o glicésidos
de triterpenc ampliamente distribuidos en el reino vegetal y animales marinos.
Las saponinas se sefalan para formar soluciones coloidales en agua que
forman espuma al agitarse, y para precipitar colesterol. Cuando las saponinas

estan cerca de las membranas celulares crean estructuras en forma de poros
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en la membrana que causan que ia membrana se reviente. La hemdlisis de
los eritrocitos es un ejemplo de este fendmeno, que es una propiedad de
ciertas, pero no todas las, saponinas.

Las saponinas son conocidas como adyuvantes en vacunas para
administracion sistémica. El adyuvante y actividad hemolitica de saponinas
individuales han sido estudiados extensivamente en la técnica (Lacaille-
Dubois y Wagner, antes citados). Por ejemplo, Quil A (derivado de la corteza
del arbol sudamericano Quillaja saponaria Molina), y fracciones de! mismo, se
describen en US 5,057,540 y "Saponins as vaccine adjuvants", Kensil, C. R.,
Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; y EP 0 362 279 B1.
Estructuras particulares, denominadas complejos inmunoestimulantes
(ISCOMS), que comprenden fracciones de Quil A son hemoliticas y se han
usado en la fabricacion de vacunas '(I\'z"!drein, B., EP 0 109 942 B1: WO
96/11711, WQ 96/33739). Las saponinas hemoliticas QS21 y QS17
(fracciones de Quil A purificadas por C[AR) se han descrito como adyuvantes
sistémicos potentes, y el método de su produccién se describe en la patente
de E.UA. No.5,057,540 y EP 0 362 279 B1, que se incorporan aqui por
referencia. Otras saponinas que se han usado en estudios de vacunacion
sistémica incluyen aquelios derivados de otras especies vegetales tales como
Gypsophila y Saponaria (Bomford et é!, V'é';r;cine, 10(9):572-577, 1992).

QS21 es una fraccién no tomca purificada por CLAR derivada de
la corteza de Quillaja saponaria Molina. Un método para producir QS21 se

describe en la patente de E.U.A. No. 5,057,540. Formulaciones adyuvantes no
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reactogénicas que contienen QS21 se describen en WO 96/33739. Las
referencias antes mencionadas se incorporan aqui por referencia. Dicha
saponina inmunolégicamente activa, tal como QS21, se puede usar en
cantidades de entre 1 y 50 pg, por dosis humana de la composicion
inmunogénica. Ventajosamente, QS21 se usa a un nivel de aproximadamente
25 ug, por ejemplo entre 20-30 pg, adecuadamente entre 21-29 pg o entre 22-
28 ug o entre 23-27 ug o entre 24-26 pg, o 25 pg. En otra modalidad, la dosis
humana de la composicion inmunogénica comprende QS21 a un nivel de
aproximadamente 10 ug, por ejemplo entre 5 y 15 ug, adecuadamente entre
6-14 pg, por ejemplo entre 7-13 pg o entre 8-12 ug o entre 8-11 g, o 10 yg.
En una modalidad adicional, la dosis humana de la composicion inmunogénica
comprende QS21 a un nivel dqj aproximadamente 5 pg, por ejemplo entre 1-9
Mg, © entre 2-8 ug o adecuadaﬁlente entre 3-7 pug o 4-6 ug, o 5 ug. Se ha
mostrado que dichas formulaciones que comprenden QS21 y colesterol son
adyuvantes estimulantes de Th1 exitosos cuando se formulan junto con un
antigeno. Por lo tanto, por ejemplo, los polipéptidos PreF se pueden utilizar
favorablemente en composicioﬁes inmunogénicas con un adyuvante que
comprende una combinacion de QS21 y colesterol.

Opcionalmente, '_ei adyuvante también puede incluir sales
minerales tales como sales de aluminio o calcio, en particular hidroxido de
aluminio, fosfato de aluminio y fosfato de calcio. Por ejemplo, un adyuvante
que contiene 3 D-MPL en combinacién con una sal de aluminio (v.gr.,

hidroxido de aluminio o "alumbre") es adecuado para formulacion en una
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composicidon inmunogenica que contiene un antigeno PreF para
administracion a un sujeto humano.

Otra clase de adyuvantes de derivacion de Th1 adecuados para
usarse en formulaciones con antigenos PreF incluye composiciones
inmunoestimulantes basadas en OMP. Las composiciones
inmunoestimulantes basadas en OMP son particularmente adecuadas como
adyuvantes de mucosa, v.gr., para administraciébn intranasal. Las
composiciones inmunoestimulantes basadas en OMP son un género de
preparaciones de proteinas de membrana externa (OMPs, incluyendo algunas
porinas) de bacterias gram-negativas, tales como, pero sin limitarse a,
especies de Neisseria (véase, v.gr., Lowell et al, J. Exp. Med. 167:658, 1988;
Lowell et al, Science 240:800, 1988; Llyrth et al, Biophys. J. 45:104, 1984;
Lowell, en "New Generacion Vaccines” 2a ed., Marcel Dekker, Inc., New York,
Basil, Hong Kong, pagina 193, 1997; patente de E.U.A. No. 5,726,292 patente
de E.UA. No. 4,707,543), que son utles como un vehiculo o en
composiciones para inmunogenos, tales como antigenos bacterianos o
virales. Algunas composiciones inmunoestimulantes basadas en OMP se
pueden referir como "protecsomas”, que son hidrofobicos y seguros para uso
humano. Los proteosomas tienen Ié"&:apacidad de auto-ensamblarse en
vesiculas o agregados de OMP sirﬁilaféél":a vesicula de aproximadamente 20
nm a aproximadamente 800 nm, y para incorporar de manera no covalente,
coordinar, asociar {v.gr., electrostaticamente o hidrofébicamente), o de otra

manera cooperar con antigenos de proteina (Ags), particularmente antigenos
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gue tienen una porcién hidrofobica. Cualquier método de preparacion que da
por resultado el componente de proteina de membrana externa en forma de
vesicula o similar a vesicula, incluyendo estructuras membranosas multi-
moleculares o composiciones de OMP en forma globular fundida de uno o
mas OMPs, se incluye dentro de la definicion de proteosoma. Los
protecsomas se pueden preparar, por ejemplo, como se describe en la técnica
(véase, v.gr., patente de E.UA No. 5,726,292 o patente de E.UA. No.
5,985,284). Los proteosomas también pueden contener un lipopolisacarido
enddgeno o lipooligosacarido (LPS o LOS, respectivamente) que se origina de
la bacteria usada para producir las porinas de OMP (v.gr.,, especies de
Neisseria), que generalmente serd menor que 2% de la preparacion de OMP
total. |

Los proteosomaé estan compuestos principalmente de proteinas
de membrana externa quimicamente extraidas (OMPs) de Neisseria
menigitidis (en su mayoria porinas A y B asi como OMP de clase 4),
mantenidas en solucion por detergente (Lowell GH. Proteosomes for Improved
Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine MM, Woodrow GC, Kaper JB,
Cobon GS, eds, New Generacion Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc.
1997; 193-206). Los proteosqmas se pueden formular con una variedad de
antigenos tales como protei_ri;sl purificadas o recombinantes derivadas de
fuentes virales, incluyendo los 'polipéptidos PreF descritos aqui, v.gr., por
procedimientos de diafiltracion o dialisis tradicionales. La remocion gradual de

detergente permite la formacion de complejos hidrofébicos en particulas de
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aproximadamente 100-200 nm de diametro (Lowell GH. Proteosomes for
Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine MM, Woodrow GC,
Kaper JB, Cobon GS, eds, New Generacion Vaccines. New York: Marcel
Dekker, Inc. 1997; 183-208).

“Proteosoma: LPS o Protolina", como se usa aqui, se refiere a
preparaciones de protecsomas mezclados, v.gr., mediante la adicién exégena,
con por lo menos un tipo de lipopolisacarido para proveer una composiciéon de
OMP-LPS (que puede funcionar como una composicion inmunoestimulante).
Por lo tanto, la composicion de OMP-LPS puede estar compuesta de dos de
los componentes basicos de protolina, que incluyen (1) una preparacion de
proteina de membrana externa de protéoéomas (v.gr., proyuvante) preparada
a partir de bacterias gram-negativas, tales como Neisseria meningitidis, y (2)
una preparacion de uno 0 mas Iiposacé‘riaos. Un lipo-oligosacarido puede ser
endbdgeno (v.gr., contenido naturalmente con la preparacion de proteosoma de
OMP}), se puede mezclar o combinar con una preparacién de OMP a partir de
un lipo-oligosacarido exdégenamente preparado (v.gr., preparado de un cultivo
o microorganismo diferente que la preparacion de OMP), o puede ser una
combinacidn de los mismos. Dicho LPS exdgenamente afadido puede ser de
la misma bacteria Gram-negativa de la cual se hizo la preparacién de OMP o
de una bacteria Gram-negativa diferentd.” También se debe entender que la
protolina incluye opcionalmente Iipidos: g‘l:i'colipidos, glicoproteinas, moléculas
peguefias, o similares, y combinaciones de las mismas. La protolina se puede

preparar, por gjemplo, como se describe en {a publicacion de solicitud de

05
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patente de E.U.A. No. 2003/0044425.

Las combinaciones de diferentes adyuvantes, tales como
aquellos mencionados de aqui en adelante, también se pueden usar en
composiciones con antigenos PreF. Por ejemplo, como ya se sefiald, Q521 se
puede formular con 3D-MPL. La relacion de QS521:3D-MPL tipicamente sera
del orden de 1:10 a 10:1; tal como 1:5 a 5:1, y a menudo sustancialmente 1:1.
Tipicamente, la relacion esta en el intervalo de 2.5:1 a 1:1 de 3D-MPL:QS21.
Otra formulacién de adyuvante de combinacion incluye 3D-MPL y una sal de
aluminio, tal como hidroxido de aluminio. Cuando se formula en combinacion,
esta combinacion puede incrementar una respuesta inmunolégica de Th1
especifica de antigeno.

En algunos casos, la formulacion de adyuvante incluye una
emulsion de aceite en agua, o una sal mineral tal como una sal de calcio o
aluminio, por ejemplo fosfato de‘calcio, fosfato de aluminio o hidroxido de
aluminio. En donde esta presente el alumbre, v.gr., en combinaciéon con 3D-
MPL, la cantidad es tipicamente entre aproximadamente 100 ug y 1 mg, tal
como de aproximadamente 100 pg, o aproximadamente 200 upg a
aproximadamente 750 ug, tal como aproximadamente 500 pg por dosis.

En algunas medalidades, el adyuvante incluye una emulsidn de
aceite y agua, v.gr., una emullsién de aceite en agua. Un ejemplo de una
emulsién de aceite en aguaf- cérﬁprende un aceite metabolizable, tal como
escualeno, un tocol tal c:omo' a tocoferol, v.gr., alfa-tocoferol, v.gr., alfa-

[}

tocoferol, y un agente tensoactiveo, tal como trioleato de sorbitan (Span 85™) o
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monooleato de polioxietilensorbitan (Tween 80™), en un vehiculo acuoso. En
ciertas modalidades, la emulsion de aceite en agua no contiene ningun
inmunoestimulante(s) adicional, (en particular, no contiene un derivado de
lipido A no tdxico, tal como 3D-MPL, o una saponina, tal como QS21). El
vehiculo acuoso puede ser, por ejemplo, soluciéon salina regulada en su pH
con fosfato. Ademas, la emulsion de aceite en agua puede contener span 85
y/o lecitina y/o tricaprilina.

En otra modalidad de la invencién, se provee una compaosicion
de vacuna que comprende un antigeno o composicion de antigeno y una
composicidn de adyuvante que comprende una emulsion de aceité en agua y
opcionalmente uno 0 mas inmunoestifulantes adicionales, en donde dicha
emulsion de aceite en agua compfend'é 0.5-10 mg de aceite metabolizable
(adecuadamente escualeno), 0.5-11 mg de tocol (adecuadamente un
tocoferol, tal como alfa-tocofero!) y 0.4-4 mg de agente emulsionante.

En una modalidad especifica, la formulacién de adyuvante
incluye 3D-MPL preparado en forma de una emulsién, tal como una emulsion
de aceite en agua. En algunos casos, la emulsion tiene un tamafio de
particula pequefio de menos de 0.2 prﬁ de diametro, como se describe en el
documento WO 94/21292. Por ejemplo; lds particulas de 3D-MPL pueden ser
suficientemente pequefias para se; filiré'd;s en forma estéril a través de una
membrana de 0.22 micras (como se describe en la patente europea nimero 0
689 454). Alternativamente, el 3D-MPL se puede preparar en una formulacion

liposomal. Opcionalmente, el adyuvante que contiene 3 D-MPL (o un derivado
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del mismo) también incluye un componente inmunoestimulante adicional.

El adyuvante se selecciona para ser seguro y efectivo en la
poblacién a la cual se administra la composicion inmunogénica. Para
poblaciones de adultos y personas de edad avanzada, las formulaciones
tipicamente incluyen mas de un componente de adyuvante que el que se
encuentra tipicamente en una .formulacic'm para nifios pequefios. En las
formulaciones particulares que usan una emulsion de aceite en agua, dicha
emulsion puede incluir componentes adicionales tales como, por ejemplo,
colesterol, escualeno, alfa tocoferol, y/o un detergente, tal como tween 80 o
span85. En formulaciones ilustrativas, dichos componentes pueden estar
presentes en las siguientes cantidades: de aproximadamente 1- 50 mg de
colesterol, de 2 a 10% de escga_leno, de 2 a 10% de alfa tocoferol y de 0.3 a
3% de tween 80. Tipicamente, ia relécién de escualeno:alfa tocoferol es igual
a o menor que 1 ya que esto provee una emulsion mas estable. En algunos
casos, la formulacion también puede contener un estabilizador.

Cuando una composicién inmunogenica con un antigeno de
polipéptido PreF se formula para administrarse a un nifio pequefio, la dosis de
adyuvante se determina que es efectiva y relativamente no reactogénica en un
nifo pequefio. Generalmente, la dosis de adyuvante en una formulacion para
nifios pequefios es mas baja (-pgr Qjemplo, la dosis puede ser una fraccion de
ia dosis provista en una formt:Iacién que se ha de administrar a adultos) que
aquella usada en formulaciones disefiadas para administrarse a adultos (v.gr.,

adultos de 65 anos de edad o mayores). Por ejemplo, la cantidad de 3D-MPL
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esta tipicamente en el intervalo de 1 ug-200 pg, tal como 10-100 g, o 10 pg-
20 ug por dosis. Una dosis para nifos pequefios esta tipicamente en un
extreme de este intervalo, v.gr, de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 50 ug, tal como de aproximadamente 2 g, o
aproximadamente 5 ng, o aproximadamente 10 pg, a aproximadamente 25 ng,
0 a aproximadamente 50 pg. Tipicamente, en donde QS21 se usa en la
formulacién, los intervalos son comparables (y de conformidad con las
relaciones indicadas anteriormente). En el caso de una emulsidn de aceite y
agua (v.gr., una emulsion de aceite en agua), la dosis de adyuvante provista a
un nifo o nifio pequeno puede ser una fraccion de la dosis administrada a un
sujeto adulto. Una demostracion de la eficacia de composiciones
inmunogénicas que contienen un antigeno PreF en combinacion con varias
dosis de un adyuvante de aceite en agUé' ilustrativo se provee en el ejemplo 9.

Una composicion inm‘ur‘ié'_cj’énica tipicamente contiene una
cantidad inmunoprotectora (o una dosis fraccionada de la misma) del antigeno
y se puede preparar por técnicas convencionales. l.a preparacion de
composiciones inmunogenicas, incluyendo aquellas para administracion a
sujetos humanos, generalmente se describe en Pharmaceutical
Biotechnology, Vol.61 Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach,
editado por Powell y Newman, Plenum Press, 1995. New Trends and
Developments in Vaccines, editado po"r '\‘/oller et al, University Park Press,

Baltimore, Maryland, E.U A, 1978. Lé‘ éri}f::apsulacién dentro de liposomas se
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describe, por ejemplo, en Fullerton, patente de EUA. 4235877 La
conjugacion de proteinas a macromoléculas se describe, por ejemplo, en
Likhite, patente de E.U.A. 4,372,945 y en Armor et al, patente de E.UA.
4,474 757,

Tipicamente, la_cantidad de proteina en cada dosis de la
composicion inmunogénica se"selecciona como una cantidad que induce una
respuesta inmunoprotectora sin efectos colaterales adversos, significativos en
el sujeto tipico. Inmunoprotector en este contexto no necesariamente significa
completamente protector contra infeccién; significa proteccion contra sintomas
o enfermedad, especiaimente enfermedad severa asociada con el virus. La
cantidad de antigeno puede variar dependiendo de que inmunégeno
especifico se utilice. Generalmente, se espera que cada dosis humana
comprenda 1-1000 pg de proteina, tal como de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 100 ug, pbr gjemplo, de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 50 ug, tal com‘o aproximadamente 1 pg, aproximadamente
2 ug, aproximadamente 5 pg, aproximadamente 10 pg, aproximadamente 15
ug, aproximadamente 20 pg, aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30
ug, aproximadamente 40 pg, o aproximadamente 50 ug. La cantidad utilizada
en una composicion inmunogénica se selecciona con base en la poblacion del
sujeto (v.gr., nifos pequefos o personas de edad avanzada). Una cantidad
optima para una composiciéﬁ particular se puede lograr por estudios

Vet .
estandares que implican la o'bselrvacién de titulos de anticuerpo y otras

respuestas en sujetos. Después de una vacunacion inicial, los sujetos pueden
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recibir un refuerzo en aproximadamente 4 semanas.

Cabe seflalar que independientemente del adyuvante
seleccionado, la concentracion en la formulacién final se calcula para que sea
segura y efectiva en la poblacién objetivo. Por ejemplo, las composiciones
inmunogenicas para producir una respuesta inmunologica contra RSV en
humanos se administran favorablemente a nifios pequefos (v.gr., nifios
pequenos entre el hacimiento y 1 ano, tal como entre 0 y 6 meses, a la edad
de dosis inicial). Las composiciones inmunogénicas para producir una
respuesta inmunolégica contra RSV también se administran favorablemente a
humanos de edad avanzada (v.gr., solas o en una combinacién con antigenos
de otros patdégenos asociados con COPD). Se apreciara que la eleccidén de
adyuvante puede ser diferente en estas aplicaciones diferentes, y el
adyuvante y concentracion oOptimos’ ‘Fara cada situacién pueden ser
determinados empiricamente por los expertos en la técnica.

En ciertas modalidades, las composiciones inmunogénicas son
vacunas que reducen o previenen infeccion con RSV. En algunas
modalidades, las composiciones inmunogénicas son vacunas que reducen o
previenen una respuesta patologica después de infecciébn con RSV.
Opcionalmente, las composiciones inm'uhogénicas que contienen un antigeno
PreF se formulan con por lo menos‘uri't é‘ntigeno adicional de un organismo
patdégeno distinto de RSV. Por ejerﬁpio,“é{l‘organismo patégeno puede ser un
patogeno del tracto respiratorio (tal como un virus o bacteria que causa una

L

infeccidn respiratoria). En ciertos casos, la composicidon inmunogénica
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contiene un antigeno derivado de un virus patégeno distinto de RSV, tal como
un virus gque causa una infeccién del tracto respiratorio, tal como influenza o
parainfluenza. En otras modalidades, los antigenos adicionales se seleccionan
para facilitar la administracion o reducir el numero de inoculaciones requeridas
para proteger a un sujeto contra una pluralidad de organismos infecciosos.
Por ejemplo, el antigeno se puede derivar de cualquiera 0 mas de influenza,
hepatitis B, difteria, tétanos, pertussis, Hemophilus influenzae, virus de la
polio, Streptococcus o Pneumococcus, entre otros,

Por consiguiente, el uso de antigenos PreF o acidos nucleicos
que los codifican en la preparacion de un medicamento para tratar (ya sea
terapéuticamente después de o brofilécticamente antes de) la exposicién a o
infeccidbn por RSV es también una caracteristica de esta descripcion.
Asimismo, los métodos para producir una respuesta inmunoldgica contra RSV
en un sujeto son una caracteristica de esta descripcion. Dichos métodos
incluyen la administracion de una cantidad inmunoldgicamente efectiva de una
composicién que comprende un antigeno PreF a un sujeto, tal como un sujeto
humano. Comunmente, la composicion incluye un adyuvante que produce una
respuesta inmunoldgica derivza‘dg de TH1. La composicion se formula para
producir una respuesta inmuholégica especifica para RSV sin incrementar
enfermedad viral después de contacto con RSV. Es decir, la composicion se
formula para y da por resultado una respuesta inmunologica derivada de TH1
que reduce o previene infeccion con un RSV y/o reduce o previene una

respuesta patolégica después de infeccibn con un RSV. Aungue la
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composicion puede ser administrada por una variedad de diferentes vias, muy
comunmente, las composiciones inmunogénicas son suministradas por una
via de administracién intramuscular o intranasal.

Una composicidn inmunogénica tipicamente contiene una
cantidad inmunoprotectora (o una dosis fr'éccionada de la misma) del antigeno
y se puede preparar por técnicas convencionales. La preparacion de
composiciones inmunogénicas, incluyendo aquellas para administracion a
sujetos humanos, generalmente se describe en Pharmaceutical
Biotechnology, Vol.61 Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach,
editado por Powell y Newman, Plenum Press, 1995. New Trends and
Developments in Vaccines, editado por'\/olrler et al, University Park Press,
Baltimore, Maryland, E.U.A. 1978. L'a éncapsulacién dentro de liposomas se
describe, por ejemplo, en Fullerton, patente de E.U.A. 4,235877. La
conjugaciéon de proteinas a macromoléculas se describe, por ejemplo, en
Likhite, patente de E.U.A. 4,372,945 y en Armor et al, patente de E.UA.
4,474,757,

Tipicamente, la cantidad de proteina en cada dosis de la
composicién inmunogénica se selecciona como una cantidad que induce una
respuesta inmunoprotectora sin efectos cclaterales adversos, significativos en
el sujeto tipico. Inmunoprotector en este contexto no necesariamente significa
completamente protector contra infeccidn; significa proteccion contra sintomas
o enfermedad, especialmente enfermedad severa asociada con el virus. La

cantidad de antigeno puede variar dependiendo de qué inmunodgeno
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especifico se utilice. Generalmente, se espera que cada dosis humana
comprenda 1-1000 ug de proteina, tal como de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 100 ug, por ejemplo, de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 50 pg, tal cgmo aproximadamente 1 pg, aproximadamente
2 pg, aproximadamente 5 g, aproximadamente 10 ug, aproximadamente 15
pg, aproximadamente 20 ug, aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30
ug, aproximadamente 40 ug, o aproximadamente 50 ug. La cantidad utilizada
en una composicion inmunogénica se selecciona con base en la poblacion dei
sujeto (v.gr., nifos pequefios o personas de edad avanzada). Una cantidad
6ptima para una composicidn particular se puede lograr por estudios

estandares que implican la observacion de tituios de anticuerpo y otras

respuestas en sujetos. Despugs de una vacunacion inicial, los sujetos pueden

1

recibir un refuerzo en aproximédamente 4-12 semanas. Por gjemplo, cuando
se administra una composicién inmunogénica que contiene un antigeno PrefF
a un nifio pequefo, la inoculacion inicial y las subsecuentes se pueden
administrar para coincidir con otras vacunas administradas durante este
periocdo.

Los siguientes ejemplos se proveen para ilustrar ciertas
caracteristicas y/o modalida,c‘:les particulares. Estos ejemplos no deben
considerarse para limitar la Eav'encién a las caracteristicas o modalidades

particulares descritas.
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EJEMPLO 1

Antigenos PreF ilustrativos

El antigeno PreF fue rﬁoéificado en comparacién con una
proteina F de RSV nativa a fin de estabilizar ia proteina en su conformacién
de prefusién, con base en la predicciéh de que una respuesta inmunologica
generada a la conformacion de prefusién de F incluiria preferiblemente
anticuerpos que previniera la unién, cambio de conformacién y/u otros eventos
implicados en fusién de membrana, incrementando asi la eficacia de Ja
respuesta protectora.

Las figuras 1A y B ilustran =squematicamente caracteristicas de
FO0 de RSV y antigenos recombinantes P'.feF flustrativos. La figura 1A es una
representacion de una proteina FO de RSV. FO es una pre-proteina que
consiste de 574 aminoacidos. La pre-proteina FO es proteoliticamente
procesada y glicosilada después de la traduccion. Un péptido de sefial, que
posteriormente es removido por una peptidasa de sefal, dirige la traduccién
de la pre-proteina FO al reticulo endoplasmico (RE). El péptido naciente en RE
es entonces N-glicosilado en multiples éii;ios (representados por triangulos). La
digestion por furina de FO genera dohildios de péptido F2 y F1, que son
doblados y ensamblados juntos como uh trimero de heterodimeros F2-F1 {es
decir, 3 veces F2-F1). En su estado rativo, la proteina F es anclada a la

membrana por una hélice de transmembrana en la regién C-terminal.

Caracteristicas adicicnales del polipéptido FO incluyen 15 residuos de cisteina,
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4 epitopes neutralizantes caracterizados, dos regiones de enrollamiento de
hélice enrollada y un motivo de lipidacion. La figura 1B ilustra caracteristicas
de antigenos PreF ilustrativos. Para construir el antigeno PreF, el polipéptido
FO fue modificado para estabilizar la conformacién de prefusién de la proteina
F, reteniendo asi los epitopesrﬁ;rw’nunogénicos predominantes de la proteina F
como se presentan por el virus;RSV antes de unirse a y fusionarse con las
células hospederas. Las siguientes mutaciones estabilizantes fueron
introducidas en el antigeno PreF en relacién con el polipéptido FO. Primero, un
dominio de hélice enrollada estabilizador se coloco en el extremo C-terminal
del dominio extracelular del polipéptido FO, reemplazando el dominio de
anclaje de membrana de F0. Segundo, el péptido prep27 (situado entre los
dominios F2 y F1 en la proteina nativa) fue removido. Tercero, ambos motivos
de furina fueron eliminados;;"'En modalidades alternativas, (PreF_V1 y
PreF_V2 designados) una porcion inmunolégicamente activa (v.gr.,
aminoéacidos 148-229) de la pro.teina G de RSV se afadid al dominio C-
terminal.

En otras modalidades, se introdujeron modificaciones para
alterar (incrementar o disminuir) la glicosilacién y/o para reducir ta digestion

por una proteasa distinta de furina.
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EJEMPLO 2

Produccion y purificacion de proteina recombinante PreF de células CHO

Una secuencia de polinucleétidos recombinante que codificaba
un antigeno PreF ilustrativo se introdujo en las células CHO hospederas para
la produccion de antigeno PreF. lLas células hospederas transfectadas
transitoriamente o poblaciones estables expandidas que comprendian la
secuencia de polinucledtido introducida se hicieron crecer en un medio y bajo
condiciones adecuadas para crecimiento a una escala aceptable para el
propdsito deseado (v.gr., como se describ® generalmente en Freshney (1994)

Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera edicion, Wiley-

Liss, Nueva York y las referencias citadas en la misma). Tipicamente, las
celulas se hicieron crecer en un medio libre de suero en matraces con
agitacion a 37°C con 5% de CO; y se hicieron pasar en intervalo de 2-3 dias,
0 en biorreactores a 29°C con pO2 mantenido a 20%.

Para recuperar el antigeno PreF recombinante, el cultivo de
células se centrifugd y el sobrenadante de cultivo de células almacenado se
almacend a 80°C hasta uso poster'.io'r'. Paa ‘analisis adicional, alicuotas de 2
litros del sobrenadante de cuitivo de células se diluyeron 2x con agua
purificada y se ajustaron a pH 9.5 con NaOH. E! sobrenadante se cargd a una
velocidad de 14 ml/min sobre una cél‘umna de intercambio de iones Q
Sepharose FF (60 ml, 11.3 cm), se equilibraron en piperazina 20 mM, pH 9.5.

Después de lavar la columna con regulador de pH de partida, se realizd

\Oq
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elucion con un gradiente de NaCl de 0 a 0.5 M de NaCl en 20 volomenes de
columna (tamafo de fraccion 10 ml), Las fracciones se analizaron sobre gel
de SDS PAGE mediante tincion de plata y western blot. Las fracciones que
contenian proteina PreF sustancial después se pusieron en acervo anies de
procesamiento posterior.

La elucién en a:.-.;é':iervo del paso Q (~130 mls) se sometid a
intercambio de regulador de pH a fosfato 10 mM, pH 7.0 usando el sistema de
TFF a escala de mesa de laboratorio de Millipore con el casete de membrana
Pelllicon XL PES Biomax 100 (MWCO 10,000 Da). El material resultante tuvo
un pH de 7.0 y una conductividad de 1.8 mS/cm. 100 ml de esta muestra se
cargaron en 5 ml/min, en un gel de hidroxiapatita Il (HA TlI) de 10 ml (XK 16,
altura=5 c¢m) equilibrado con regulador de pH de PO, (Na) 10 mM, pH 7.0.
Después de lavar la columna con el regulador de pH de partida, ia elucién se
realizd con un gradiente de 10 .mM.a 200 mM de PO4 (Na), pH 7.0 en 20
volumenes de columna. Las fra§ci6nes nuevamente se analizaron sobre SDS
PAGE con tincién de plata y azﬁl de coomassie y las fracciones positivas se
pusieron en acervo.

Después de cromatografia de afinidad, las fracciones en acervo
se concentraron y el reguladqlr de pH se intercambié a DPBS (pH ~7.4)
usando una unidad de concentrador Vivaspin 20, 10,000 Da MWCO. EI
producto final fue de aproximadamente 13 ml. La concentracion de proteina
fue de 195 ug/ml, evaluado ;;;;‘ensayo de Lowry. La pureza fue mayor que

95%. La preparacion de antigeno-PreF purificado se esterilizd mediante filtro y
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se almacend a -20°C antes de usarse.

EJEMPLO 3

Caracterizacion de proteina recombinante PreF producida en células

CHO

Proteina recombinante PreF producida en células CHO se
caracterizd por fraccionamiento de flujo de campo asimétrico (AFF-MALS) y
se compard con un antigeno quimérico incluyendo componentes de proteina F
y G de RSV. AFF-MALS permite la sepz_'racic')n de especies de proteina de
conformidad con su tamafioc molecular en un fluje de liquido con interaccion de
matriz minima y analisis adicional médiante dispersién de luz de angulos
multiples para determinacion de peso molecular exacto. La figura 2A muestra
gque mas de 65% de material de FG purificado se encuentra como oligomeros
de peso molecular alto (100-100,000 KDa) en un regulador de pH PBS final
mientras que 3% permanece en forma monomérica.

La figura 2B muestra que Ié'proteina PreF purificada es doblada
en su forma trimérica a una proporcior ds 73% en regulador de pH de PBS.
10% del material se encuentra como oligémeros de 1,000 a 20,000 KDa.
Estos resultados indican que la prbteir;a PreF recombinante expresada en
células CHO es doblada como un trimero como se predice para el estado
nativo.

La proteina PreF purificada también fue entrelazada con

~
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glutaraldehido para el doble proposito de confirmar la naturaleza soluble de la
proteina en solucién de regulador de pH de fosfato y de generar agregados
para evaluacion in vivo comparativa con proteina FG (véase ejemplo 7
adelante). El entrelazamiento de glutaraldehido es conocido para proveer una
buena evaluacion de fa estructura cuaternaria de una proteina, y se describe
en (Biochemistry, 36:10230-10239 (1997); Eur. J. Biochem., 271:4284-4292
(2004)).

La proteina se incubo con 1%, 2% y 5% de agente entrelazador
de glutaraldehido durante 4 horas a 4°C y la reaccidn se bloqued mediante ia
adicion de NaBH4. El excesd de glutaraldehido fue removidc por desalacion
en columna en regulador de pH PBS. La proteina resultante se cuantifico por
absorbancia a 280 nm y se _fehyalué por SDS PAGE en condicicnes de
desnaturalizacion y reduccién. La mayor parte de PreF recombinante
purificado se determiné que _qgigra como un trimero en solucién de PBS. El
incremento en la temperaturanae incubacién a 23°C se requirié para convertir
la mayor parte de proteina trimérica a agregados de peso molecular alto,

como se confirma por SDS PAGE.

- EJEMPLO 4

Inhibicidén de neutralizacion in vitro por el antigeno PreF

Sueros humanos obtenidos de voluntarios se determinaron
e
selectivamente para reactividad contra RSV A por ELISA y usados para el
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ensayo de inhibicidbn de neutralizaciéon (NI) a dilucion relevante basada en
titulacién potencial de neutralizacion dé :FiSV anterior para cada muestra de
suero. En breve, ios sueros se mezclaron con proteinas inhibidoras (PreF o
una proteina de control correspondiente esencialmente a FG quimérico
descrito en la patente de E.U.A. No. 5,194,595, designada RixFG) a
concentraciones de 25 pg/ml en DMEM con 50% de medio 199-H, con 0.5%
de FBS, 2 mM de glutamina, 50 pg/ml de genamicina (todas de Invitrogen), y
se incubaron 1.5 a 2 horas a 37°C en una rueda giratoria. 20 pl de las
diluciones seriales de suero y proteinéf%é mezclaron con una placa de 96
pozos de fondo redondo con RSV A titulado para optimizar el intervalo de
inhibicion para cada muestra de suero. l.as muestras resultantes se incubaron
durante 20 minutos a 33°C bajo 5% de CO2 para mantener el pH.

Las mezclas de suero-inhibidor-virus se colocaron después en
placas de 96 pozos de fondo plano sembradas con células Vero previamente
y se incubaron durante 2 horas a 33°C antes de la adicion de 160 ul de medio.
Las placas después se incubaron durarte 5-6 dias a 33°C con 5% de CO2
hasta ensayo de inmunofluorescem’:ia'Fﬁ'aig;‘a deteccion de titulo de NI. Después
de la fijacion durante 1 hora con 1% de paraformaldehido en solucion salina
regulada en su pH con fosfato (PBS), Iés placas fueron blogueadas con 2% de
leche/PBS y regulador de pH de bloqué. El anticuerpo anti-RSV de cabra
(Biodesign Internation; 1:400) se afiadié a cada pozo sin enjuagar y se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente_ (TA). Las muestras se lavaron 2x con

PBS y con IgG-FITC anti-cabra (Sigma’ 1:400) en regulador de pH blogueador

SN
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se afadid a los pozos. Las placas se incubaron nuevamente durante 2 horas a
TA y se lavaron 2x con lo anterior antes de la lectura. Un pozo se considerd
positivo cuando se detectd >1 de sincicio fluorescente. Los calculos del 50%
de dosis infectiva de tejido de cultivo (TCID50) se realizaron usando el método
de Spearman-Karber (SK) y los porcentajes de NI calculados como sigue:
[(titulo Neut de O pg/ml de inhibidor — titulo de Neut de 25 pg/ml de
inhibidor)/titulo de Neut de 0 pg/ml de inhibidor] x 100. Resultados ilustrativos
mostrados en la figura 3 indican que PreF es superior a FG en NI en 16/21

donadores probados.

EJEMPLO 5

El antigeno PreF es inmunogénico

Para demostrar la inmunogenicidad del antigeno PreF, ratones
fuercn inmunizados dos veces;‘{M a intervalos de dos semanas con PreF (6.5,
3.1, 0.63, 0.13 y 0.025 pg/ml) y un adyuvante Th1 que contenia 3D MPL y
QS21 a 1/20 de dosis humana ("ASO1E") o preF (1, 0.2 y 0.04 pg/mi) y un
adyuvante Th1 gue contenia 3D MPL y alumbre 1/10 de dosis humana
(“AS04C"} y suero se recolectaron tres dias mas tarde.

Los titulos de anticuerpo de IgG especificos de antigeno se
determinaron en muestras de suero en acervo por ELISA de conformidad con

procedimientos estandares. En breve, placas de 96 pozos fueron recubiertas

con RSV A, RSV B y proteina preF homéloga inactivados, purificados, y se

-
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incubaron durante la noche a 4°C. Las muestras de suero fueron diluidas en
serie en regulador de pH de bloqueo empezando a una concentracién inicial
de 1:50, junto con IgG de raton purificada Sigma, ON) a concentraciones de
partida de 200 ng/ml e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente. El
anticuerpo de unién se detecté con IgG anti-ratén conjugado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (Sigma, ON). 3,3A 5 5A-tetrametilbencidina (TMB,
BD Opt EIATM, BD Biosciences, ON) se usé como el substrato para HRP. 50
ul de H2S04 1M se afiadio a cada poze para detener la reaccion. Los valores
de absorbancia para cada pozo se detectaron a 450 nm con un lector de
microplaca de Molecular Devices (Molet':ﬂlar Devices, EUA)).

Los resultados representativos detallados en las figuras 4A y 4B
muestran que titulos fuertes son producidos contra RSV A y RSV B después

de inmunizacion con antigeno preF.

PreF produce anticugipos neutralizantes

La presencia y cantidad de’lllalnticuerpos neutralizantes se evaluo
en muestras de suero de ratones inmunizados como se describid
anteriormente en el ejemplo 5. Sueros de acervo de animales inmunizados
fueron diluidos en serie a partir de una dilucion de partida de 1:8 en un medio
de RSV en placas de 96 pozos (20 p;’bozo). Los pozos de control contenian

Unicamente medio RSV, o anticuerpo &nti-RSV de cabra a 1:50 (Biodesign

Sy
T
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International). 500-1,000 do.f;_i;; infeccicsas de una cepa RSV A o B
representativa se afadieron a los pozos, y |as placas se incubaron durante 20
minutos a 33°C, 5% de CO», antes de que la mezcla fuera transferida a placas
de fondo plano de 96 pozos, previamente sembradas con 1x10° células/ml de
células Vero. Las células se incubaron durante aproximadamente 2 horas a
33°C, 5% de CO; y se realimentaron, antes de la incubacidn durante 5-6 dias
a la misma temperatura. Los scbrenadantes se removieron; las placas se
lavaron con PBS y se adhiriel;on células fijadas con 1% de paraformaldehido
en PBS durante 1 hora, segUil_do‘ por inmunoflucrescencia indirecta (IFA)}
usando anticuerpo primario anti RSV de cabra y anti-lgG FITC de cabra para
deteccion.

l.os resultados representativos mostrados en las figuras 5A y 5B,
respectivamente, demuestran gue los anticuerpos neutralizantes significativos
contra ambas cepas de RSV se detectaron en el suero de animales

inmunizades con preF.

EJEMPLO 7

PreF protege contra desafio de RSV

Los ratones fueron inmunizados dos veces IM en un intervalo de
dos semanas como se describid antes, y fueron desafiados tres semanas
después de la segunda inyeccion con RSV A. La proteccidn contra RSV se

evalud midiendo el virus presente en los pulmones después del desafio. En
PRI i
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breve, los pulmones de animales inmunizados fueron removidos
asépticamente después de eutanasia y se lavaron en un medio de RSV
usando 2 voluimenes de 10 ml/pulmdn en tubos de 15 ml. Los pulmones
después se pesaron y se homogeneizaron individualmente en un medio de
RSV con homogeneizador Potter automatizado (Fisher, Nepean ON), y se
centrifugaron a 2,655 x g durante 2 nﬂinutos a 4°C. El virus presente en los
sobrenadantes se titulé por dilucion e.n-:serie (ocho réplicas empezando a
1:10) en una monocapa de células Vero (ATCC# CCL-81) previamente
sembradas en placas de 96 pozos e incubadas durante 6 dias. RSV se
detectd por IFA indirecto después de fijar en 1% de paraformaldehido/PBS,
pH 7.2, con anticuerpo primario anti-RSV de cabra y anticuerpo secundario
anti-lgG de cabra marcado con FITC,

Los resultados representétivbs mostrados en las figuras BA y B

demuestran que dosis iguales que o masa 3ltas que 0.4 ug cuando se dan en

presencia de adyuvante producen proteccion fuerte contra RSV,

EJEMPLO 8

PreF no induce reclutamiento de eosinéfilos pulmonares después del

desafio

Para evaluar el potencial del antigeno PreF para provocar
enfermedad exacerbada después de ‘inmunizacién y desafio subsecuente,

grupos de ratones (5 ratones/grupo) fueron inmunizados dos veces cada uno

\\ 3



10

15

20

114

con (a) 10 ug de preF tratado con glutaraldehido, (b) 10 ug de preF o (c) 10 pg
de FG sin adyuvante. Los ratg:.:g_es fueron desafiados con RSV a 3 semanas
después del refuerzo y lavado broncoalveolar (BAL) se realizé 4 dias despues
de! desafio. Los infiltrados de leucocitos totaies en BAL fueron enumerados
por ratén asi como en numeraciones diferenciales ((300 células) con base en
morfologia celular de macréfagos/monocitos, neutréfilos, eosindfilos y
linfocitos.

Los nimeros totales de células se multiplicaron por porcentajes
diferenciales de eosindfilos para cada animal. Se representan medios
geomeétricos por grupo con 35% de limites de confianza. Los resultados
representativos mostrados en la figura 7 demuestran que los eosindfilos no
son reclutados en los pulmones después de inmunizacion con preF y desafio.
Ademas, estos resultados sugieren que la naturaleza soluble del antigeno
preF, en comparacién con una forma agregada deliberadamente de preF
(tratamiento con gluteraldehido) p_antigeno de FG (naturalmente agregado) no

favorece a los eosinofilos.

- EJEMPLO 9

Inmunogenicidad de antigeno PreF formulado con diluciones de un

adyuvante de emulsiéon de aceite en agua

Ratones recibieron 250 ng de preF formulado con el adyuvante

de aceite en agua ilustrativo, AS03A, a una 1/10 de la dosis “completa”
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humana (AS03A) de 10.70 mg de escualeno, 11.88 mg de DL-a-tocoferol,
4.85 mg de polisorbato 80, 1/2 de dosis (ASQ3B), ¥ de dosis (AS03C), o sin
adyuvante. Los ratones de control recibieron ASO3A solo o PBS. Los ratones
fueron inmunizados los dias 0 y 14, La recoleccidén de sangre, esplenocitos y
el desafio se realizaron el dia 39 (25 :tjias después de la dosis 2). Los
pulmones fueron homogeneizados para titulacién de RSV 4 dias después del
desafio.

Los titulos de anticuerpc [gG especificos de antigeno se
determinaron en muestras de suero individuales por ELISA. En breve, placas
de 96 pozos fueron revestidas con RSV A inactivado purificado e incubadas
durante la noche a 4°C. Las muestras de suero se diluyeron en serie en
regulador de pH de blogquec empezando a 1:200, junto con IgG de ratén
purificada (Sigma, ON), a conéentraciones iniciales de 200 ng/ml y se
incubaron durante 2 hr a 37°C. El anticuerpo unido se detectd con IgG anti-
ratdbn conjugada con peroxidasa de'rabano picante (HRP) (Sigma, ON).
3,3A,5,5A-tetrametilbenzidina (TMB, BD Opt EIATM, BD Biosciences, ON) se
usd como el sustrato para HRP. 50 pl de H,SO,4 1M se afadio a cada pozo
para detener la reaccion. Los valores de absorbancia para cada pozo se
detectaron a 450 nm con un Iect‘or. de microplaca Molecular Devices
(Molecuiar Devices, USA). Los res‘uit'éd'os se ilustran en la figura 8. La
concentracion de IgG Anti-RSV de '55;5ximadamente 250,000 ng/mL se
observe en suero de ratones inmunizados con preF en combinacion con

AS03A, AS03B o AS03C, mientras s observé muy poco (1828 ng/ml) en

W
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suero de ratones inmunizados con preF solo.

Sueros de acervo de animales inmunizados se diluyeron en serie
de una dilucién inicial de 1:8 e!; un medio con RSV en placas de 96 pozos (20
pl/pozo). Los pozos de contrro!. contenfan medio con RSV Unicamente o
anticuerpo anti-RSV de cabra a 1:50 (Biodesign international). Se afnadid una
cepa larga de RSV, las placas se incubaron durante 20 minutos a 33°C y la
mezcla se transfirié a piacas de fondo plano de 96 pozos previamente
sembrados con 1x10° células/mL de células Vero. Después de 5-6 dias a la
misma temperatura, los sobrenadantes fueron removidos; las placas se
lavaron con PBS y células adherentes se fijaron con 1% de paraformaldehido
en PBS durante 1 hora, segu:;jp por inmunofluorescencia indirecta (IFA). La
figura 9 muestra que independientemente de la cantidad de ASQ03
administrada en combinacidon con prefF, |os titulos de anticuerpo neutralizante
de RSV siguen siendo los mismos (~11 log2), mientras que el titulo de
anticuerpo neutralizante de RSV en los ratones inmunizados sibn AS03 fueron
significativamente mas bajos (~6 l0g2).

Los pulmones de animales inmunizados fueron asepticamente
removidos después de eutanasia y se lavaron en un medio con RSV usando 2
volumenes de 10 ml/pulmén".igﬁ tubos de 15 ml. Después se pesaron y se
homogeneizaron individualmeﬁté en un medio con RSV con un
homogeneizador Potter automatizado (Fisher, Nepean ON),y se centrifugaron
a 2655 x g durante 2 minutos a 4°C. El virus presente en los sobrenadantes se

tituld. En breve, homogenados de pulmén se diluyeron en serie en ocho
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replicas empezando a 1:10 en una monocapa de células Vero previamente
sembradas (ATCC# CCL-81) en placas de 96 pozos y se incubaron 5-8 dias.
RSV se detectd por IFA indirecta. La figura 10 ilustra los resultados que
demuestran que no se observd diferencia en proteccion entre ratones
inmunizados con preF en combinacion con AS03A, AS03B o AS03C, mientras
se observé menos proteccidn en ratones inmunizados en ausencia de ASQ3.
Estos resultados demuestran que el antigeno PreF se puede
formular a través de una amplia gama de concentraciones de adyuvante para

producir una composicién que produce una respuesta inmunologica contra

RSV.
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l.istado de Secuencias

SEQ ID NO:1l

Secuencia de Nucledbtidos que codifica la proteina de Fusidn de
referencia RSV

Cepa A2 GenBank Accesc No. US50362
atggagttgctaatcctcaaagcaaatgcaattaccacaatectcactgeagteacatttgttttgett
ctggtcaaaacatcactgaagaattttatcaatcaacatgcagtgcagtagcaaaggctatcttagtge
tctgagaactggttggtataccagtgttataactatagattaagtaatatcaaggaaaataagtgtaat
ggaacagatgctaaggtaaaattgataaacaagaattagataaatataaaaatgetgtaacagaattge
agttgetcatgcaaagcacccagcaacaaacaatcgageccagaagagaactaccaaggtttatgaatta
tacactcaaaatgccaaaaaaaccaatgtaacattaagraagaaaaggaaaagaagatitcttggttett
tgttaggtgttggatctgcaategecagtggeogttgectgtatctaaggtocctgecacctgaaggggaagt
gaacaagatcaaaagtgctctacratccacaaacaaggctgtagtcagttatcaaatggagttagtgte
ttaaccagcaaagtgttagacctcaaaaactatatagaaaacaattgttacctattgtgaacaagecaaa
gctgecagcatatcaaatatagcaactgtatagagttccaacaaaagaacaacagactactagagattac
cagggaatttagtgttaagcaggtgtaactacacctgtaagcacttacatgttaactaatagtgaatta
ttgtcattatcaatgatatgcctataacaaatgatcagaaaaagttaatgtecaacaatgtticaaatat
tagacagcaaagttactctatcatgtccataataaaagaggaagtcttagecatatgtgtacaattaccea
ctatatggtgttatagatacaccctgttggaaactacacacatccccctatgtacaaccaacacaaaaqg
aagggtccaacatctgtttaacaagaactgacagaggtggtactgtgacaatgcaggatcagtatcttt
cttcccacaagctgaaacatgtaaagtcaatcaaatcgagtattitgtgacacaatgaacagtttaaca
ttaccaagtgaagtaaactctgcaatgttgacatattcaaccccaaatatgattgtaaaattatgactt
caaaaacgatgtaagcagctecgttatcacatctctaggageccattgbgtcatgectatggcaaaacaaa
tgtacagcatccaataaaaatcgtggaatcataaagacattttectaacgggtgegatatgtatcaaata
aaggggtggacactgtgtectgtaggtaacacattatattatgtaaaaagcaagaaggtaaaagtctcta
tgtaaaaggtgaaccaataataaattteiatgaceccttagtatteccectectgatgaatttgatgeatea
atatctcaagtcaacgagaagattaacdgagcctagcatttattegtaaatecgatgaattattacata
atgtaaatgectggtaatceoaccataaatatcatgataactactataattatagbtgattatagtaatatt
gttatcttaattgectgttggactgetettatactgtaaggccagaagecacaccagtcacactaagaaag
atcaactgagtggtataaataatattgcatttagtaactaa

SEQ ID NO:2

Secuencia de aminodcidos del precursor FO0 de la proteina F de
referencia RSV

Cepa A2 GenBank Acceso No. ARB86664
MELLILKANAITTILTAVIFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NGTDAKVELIKQELDKYKNAVTELQLLMOS TPATNNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNVTLSKKREKRRFL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGYSVLTSKVLDLEKNY IDKQLLPIV
NKQSCSISNIATVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKXKLMSN
NVOQIVROQOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWY CDN
AGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIV
SCYGKTKCTASNKENRGILIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVE
PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTINIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKA
RSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

SEQ ID NC:3

Secuencia de Nucledtidos que-codifica la proteina G de referencia RSV
Longitud de Cepa
Atgtccaaaaacaaggaccaacgcaccgctaagacactagaaaagacctgggacactctecaatcattta
ttattcatatcatcgggcttatataagttaaatcttaaatctatagcacaaatcacattatccattetg
gcaatgataatctcaacttcacttataattacagccatcatattcatagectecggecaaaccacaaagtc
acactaacaactgcaatcatacaagatgcaacaagccagatcaagaacacaaccccaacatacctecact
caggatcctcagcettggaatcagottectecaatetgtctgaaattacatcacaaaccaccaccatacta
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gcttcaacaacaccaggagtcaagteaaacctgecaacccacaacagtcaagactaaaaacacaacaaca
acccaaacacaacgeeagceaagccecactacaaaacaacgceccaaaacaaaccaccaaacaaacccaataat
gattttcacttcqaagtgtttaactttgtacectgeagecatatgcagecaacaatccaacctgetgaget
atctgcaaaagaataccaaacaagaaaaccaggaaagasaaceaccaccaagcectacaaaaaaaccaace
Ltcaagacaaccaaaaaagatctcaaacctcaaaccactaaaccaaaggaagtacecaccaccaagecc
acagaagagccaaccatcaacaccaccaaaacaaacatcacaactacactgetcaccaacaacaccaca
ggaaatccaaaactcacaagtcaaatggaaaccttcecactcaaccteccteccgaaggeaatectaagecct
tctcaagtctecacaacatccgageacccatecacaaccectcatcteccacccaacacaacacgecagtag

SEQ ID NO:4

Secuencia de amincacidos de la proteina G de referencia RSV
MSENKDQRTAK TLEKTWDTLNHLLFISSGLYKLNLKSIAQITLSILAMITSTSLIITATIIFTASANHKY
TLTTAIIQDATSQIKNTTPTYLTQDPQLGISFSNLSEITSQTTTILASTTPGVKSNLOPTTVKTKNTTT
TQTQPSKPTTKQRONKPPNKPNNDFHFEVFNFVPCSTICSNNPTCWAICKRIPNKKPGKKTTTKPTKKPT
FKTTKKDLKEPQTTKPKEVPTTKPTEEPTINTTKTNITTTLLTNNTTGNPKLTSOMETFHSTSSEGNLSP
SQVSTTSEHRPSQPSSPPNTTRQ

Seq ID NOG:5

Secuencia de Nucledtidos del andloge PreF optimizado para CHO
aagcttgccaccatggagctgctgatectgaaaaccaacgecatecacegeccatectggeegeegtgace
ctgtgcttcgectectoccagaacatcaccgaggagithctaccagteccacctgetececgeecgtgtoccaag
ggctacctgtecgeeoctgeggaceggetggtacaccteagtgatcaccatecgagetgteccaacatcaag
gaaaacaagtgcaacggcaccgacgccaaggtgaagetgatcaagcaggagctggacaagtacaagage
gccgtgaccgaactcecagetgetgatgecagtecacscotgeccaccaacaacaagtttetgggettectg
ctgggcgtgggctceegeccatcgoctecoggecategocgtgagecaaggtgetgcacctggagggegaggty
aacaagatcaagagcgccctgetgtcocacecaacaaggeccgtggtgtecocctgtccaacggegtgteegtyg
ctgacctccaaggtgctggatctgaagaactacategacaagcagetgetgectategtgaacaageayg
tcctgcteccatetecaacategagacegbgatcgagitccagcagaagaacaaccggectgetggagate
acccogegagttetoogtgaacgeocecggegtgaccaccectgtgtccacctacatgetgaccaactceccgay
ctgctgtcccoctgatcaacgacatgectatcaccaacgaccagaaaaaactgatgtccaacaacgtacag
atcgtgeocggcagecagtectacageatcatgagecatcatcaaggaagaggtgectggectacgtggtgeag
ctgcckctagtacggegtgatcocgacacececttgeotggaagetgecacacctecccectgtgcaccaccaac
accaaggagggcltccaacatctgectgacoeggaccgaceggggectggtactgecgacaacgeceggetee
gtgtccttetteecctetggeegagacctgecaaggtgeagttccaaccgggtgttetgegacaccatgaac
tccctgaccetgocttecgaggtgaacctgtgecaacatcgacatcttcaaccccaagtacgactgeaag
atcatgaccagcaagaccgacgtgtectccagegtgatcacctecctgggegecategtgtectgetac
ggcaagaccaagtgcaccgcctceccaacaagaaceggggaatcatcaagacctticteccaacggetgegac
tacgtgtccaataagggocgtyggacaccegtgtecgtgggecaacacactgtactacgtgaataagecaggag
ggcaagagcctgtacgtgaagggcgagectatecatcaacttetacgacectectggtgttecctteegac
gagttcgacgcotecatcageccaggtgaacgagaagakbtcaaccagtocectggoccttcateceggaagtce
gacgagaagctgcataacgtggaggacaagatcgaggagatectgtccaaaatctaccacatcgagaac
gagatcgceccggatcaagaagetgatcggegaggeoatjataatctaga

SEQ ID NO:6

Secuencia de aminodcidos del andlogo PreF
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NGTDAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMQSTPATNNKFLGFLLGVGSATIASGIAVSKVLHLEGEVNKIK
SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENY IDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREF
SVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLY
GVIDTPCWELHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS FFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSN
KGVDTVSVENTLY YVNKQEGKSLYVKGEPT INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEKL
HNVEDKIEEILSKIYHIENETIARTKKLIGEA
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Seq ID NO:7 o

Secuencia de Nucleétides gque codifica PreFG_V1 optimizado para CHO
aagcttgccaccatggagectgetgatcetcaagaccaacgecatcacecgecatectggeegeogtgace
ctgtgeckttegcotoctoccagaacatcacegaagagttectaccagtecacctgetecgeegtgtcraag
ggctacctgtecgccoctgeggaccggetggtacaccteccgtgatcaccatcgagetgtccaacatcaaa
gaaaacaagtgcaacggcaccgacgccaaggtcaagetgatcaagcaggaactggacaagtacaagage
gccgtgaccgaactcocagetgetgatgeagteccaccectgecaccaacaacaagaagtttetgggetec
ctgctgggcgtgggetecgecategectocggeatcgoegtgageaaggtgetgecacctggagggegag
gtgaacaagatcaagagcgccctgetgbecaccaacaaggecgiggtgtcectgtccaacggegtgtec
gtgctgacctccaaggtgetggatetgaagaactacatcgacaagecagetgetgectatcgtgaacaag
cagtcctgctccatctccaacatogagacegtgategagttccagecagaagaacaacceggetgetggagy
atcacccgcgagttoctecgtgaacgeceggegtgaccaccectgtgtccacctacatgetgacaaactee
gagctgctcetecetgatcaacgacatgectatcaccaacgaccaaaaaaagctgatgtecaacaacgtg
cagatcgtgoggcagcagtecctacagecatcatgageatcatcaaggaagaagtectggectacgtegtg
cagctgcctetgtacggegtgategacaceccttgotggaagetgcacacctocecccectgtgeaccace
aacaccaaagagggctecaacatctgectgaccecggaccgaceggggetggtactgecgacaacgecgge
tcecgtgtecttectteocctectggecgagacctgeaaggtgeagtccaaccgggtgttectgegacaceaty
aacteccctgaccectgecttecgaggtgaacctgtgeaacategacatcocttcaaccccaagtacgactge
aagatcatgaccagraagaccgacgtgicctccagegtgatcacctecctgggegecategtgtecectge
racggcaagaccaagtgcaccgectecaacaagaaccggggaatecatcaagaccttectecaacggetge
gactacgtgtccaataagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcag
gaaggcaagagcctgtacgtgaagggegagectatcatcaacttetacgaccotetggtgttecectice
gacgagttcgacgcctcocatcagecaggtcaacgagaagatcaaccagtecectggeettcatecggaag
tccgacgagaagcetgecataacgtggaggacaagatcgaagagatectgtecaaaatetaccacatecgag
aacgagatcgeccggatcaagaagectgateggegaggctggeggctetggeggecageggeggetocaayg
cagcggcagaacaagecctoctaacaagcecaacaacgacttccacttegaggtgtteaacttegtgect
tgctccatctgctoccaacaaccctacctgectgggccatctgecaagagaatccccaacaagaageotgge
aagaaaaccaccaccaagcctaccaagaagectaccticaagaccaccaagaaggaccacaagectcag
accacaaagcctaaggaagtgccaaccaccaagcaccaccaccatcaccactgataatcta

Seq ID NO:8

Péptido PreFG_V1 para CHO
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NGTDAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMQSTPATNNKKFLGFLLGVGSATASGIAVSKVLHLEGEVNKI
KSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY IDKOLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITRE
FSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPL
YGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLT
LPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGATIVSCYGKTKCTASNKNRGITKTFSNGCDYVS
NKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEK
LHNVEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEAGGSGGSGGSKQRONKPPNKPNNDFHFEVFNFVPCSIC
SNNPTCWALCKRIPNKKPGKKTTTKPTKKPTFKTTKKDHKPQTTKPKEVPTTK

Seq ID NO:9

Secuencia de Nucledtides que codifica Pre¥FG V2 para CHO
aagcttgecaccatggagetgectgatecteaagaccaacgecateaccgecatectggecegeegtgace
ctgtgettegectoctecccagaacatcaccgaagagttctaccagtecacetgetecgecgtgtecaag
ggctacctgteoegeecctgeggaceggetggtacacctecgtgatcaccategagetgteccaacatcaaa
gaaaacaagtgcaacggcaccgacgceaaggtcaagctgatcaagcaggaactggacaagtacaagagc
gcegtgaccgaactccagotgetgatygcagtccaccoctgocaccaacaacaagaagtttctgggette
ctgctgggogtgggcteocgeccatcgoctecggeategecgtgageaaggtgetgecacctggagggegag
gtgaacaagatcaagagcgccctgctgtccaccaacaaggccgtggtgtccctgtccaacggcgtgtcc
gtgctgacctccaaggtgetggatectgaagaactacatcgacaageagetgctgectatecgtgaacaayg
cagtcctgetccatotecaacategagacegtgategagttcoageagaagaacaaccggetgetggag
atcacccgogagttetocgtgaacgccggegtgaccaccectgtgtecacctacatgetgacaaactec
gagcetgctotecctgatcaacgacatgectatcaccaacgaccaaaaaaagotgatgtccaacaacgtyg

Y
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cagatcgtgcggcagcagbcctacagcatcatgagecatecatcaaggaagaagtcctggectacgtegtyg
cagctgcectectgtacggecgtgategacaceeettgotggaagetgecacacctececccecergtgeoaceace
aacaccaaagagggctccaacatctgectgacceggaccgacecggggetggtactgegacaacgeegge
tcecgtgtectteottecctctggococgagacectgcaaggtgcagtocaacegggtgttectgegacaccatg
aactccctgaccectgecttocgaggtgaacctgtigeaacatcgacatcttcaaccccaagtacgactge
aagatcatgaccagcaagaccgacgtgtectecagegtgatcacctacctgggegecategtgtectyge
tacggcaagaccaagtgcaccgectccaacaagaacegqgggaatcatcaagaccttcoctocaacggetge
gactacgtgtceoaataagggegtggacacegtgtecogtyggcaacacactgtactacgtgaataagcag
gaaggcaagagcctgtacgtgaagggcgagcectatcatcaacttctacgaccetetggtgttcecttee
gacgagttcgacgcctccatcagccaggtcaacgagéﬁgatcaaccagtccctggccttcatccggaag
tccgacgagaagetgeataacgtggaggacaagatcgaagagatcctgteccaaaatetaccacateygag
aacgagatcgcccggatcaagaagetgateggegaggetggeggecaageageggeagaacaagectect
aacaagcccaacaacgacttccacttcgaggtgttcaacttegtgecttgetecatectgectecaacaac
cctacctgetgggecatcetgocaagagaatececcaacaagaagectggcaagaaaaccaccaccaagect
accaagaagcctaccttcaagaccaccaagaaggaccacaagecteagaccacaaagcctaaggaagtg
ccaacgaccaagcaccaccaccatcaccactgataatcta

Seq ID NQ:10

Péptido PreFG_V2 para CHO
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NGTDAKVKLIKQELDKYKSAVTELOLLMQSTPATNNKKFLGFLLGVGSATIASGIAVSKVLHLEGEVNKI
KSALLSTNEKAVVSLENGVSVLTSKVLDLENY IDKQLLPIVNKQSCSTISNIETVIEFQQKNNRLLETITRE
FSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPL
YGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWY CDNAGSVS FRFPLAETCKVQOSNRVFCDTMNSLY
LPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTEPSNGCDYVS
NKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPLINFYDPLVFPSDEFDASISOVNEKINGSLAFIRKSDEK
LENVEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEAGGKQF ONKPPNKPNNDFEFEVEFNFVPCSICSNNETCW
ATCKRIPNKKPGKKTTTKPTKKPTEFKTTKKDHKEQTTHPKEVRETTK

SEQ ID NO:11
Hélice enrollada ejemplar (cremallera de isoleucina)
EDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA

S5EQ ID NO:12

Polinucledtido de antigeno PreF CHOZ
atggagctgcccatcectgaagaccaacgecatcaccacecatectegecgecgtgaccectgtgettegee
agcagccagaacatcacggaggagttctaccaqgagecacgtgeagegecgtgagecaagggctacectgage
gcgctgcocgeacgggcotggtacacgagegtgatcacgatecgagetgagcaacatcaaggagaacaagtge
aacggceacggacgcgaaggtgaagcetgatcaagecaggagectggacaagtacaagagegeggtgacggag
ctgecagetgetgatgeagagcacgecggegacgaacaacaagttecteggettoctgotgggegtggge
agcgegatcegecgageggeatcgoegtgagcaaggtgetgecacctiggagggegaggtgaacaagatcaag
tcecgegetgectgagcacgaacaaggeggtegtgagectgagecaacggegtgagegtgetgacgageaag
gtgctcecgacctgaagaactacatcgacaagcagetgoctgecgategtgaacaagecagagectgecageate
agcaacatcgagaccgtgatcgagttccagcagaagaacaaccgectgetggagatecacgegggagttc
tcecgtgaacgecaggcgtgacgacgcecgtgtetacgtacatgetgacgaacagegagectgctecagectyg
atcaacgacatgccgatcacgaacgaccagaagaagehgatgagecaacaacgtgecagatcgtgegecag
cagagctacagcatcatgagecatcatcaaggaggagotgetggecatacgtggtgoagetgecgetgtac
ggcgtcatcgacacgecoctgebggaagectgeacacyageccgoetgtgecacgaccaacacgaaggagygyge
agcaacatetgectgacgecggacggaccggggetggtactgegacaacgcgggecagegtgagecttette
ccgetcegeggagacgtgcaaggtgecagagecaaccgegtcttetgegacacgatgaacagocectgacgcetyg
ccgagcgaggtgaacctgtgcaacatcgacatetteaacccgaagtacgactgcaagatcatgacgage
aagaccgatgtcageageagocgbtgatcacgagecteggegegatecgtgagetgetacggcaagacgaaqg
Cgcacggcgagcaacaagaaccgcggcatcatcaagacgttecageaacggetgegactatgtgageaac
aagggcgtggacactgtgagegtocggecaacacgetgtactacgtgaacaagraggagggeaagagecty
tacgtgaagggcgagccgatcatcaacttectacgacecgetegtgttceccgagegacgagttegacgeyg
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agcatcagccaagtgaacgagaagatcaaccagagcctggegttcatcocgecaagagegacgagaagcetyg
cacaacgtggaggacaagatcgaggagatcectgagraagatctaccacatcgagaacgagatcgegogce
atcaagaagetgatcggcgaggcegagcatcatcaccatcaccattga

SEQ ID NOC:13

Polinucledtido del antigeno PreF con intrén
atggagctgetgatcctgaaaaccaacgecatcaccgecatectggecgecgtgacecctgtgettcgee
tcctcocccagaacatcacecgaggagttctaccagtccacctgetoeecgecgtgtccaagggetacctgteoe
gccctgecggaccggctggtacacctccgtgatcaccatcgagectgteccaacatcaaggaaaacaagtge
aacggcaccgacgcraaggtgaagetgatcaagecaggagetggacaagtacaagagocgcoccgtgaccgaa
ctccagectgctgatgecagtccaccoceotgeccaccaacaacaagtttetgggettectgetgggegtggge
tcecgecatecgoctoocggeoategeogtgageaaggtacgtgtegggacttgtgtteccetttttttaata
aaaagttatatctttaatgttatatacatatttcctgtatgtgatecatgtgettatgactttgtttat
catgtotttaggtgctgcacctggagggcgagytgaacaagateaagagegeoctgetgtoccaccaaca
aggccegtggtgtecctgtccaacggegtytcogtgectgaccteccaaggtgetggatctgaagaactaca
tcgacaagcagctgctgcctatdgtgaacaagcagtectgetecatcteccaacatcgagacecgtgateg
agttccagcagaagaacaaccggetgctggagatcacccgecgagttctcegtgaacgecggecgtgaccea
ccectgtgteocacctacatgeotgaccaactcogagetgetgtecctgatcaacgacatgectateacca
acgaccagaaaaaactgatgtccaacaacgtgcagatcgtgcggcagecagtcctacagcatcatgagea
tcatcaaggaagaggtgectggecctacgtggtgeagetgectetgtacggegtgatcgacacececttget
ggaagctgcacacctecceoctgtgecaccaccaacaccaaggagggctecaacatctgectgaceegga
ccgaccggggctggtactgegacaacgecggeotecgtgtecticttecctetggeecgagacctgecaagyg
tgcagtccaaccgagtgttcoctgcgacaccatgaactecctgacecetgecttccgaggttgaacctgtgea
acatcgacatcttcaaccecaagtacgactgcaagatecatgaccagcaagaccgacgtgtecotcecageg
tgatcacctcoectgggegecategtgtectgetacggeraagaccaagtgecaccgectccaacaagaace
ggggaatcatcaagaccttctccaacggctgegactacgtgtecaataagygegtggacacegtgtecg
tgggcaacacactgtactacgtgaataagcaggagggcaagagecctgtacgtgaagggcgagcctatcea
tcaactictacgaccctectggtgttcecttecgacgagttegacgectccatcageccaggtgaacgaga
agatcaaccagtccctggoctteatccggaagtocgacgagaagctgcataacgtggaggacaagatcg
aggagatcctgtccaaaatctaccacatcgagaacygagatcgeccggatcaagaagetgateggegagg
ccggaggtcaccaccaccatcaccactga

SEQ iIDh NO;14 e
Secuencia enlazadora sintética
GGSGGSGGES - -
SEQ ID NO:15

Sitio de digestion de furina

RARR

SEQ ID NOC:16
Sitio de digestion de furina
RKRR

SEQ ID NO:17

Secuencia de nucledtidos que codifica PreF NGTL
atggagctgctgatcctgaaaaccaacgccatcacegeeatecectggecgcegtgaccctgtgettcoged
tcectecccagaacatcaccgaggagttetaccagtccacctgeteccgeecgtgteccaagggetacetgice
gooetgeggaccggctggtacacctcegtgatcaccatcgagetgteccaacateaaggaaaacaagtge
aacggcaccgacgccaaggtgaagctgatcaagecaggagctggacaagtacaagagegeecgtgaccgaa
ctccagetgectgatgeagtocaccocotgeccaccaacaacaagtttoetaggettectgetgggegtggge
tccgecategecctooggecategecegtgageaaggtgotgeacctggagggegaggtgaacaagatcaag
agcgccoctgetgtecaccaacaaggeaytygtgtcoctgtecaacggegtgtecegtgotgaccticcaag
gtgctggatctgaagaactacatcgacaageagctgetgeoctatcgtgaacaageagtecectgetccate
tccaacatcgagaccgtgatcgagttccagecagaagaacaacceggetgotggagatcaccogegagtte

EN
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tecegtgaacgecggcgtgaccaccectgtgtecacctacatgetgaccaacteccgagetgetgtecctg
atcaacgacatgcctatcaccaacgaccagaaaaaactgatgtecaacaacgtygcagategtgeggeay
cagtcctacagecatcatgageatcatcaaggaagaggtgetggectacgtggtgeagetgectetgtac
ggcgtgategacaceectitgetggaagetgeacacetoccocctgtgeaccaccaacaccaaggaggas
tccaacatctgectgaceccggacegacecgggactggltactgegacaacgeeggetocgtgtecttette
cctctggecgagacctgeaaggtgeagtecaacegggtattctgogacaccatgaacteecctgacectyg
ccttocgaggtgaacctgtgecaacategacataottcascceraagtacgactgcaagatcatgacecage
aagaccgacgtgtcectccagegtgatcaccteectyggecgecategtgtectgectacgacaagaccaag
tgcaccgecctcocaacaagaaceggggaatcatcaagacettetocaacggetgegactacgtgtecaat
aagggcgtggacaccgtgtecgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcaggagggcaagagecty
tacgtgaagggcgagcctateateaacttctacgaccectetggtgtteccttcecgacgagticgacygec
tccatcagccaggtgaacgagaagatcaacgggacoctyggectitcatccggaagtcecgacgagaagoty
cataacgtggaggacaagatcgaggagatcctgtccaaaatctaccacatcgagaacgagategeeeqy
atcaagaagcitgatcggcgaggcce

SEQ 1D NO:18

Secuencia de aminedcidos de PreF_NGTL
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSOQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NGTDAKVKLIKQELDKYKSAVIELQLLMQSTPATNNKFLGFLLGVGSATIASGIAVSKVLHLEGEVNKIK
SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITRER
SVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLY
GVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWY CDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVESSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGITIKTFSNGCDYVSN
KGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINGTLAFIRKSDEKL
HNVEDKIEETILSKIYHIENEIARIKKLIGEA

SEQ ID NO:19 g

Secuencia de nucledtidos que codifica PreF L112Q
atggagctgctgatcctgaaaaccaacgecatecacegecateectggeegecgtgacectgtgettegee
Lcecteccagaacatcaccgaggagttctacecagteoecacetgetecgeccgtgtccaagggctacctgtee
gccetgoggacoggetggtacaccteocgtgateaccategagetgtecaacatecaaggaaaacaagtyge
aacggcaccgacgocaaggtgaagetgatcaagecaggagetggacaagtacaagagegeeocgtgaccgaa
ctccagctgctgatgcagteocaccectgecaccaacaacaagtitectgggettectgecagggegtggge
teegecategecteoggecategecgtgagecaaggtgetgecacctggagggecgaggtgaacaagatcaayg
agcgccctgectgtceocaccaacaaggecgtggtgteccctgtecaacggegtgtcegtgetgacctecaag
gtgctggatctgaagaactacatecgacaagcagctgetgectategtgaacaagcagtectgectecate
tccaacatcgagaccgtgatcogagttccagcagaagaacaaccggetgectggagatcacceocgecgagttce
tccgtgaacgecggegtgaccaccectgtgtccacctacatgetgaccaacteccgagetgetgteoecty
atcaacgacatgcctatcaccaacgaccagaaaaaactgatgtccaacaacgtygcagatcgtgeoggeag
cagtcctacagcatcatgagcatcatcaaggaagaggtgectggecetacgtggtgecagectgectctgtac
ggcgtgatcgacacceccttgetggaagetgecacacctocccecctgtgcaccaccaacaccaaggaggge
tccaacatectgcoctgacccggacegaccyggggetgztactgeogacaacgccggeteogtgteecttette
cctctggocgagacctgcaaggtgecagtccaaccegggigtbtctgegacaccatgaactecctgacectyg
ccttccgaggtgaacctgtgecaacatecgacatecttcarccocaagtacgactgeaagatcatgaccage
aagaccgacgtgteoctecageygtgateacetocetgagogecategtgtectgetacggcaagaccaay
tgcaccgcecocteccaacaagaaccggggaatcatcaagaactictecaacggetgegactacgtgtecaat
aagggcgtggacaccgtgtecgtgggecaacacactgtactacgtgaataagecaggagggcaagagectyg
tacgtgaagggcgagcctatcatcaactictacgacectetggtgtteecttecgacgagttegacged
tccatcageccaggtgaacgagaagatceaaccagtecctyggeocttcatceggaagtcegacgagaagetg
cataacgtggaggacaagatcgaggagatcctgtecaaaatctaccacatcgagaacgagatcgececegg
atcaagaagctgatcggcgaggcc

SEQ ID NO:20
Secuencia de amincdcidos de PreF Lil2Q
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MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKC
NCGTDAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMDSTPATNNKFLCFLOGCVESAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIK
SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREF
SVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLY
GVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGATVSCYGKTKCTASNENRGITKTFSNGCDYVSN
KGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASTISQVNEKINQSLAFIRKSDEKL
HNVEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA

SEQ ID NC:21

Secuencia de nucledtidos gup codifica PreF NGTL L1120
atggagctgcotgatcctgaaaaccaacyecatcaccgeocatectggecgecgtgacecectgtgettegee
tccteccagaacatcaccgaggagttetaccagteccacctgetoccgeegtgteccaagggectacctgtece
gcecigeggacceggcectggtacaccteoegtgatcaccategagetgteccaacatcaagygaaaacaagtyce
aacggcaccgacgccaaggtgaagectgatcaagrcaggagctggacaagtacaagagegecgtgaccegaa
ctccagetgectgatgecagtecaccectgecaccaacaacaagtttetgggettectgeagggegtggge
tecegecatogoctceggecategecgtgagecaaggtgectgecacctggagggcgagygtgaacaagatcaag
agcgeccctgetgtececaccaacaaggecgtggtgtoccctgtecaacggegtgtcegtgeotgacctcecaag
gtgctggatctgaagaactacatcgacaagcagctgctgectategtgaacaagecagtcetgecteecate
tccaacatcgagaccegtgatcgagttoccagcagaagaacaaccggctgctggagatcaccecgegagttce
tccgtgaacgcoccggegtgaccaccectgtgtecacctacatgetgaccaactececgagetgetgteectg
atcaacgacatgecctatcaccaacgaccagaaaaaactgatgtccaacaacgtgecagategtgcggeag
cagtcctacagcatcatgagcatcatcaaggaagaggtgectggectacgtggtgeagetgectetgtac
ggcgtgatcgacaccecttgctggaagectgecacaccteoccecectgtgeacocaccaacaccaaggagaygc
tccaacatctgcocotgacccggacegaceggggetggtactgegacaacgeceggetecegtgtecttette
cctctggccgagacctgecaaggtgecagtccaaccgggtgttctgegacaccatgaacteectgacecety
ccittccgaggtgaacctgtgecaacategacatcttcaaccccaagtacgactgcaagatcatgaccage
aagaccgacgtgtcctecagegtgatcacctoecctgggegecatecgtgtectgetacggcaagaccaag
tgcaccgectccaacaagaaccggggaatcateaagacctictecaacggectgecgactacgtgtecaat
aagggcgtggacaccgtgtccgtgggcaacacactgtactacgtgaataagcaggagggcaagageetg
tacgtgaagggcgagcctatcatcaacctetacgaccctetggtgtteccttecgacgagttegacgece
tccatcagccaggtgaacgagaagatcaacgggaccctggccttcatccggaagtccgacgagaagctg
cataacgtggaggacaagatcgaggagatcctgteccaaaatctaccacatecgagaacgagatcgeeccgg
atcaagaagctgatcggcgaggec

SEQ ID NO:22

Secuencia de aminodcides de PreF NGTL L112Q
MELLILKTNAITAILAAVTLCFASSONITEEFYQOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNTIKENKC
NGTDAKVKLIKQELDKYKSAVTELQLLMOSTPATNNKFLGFLQGVGSATASCIAVSKVLHLEGEVNKIK
SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREF
SVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLY
GVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPLAETCKVQSNRVFCDTMNSLTL
PSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSN
KGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINGTLAFIRKSDEKL
HNVEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un antigeno de virus de sincicio respiratorio (RSV)
recombinante que comprende un pdlipéptido de proteina F soluble que
comprende un dominio F2 y un doeminio F1 de un polipéptido de proteina F de
RSV, en donde el polipéptido de proteina F comprende por lo menos una
modificacidn que altera la glicosilacion.

2.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado ademas ‘ié'arque el polipeptido de proteina F
soluble comprende por lo menos una modificacion seleccionada de: (i) una
adicion de una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio de
trimerizacion heterdlogo; (if) una delecion de por lo menos un sitio de digestion
de furina; (iii) una delecion de por lo menos un sitio de no digestion de furina;
(iv) una deleciéon de uno o mas aminoacidos de! dominio pep27; vy (v) por lo
menos una sustitucién o adicion de un aminoacido hidrofilico en un dominio
hidrofébico del dominio extracelular de proteina F.

3.- El antigeno de RSV ‘r;.;x:ibmbinante de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado ademas porque la modificacion que altera la
glicosilacion comprende una sustitucion de uno o mas aminoacidos que
comprenden y/o adyacentes al aminoécido correspondiente a la posicion 500

de SEQ ID NO:2.

WA
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4.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con fa
reivindicacion 1 6 3, caracterizado ademas porque amincacidos
correspondientes a las posiciones 500-502 de SEQ ID NO:2 se seleccionan
de: NGS; NKS; NGT; NKT.

5.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizado ademas porque la
modificacion que altera la glicosilacion comprende una sustitucion de
glutamina en el aminoéciao correspondiente a la posicion 500 de SEQ ID
NO:2.

6.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizado ademas porque el
polipéptido de proteina F soluble comprende un péptido de fusion intacto entre
el dominio F2 y el dominio F1.

7.- El antigeangje RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicacioﬁesi-b‘, caracterizado ademas porque la por io
menos una modificacion combrende la adicibn de un secuencia de
aminoacidos que comprende un dominio de trimerizacién heterdlogo.

8.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacion 7, caracterizado ademas porque el dominio de trimerizacion
heterdlogo esta ubicado C-terminal al dominio F1.

9.- Ei antigeno‘.de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicg‘éziones 1-8, caracterizado ademas porque

comprende un F2 dominio y un dominio F1 sin un sitio de digestion de furina
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intermedio.

10.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualqutera de las reivindicaciones 1—!‘:1.,:I.caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV se ensambla en un multimero.

11.- El antigeno de RSV -recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV se ensambla en un trimero.

12.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado ademas porque el
dominic F2 comprende por lo méhoé_:’?-‘r:ia porcion de un polipéptido de
proteina F de RSV correspondiente a los aminoacidos 26-105 del polipéptido
de precursor de proteina F de referencia (F0) de SEQ ID NO:2.

13.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicéciones 1-12, y caracterizado ademas porque el
dominio F1 comprende por lo menos una porcion de un polipéptido de
proteina F de RSV correspondiente a los aminoacidos 137-516 del polipéptido
de precursor de proteina F de referencia kFO) de SEQ ID NQ:2.

14.- El antigeno de 'RSl‘if ‘F;écombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, caracterizado ademas porque el
dominio F2 comprende un polipéptido de proteina F de RSV correspondiente
a los aminoacidos 26-105 y/o en donde el dominio F1 comprende un

polipéptido de proteina F de RSV correspondiente a los aminoacidos 137-516

del polipéptido de precursor de proteina F de referencia (FO) de SEQ ID NO:2.
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15.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-14, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV se selecciona el grupo de: a) un polipéptido que comprende
SEQ ID NO:22; b) un polipéptido codificado por SEQ ID NO:21 o por una
secuencia de polinuclestido que hibrida bajo condiciones astringentes sobre
sustancialmente su longitud e'%z,:g{a a SEQ ID NO:21; ¢) un polipéptido con por
lo menos 95% de identidad de secuencia a SEQ ID NO:22.

16.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-15, caracterizado ademas porque el
dominio F2 comprende aminoacidos 1-105 del polipéptido de proteina F de
RSV.

17.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-16, caracterizado ademdés porque el
dominio F2 y ! dominio F1 eutan ubicados un péptido de fusion intacto y sin
un dominio pep27 intermedio.

18.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 1-17, caracterizado ademas porque el
dominio de trimerizacién heterdlogo comprende un dominio de hélice
enrollada.

19.- El antigeno dé RSV recombinante de conformidad con ia

reivindicacion 18, caracterizado ademas porque el dominio de multimerizacion

Rt

comprende una cremallera de'isoleucina.

20.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
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reivindicacion 18, caracterizado ademas porque el dominio de cremallera de
isoleucina comprende la secuencia dé arni-ﬁoécidos de SEQ ID NO:11.

21.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-20, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV comprende por lo menos una sustitucién o adicion de un
aminoacido hidrofilicc en un dominio hidrofébico del dominio extracelular de
proteina F.

22.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacion 21, caracterizado ademas, 'iﬁbrque el dominio hidrofébico es el
dominio de hélice enrollada HRB del domifiio extracelular de proteina F.

23.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizado ademas porque el dominio de hélice enrollada
HRB comprende la sustitucion de un residuo cargado en lugar de un residuo
neutro en la posicion correspondiente al aminoacido 512 del precursor de
proteina F de referencia (F0) de SEQ ID NO:2.

24 - El antigeno de RSV de conformidad con la reivindicacion 23,
caracterizado ademas porque el dominid \e .hélice enrollada HRB comprende
una sustitucion de lisina o glutam'i.'ﬁa para leucina en la posicion
correspondiente al aminoacido 512 del precursor de proteina F de referencia
(FO) de SEQ ID NO:2.

25.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacion 21, caracterizado ademas porque el dominio hidrofébico es el

dominio HRA del dominio extracelular de proteina F.
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26.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacion 25, caracterizado ademas porque el dominic HRA comprende la
adicion de un residuo cargado después de la posicién correspondiente al
aminoacido 105 del precursor de proteina F de referencia (FO) de SEQ ID
NO:2.

27.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con la
reivindicacion 26, caracterizady ademas porque el dominio HRA comprende la
adicion de una lisina después de la posicidon correspondiente al aminoacido
105 del precursor de proteina F de referencia (FO) de SEQ ID NO:2.

28.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 21-27, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV comprende por lo menos una primera sustitucién o adicién
de un aminoacido hidrofilico er;"él dominio HRA y por lo menos una segunda
sustituéién o adicion de un aminoacido hidrofilico en el dominio HRB del
dominiio extracelular de proteif'la' F.

29.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-28, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV comprende por lo menos una adicion, delecidn o sustitucion
de aminoacido que elimina un sitio de digestion de furina presente en un
precursor de proteina F que ocurre naturalmente (F0).

30.- El antigeno dle RSV recombinante de conformidad con la

reivindicacion 29, caracterizado ademas porque el antigeno de RSV
4o

T

K :
comprende una adicion, delecion o sustitucién de aminoacido que elimina un
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sitio de digestion de furina en una posicién'correspondiente a los aminoacidos
105-108, una posicion correspondiente a los aminoacidos 133-136, o en
ambas posiciones correspondientes a los aminoacidos 105-109 y 133-136 del
precursor de proteina F de referencia (F0) de SEQ ID NO:2.

31.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-30, caracterizado ademas porque los
dominios de polipéptido F1y F2 corresponden en secuencia a la cepa RSV A
Long.

32.- El antigeno de RSV ‘recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-31, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV comprende un multimero de polipéptidos.

33.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-31, caracterizado ademas porque el
antigeno de RSV comprende un trimero de polipéptidos.

34 .- Una composicién inmunogénica que comprende ei antigeno
de RSV recombinante de cualquiera d= las reivindicaciones 1-33, y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamenti'e“a;ceptable.

35.- La composicidon inmunogénica de conformidad con la
retvindicacion 34, caracterizada ademas porque comprende adicionalmente un
adyuvante.

36.- La composicién inmunogénica de conformidad con la
reivindicacion 35, caracterizada ademas porque el adyuvante comprende por

lo menos uno de: 3D-MPL, QS21, una emulsién de aceite en agua, y alumbre.



10

15

20

132

AT
i

37.- La composicion inmunogenica de conformidad con la
reivindicacion 36, caracterizada ademas porque el adyuvante comprende una
emulsion de aceite en agua.

38.- La composicion inmunogeénica de conformidad con la
reivindicacion 36 ¢ 37, caracterizada ademas porque la emulsioén de aceite en
agua comprende un tocol.

39.- La composicion inmunogenica de conformidad con
cualquiera de las reivindicacipnes 36-38, caracterizada ademas porque la
emulsion de aceite en agua comprende menos de 5 mg de escualeno por
dosis humana.

40.- La composicién inmunogénica de confermidad con
cualquiera de las reivindicaciones 35-39, caracterizada ademas porgue el
adyuvante es adecuado para administrarse a un neonato.

41- La composicion inmunogénica de conformidad con
cualquiera de las reivindica_qi_gnes 34-40, caracterizada ademas porque
cuando la composicion inmijh'ogénica comprende el antigenc de RSV
recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-33 la composicion
inmunogénica ademas comprende un polipéptide de proteina G que
comprende una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones
de aminoacido 148 a 229 de un polipéptido de proteina G de RSV.

42.- La compc')'s_iélién inmunogénica de conformidad con
cualquiera de las reivindicacidnés 34-41, caracterizada ademas porque

comprende adicionalmente por lo menos un antigeno adicional de un

‘5,! e
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organismo patogenico distinto de RSV,

43.- Un acido nucleico recombinante que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica el antigeno de RSV recombinante de
cualquiera de las reivindicaciones 1-33.

44 - El acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 43,
caracterizado ademas porque la secuencia de polinucledtido que codifica el
antigeno de RSV es optimizado en codon para expresion en una célula
hospedera seleccionada. |

45 - E| acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 43 6
44, caracterizado ademas porque el acido nucleico comprende una secuencia
de polinucledtido seleccionada de: a) una secuencia de polinucledtido que
comprende SEQ ID NO:21; b) una secuencia de polinucleétido que codifica
SEQ ID NO:22; c¢) una secuencia de polinucledtido que hibrida bajo
condiciones astringentes sobre sustancialmente su longitud entera a SEQ ID
NO:21; d) una secuencia de potinucieétidd.con por Iq menos 95% de identidad
de secuencia a SEQ ID NO:21, dicha secuencia de polinucledtido no
corresponde a una cepa de RSV que ocurre naturalmente.

46.- Un vector que comprende el acido nucleico recombinante de
cualquiera de las reivindicaciones 43-45.

47 .- Una célula hospedera que comprende el acido nucleico de
la reivindicacién 43 6 44 o el vector de la reivindicacion 46.

48.- El uso del antigéno de RSV de cualquiera de las

reivindicaciones 1-33 en la preparacion de un medicamento para tratar una
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infeccion de RSV.

49.- El uso del antigeno de RSV o acido nucleico de la
reivindicacion 48, en donde el medicamento se administra para el proposito de
tratar profilacticamente una infeccion de RSV.

50.- Un método para producir una respuesta inmunolédgica contra
virus de sincicio respiratorio (RSV), el método comprende: administrar a un
sujeto una composicion que comprende el antigeno de RSV recombinante de
cualquiera de las reivindicaciqnes 1-33 o la composicién inmunogénica de
cualguiera de las reivindicacior;es 34-42.

51.- El método de conformidad con Ja reivindicacién 50,
caracterizado ademas porque la administracion de la composicion que
comprende el antigeno de RSV produce una respuesta inmunologica
especifica para RSV sin incrementar enfermedad viral después de contacto
con RSV,

52.- El método de conformidad con la reivindicacién 50 ¢ 51,
caracterizado ademas porque la respuesta inmunoldgica comprende una
respuesta inmunologica protéCtora que reduce o previene infeccién con un
RSV y/o reduce o previene una respuesta patologica despues de infeccion
con un RSV. |

53.- El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 50-52, caracterizado ademas porque el sujeto es un sujeto
humano. |

54.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
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cualquiera de las reivindicaciones 1-33 o la composicion inmunogénica de
cualquiera de las reivindicaciones 34-42 para usarse en medicina.

55.- El antigeno de RSV recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-33 o la composicidon inmunogénica de
cualquiera de las reivindicaciones 34-42 para la prevencion o tratamiento de
enfermedades asociadas con RSV.

56.- Un método para produci un antigeno de RSV recombinante
con un patrdn de glicosilacion alterado, el método comprende: (i) expresar un
acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 43-45 en una célula
hospedera; y (ii} aislar el antigeno de R3SV recombinante expresado por el
mismo.

57.- Un metodo para incrementar la expresion de un polipéptido
de proteina de fusion de RSV, el método comprende: expresar en una célula
hospedera un acido nucleico que codifica in polipéptido de proteina de fusion
de RSV que comprende por lo menos una mutacion que produce una adicién,
delecion o sustitucidn de aminoacido, dicha adicién, delecion o sustitucion de
aminoacido aitera un sitio de glicositacién del polipéptido de proteina de fusién
de RSV codificado en comparacién con fma proteina de fusiéon de RSV que
ocurre naturalmente, por lo que la alteracion del sitio de glicosilacion
incrementa la expresion del polipéptido de proteina de fusion de RSV en
comparacion con una proteina de fusion de RSV sin la adicién, delecidn o
sustitucién de aminoacido. !

58.- El método de écﬁlnf'cl.rmidad con la reivindicacion 57,

Y
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caracterizado ademas porque el acido nucleico que codifica el polipéptido de
proteina de fusién de RSV ademas comprende una mutacién adicional que
produce una adicion, delecion o sustitucion de aminoéacido que elimina un sitio
de digestion de peptidasa dentro del polipéptido de proteina de fusion de RSV
codificado.

59.- El método de conformidad con la reivindicacién 57 6 58,
caracterizado ademas porque el polipeptido de proteina de fusion de RSV es
un polipéptido de proteina de fusion recombinante estabilizado en la

conformacidn de prefusion.




)

10

15

20

137

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta descripcidn provee antigenos de virus de sincicio
respiratorio (RSV) recombinante y métodos para hacerlos y usarlos,
incluyendo composiciones inmunogénicas (v.gr., vacunas) para el tratamiento

y/o prevencion de infeccion de RSV.

98
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CARACTERIZACION HIDRODINAMICA DE PreF Y FG
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INHIBICION DE NEUTRALIZACION DE SUERO HUMANO POR preF COMPARADO CON FG
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Conc. DE 1gG EN EL SUERO (ng/ml)
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SEROLOGIA EN RATONES INMUNIZADOS, CHO-preF
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Conc. DE 1gG EN EL SUERO (ng/ml)

FIG. 4B

SEROLOGIA EN RATONES INMUNIZADOS, CHO-preF
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FIG. 5A

EVALUACION DE TITULOS DE NEUTRALIZACION DE CHO-preF in vivo
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FIG. 5B

EVALUACION DE TITULOS DE NEUTRALIZACION DE CHO-preF in vivo
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FIG. 6A

PROTECCION DE CHO-preF CONTRA DESAFIO
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FIG. 6B
PROTECCION DE CHO-PRF CONTRA DESAFIO
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FIG. 7

RECLUTAMIENTO DE EOSINOFILOS PULMONARES DESPUES DE DESAFIO EN RATONES
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CONC. DE IgG (ng/mL)

FIG. 8

NIVELES DE IgG EN EL SUERO EN RATONES INMUNIZADOS CON PREF
FORMULADO CON UN ADYUVANTE DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA

ESTUDIO 5614-82R (200080362)
NIVELES DE IgG EN EL SUERO CONTRA RSV A
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TITULOS NEUTRALIZANTES

FIG. 9
TITULOS DE ANTICUERPO NEUTRALIZANTE EN RATONES INMUNIZADOS CON PREF
FORMULADO CON UN ADYUVANTE DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA

NEUTRALIZACION DE RSV EN EL SUERO, ESTUDIO 20080362
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SPEARMAN-KARBER VALUES

VALOR DE SPEARMAN-KARBER

PROTECCION CONTRA DESAFIO EN RATONES INMUNIZADOS CON PREF
FORMULADO CON UN ADYUVANTE DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA
TITULACION DE RSV EN HOMOGENADOS DE PULMON DE RATONES
DESAFIADOS
SPEARMAN-KARBER FORMULA (WITH GEOMETRIC MEAN) - FORMULA
SPEARMAN-KARBER (CON MEDIA GEOMETRICA)
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<110>

<120>
<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

ealf-othd-000002.txt

SEQUENCE LISTING

Glaxosmithkline Biologicals S.A.

ID Biomedical cCorporation of Quebec
BAUDOUX, Guy J-M

BLAIS, Normand

Rheault, Patrick

RUELLE, Jean-Louis

CYR, Sonya

Recombinant RSV Antigens
vU62788-1 PCT

61/219,964
2009-06-24

61/334,568
2010-05-13

<160> 22
<170>
<210> 1
<211>
<212> DNA
<213>

<400> 1
atggagttgc

gttttgcttc
caaaggctat
agtaatatca
aattagataa
aacaaacaat
aaaaaaacca
gtgttggatc
agtgaacaag
ggagttagtg
tacctattgt
acaaaagaac
acacctgtaa
ctataacaaa
ttactctatc
tatggtgtta

caaaagaagg

1697

taatcctcaa
tggtcaaaac
cttagtgctc
aggaaaataa
atataaaaat
cgagccagaa
atgtaacatt
tgcaatcycce
atcaaaagtg
tcttaaccag
gaacaagcaa
aacagactac
gcacttacat
tgatcagaaa
atgtccataa
tagatacacc

gtccaacatc

PatentiIn version 3.5

agcaaatgea
atcactgaag
tgagaactygg
gtgtaatgga
gctgtaacag
gagaactacc
aagcaagaaa
agtggcgttg
ctctactate
caaagtgtta
agctgeagea
tagagattac
gttaactaat
aagttaatgt
taaaagagga
ctgttggaaa

tgtttaacaa

respiratory syncytial virus

attaccacaa
aattttatca
ttggtatacc
acagatgcta
aattgcagtt
aaggtttatg
aggaaaagaa
ctgtatctaa
cacaaacaag
gacctcaaaa
tatcaaatat
cagggaattt
agtgaattat
ccaacaatgt
agtcttagca
ctacacacat

gaactgacag

tcctecactgce
atcaacatgc
agtgttataa
aggtaaaatt
gctcatgcaa
aattatacac
gatttcttgg
ggtectgeac
gctgtagtca
actatataga
agcaactgta
agtgttaagc
tgtcattatc
tcaaatgtta

tatgtrgtaca

‘ccccctatgt

aggtggtact

Pagina 1

agtcacattt
agtgcagtag
ctatagatta
gataaacaag
agcacccagc
tcaaaatgcc
tttrtgttag
ctgaagggga
gttatcaaat
aaacaattgt
tagagttcca
aggtgtaact
aatgatatgce
gacagcaaag
attaccacta
acaaccaaca

gtgacaatgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



eol1f-othd-000002.txt

aggatcagta tcrttcttcc cacaagctga aacatgtaaa gtcaatcaaa tcgagtattt 1080
tgtgacacaa tgaacagttt aacattacca agtgaagtaa actctgcaat gttgacatat 1140
tcaaccccaa atatgattgt aaaattatga cttcaaaaac gatgtaagca gctccgttat 1200
cacatctcta ggagccattg tgrcatgcta tggcaaaaca aatgtacagc atccaataaa 1260
aatcgtggaa tcataaagac attttctaac gggtgcgata tgtatcaaat aaaggggtgg 1320
acactgtgtc tgtaggtaac acattatatt atgtaaaaag caagaaggta aaagtctcta "~ 1380
tgtaaaaggt gaaccaataa taaatttcta tgacccttag tattccectc tgatgaattt 1440
gatgcatcaa tatctcaagt caacgagaag attaacagag cctagcattt attcgtaaat 1500
ccgatgaatt attacataat gtaaatgctyg gtaatccacc ataaatatca tgataactac 1560
tataattata gtgattatag taatattgtt atcttaattg ctgttggact gctcttatac 1620
tgtaaggcca gaagcacacce agtcacacta agaaagatca actgagtggt ataaataata 1680
ttgcatttag taactaa 1697
<210> 2

<211> 574

<212> PRT

<213> respiratory syncytial virus

<400> 2 Ce

Met Glu Leu Leu ITle Leu Lys Ala Asn Ala Ile Thr Thr Ile Leu Thr
1 5 10 15

Ala val Thr phe Cys Phe Ala Ser Gly Gln Asn Ile Thr Glu Glu Phe
20 25 30

Tyr GIn ser Thr Cys Ser Ala val Ser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu
35 40 45

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser val ITe Thr Ite Glu Leu Ser Asn Ile
50 55 60

Lys Glu Ash Lys Cys Asn Gly Thr Asp Ala Lys Val Lys Leu Ile Lys
65 70 75 80

Gln Glu Leu Asp Lys Tyr Lys Ash Ala val Thr ¢lu Leu Gln Leu Leu
85 90 95

Met GIn Ser Thr Pro Ala Thr Asn Asn Arg Ala Arg Arg Glu Leu Pro
100 105 110

Arg Phe Met Asn Tyr Thr Leu Asn Asn Ala Lys Lys Thr Asn val Thr
115 120 125

Pdgina 2

\%Y



Leu

Leu

Lys

Gln

225

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

305

Leu

Thr

Pro

Thr

Ser

130

Ser

Gly

val

AsSp

Gln

210

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

290

Tyr

Cys

Asp

Gln

Met

Lys

Ala

Glu

val

Leu

195

ser

Ash

val

Ser

Ser

275

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

355

Asn

Lys

Ile

val

Ser

180

Lys

Cys

Ash

Thr

Leu

260

Asn

Ile

val

Thr

Gly

340

Glu

Ser

Arg

Ala

ASN

165

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

245

Asn

Lys

Ile

Asn

325

Trp

Thr

Leu

Lys

sSer

150

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

230

Pro

Asn

val

Glu

Asp

310

Thr

Tyr

Cys

Thr

Arg

135

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

215

Leu

val

Asp

G1n

Glu

295

Thr

Lys

cys

Lys

Leu

Arg

val

Lys

Gly

ASp

200

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

280

val

Pro

Glu

Asp

val

360

Pro

eolf-othd-000002.txt

Phe Leu Gly Phe Leu Leu
140

ala

Ser

val

185

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

265

val

Leu

Cys

Gly

Asn

345

Gin

Ser

val

Ala

170

Ser

Gin

Ala

Thr

Tyr

250

Ile

Arg

ala

Trp

Ser

330

Ala

Ser

Ser

155

Leu

val

Leu

Thr

Arg

Met

Thr

GIn

TYr

Gly

Asn

Lys

Leu

Leu

Leu

val

Ser

Thr

Pro

205

val
220
Glu
Leu
ASN
GlIn
val
300
Leu
Ile

Ser

Arg

Glu val Asn
Pagina 3

Ile

Phe

Thr

ASp

Ser

285

val

His

Cys

val

val

365

Leu

Leu

Thr

ser

190

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

270

Tyr

GIn

Thr

Leu

Ser

350

Phe

Cys

Gly
His
Asn
175
Lys
val
Phe
val
Ser
255
Lys
Ser
Leu
ser
Thr
335
Phe

Cys

Asn

val

Leu

160

LyS

val

Asn

Gln

AsSn

240

Glu

Lys

Ile

Pro

Pro

320

Arg

rPhe

Asp

val



eo] f-othd-000002. txt
370 375 380

Asp ITe Phe Asn Pro Lys Tyr Asp Cys Lys Ile Met Thr Ser Lys Thr
385 390 395 . 400

Asp val ser Ser Ser val Ile Thr Ser Leu Gly Ala Ile val Ser Cys
405 410 415

Tyr Gly Lys Thr Lys Cys Thr Ala Ser Asn Lys Asn Arg Gly Ile Ile
420 425 430

Lys Thr Phe Ser Asn Gly Cys Asp Tyr val Ser Asn Lys Gly val Asp
435 440 445

Thr val ser val Gly Asn Thr Leu Tyr Tyr val Asn Lys GIn Glu Gly
450 455 460

Lys Ser Leu Tyr val Lys Gly Glu Pro Ile Ile Ash Phe Tyr Asp Pro
465 470 475 | 480

Leu val Phe Pro Ser Asp Glu Phe Asp Ala Ser Ile ser Gln val Asn
485 490 495

Glu Lys Ile Asn GIn Ser Leu Ala pPhe Ile Arg Lys Ser Asp Glu Leu
500 505 510

Leu His Ash val Asn Ala Gly Lys Ser Thr Ile Asn Ile Met Ile Thr
515 520 525

Thr Ile Ile I1e val Ile ITe val Ile Leu Leu Ser Leu Ile Ala val
530 535 540

Gly Leu Leu Leu Tyr Cys Lys Ala Arg Ser Thr Pro val Thr Leu Ser
545 550 555 ‘ 360

Lys Asp Gin Leu Ser Gly Ile Asn Asn Ile Ala Phe Ser Asn

565 570
<210> 3
<211> 897
<212> DNA
<213> respiratory syncytial virus
<400> 3
atgtccaaaa acaaggacca acgcaccgct aagacactag aaaagacctg ggacactcte 60
aatcatttat tattcatatc atcgggetta tataagttaa atcttaaatc tatagcacaa 120
atcacattat ccattctggc aatgataatc tcaacttcac ttataattac agccatcata 180

pagina 4



ttcatagect
agccagatca
ttctccaate
ggagtcaagt
acacaaccca
aatgattttc
acctgctggg
aagcctacaa
aaaccaaagg
acaaacatca
caaatggaaa
acaacatceg
<210> 4

<211> 298
<212> PRT
<213>
<400> 4

Met Ser Lys
1
Trp Asp Thr

Leu Asn Leu
35

Ile Ile Ser
50

Ala Asn His
65

ser gin Ile

Leu Gly Ile

Thr Ile Leu
115

cggcaaacca
agaacacaac
tgtctgaaat
caaacctgca
gcaagcccac
acttcgaagt
ctatctgcaa
aaaaaccaac
aagtacccac
caactacact
ccttecacte

agcacccate

eolf-othd-000002. txt

Caaagtcaca
cccaacatac
tacatcacaa
acccacaaca
tacaaaacaa
gtttaacttt
aagaatacca
cttcaagaca
caccaagccc
gctcaccaac
aacctcctec

acaaccctca

ctaacaactg
ctcactcagg
accaccacca
gtcaagacta
cgccaaaaca
gtaccctgca
aacaaaaaac
accaaaaaag
acagaagagc
aacaccacag
gaaggcaatc

tctccaccea

respiratory syncytial wvirus

Asn Lys Asp GIn Arg Thr Ala Lys
5

Leu Asn His Leu Leu

20

Lys Ser Ile Ala GlIn

40

Thr ser Leu Ile Ile

55

Lys val Thr Leu Thr

70

Lys Asn Thr Thr Pro

85

Ser Phe Ser Asn Leu

100

Ala ser Thr Thr Pro

120

10

Phe Ile ser
25

Ile Thr Leu

Thr Ala Ile

Thr Ala Ile
75

Thr Tyr Leu
90

Ser Glu Ile
105

Gly val Lys

caatcataca
atccteaget
tactagctte
aaaacacaac
aaccaccaaa
gcatatgcag
caggaaagaa
atctcaaacc
caaccatcaa
gaaatccaaa
taagcccttc

acacaacacg

Thr Leu Glu

ser Gly Leu
30

ser Ile Leu
45

Ile phe Ile
60

ITe G1n Asp

Thr ¢1n Asp

Thr ser Gln
110

Ser Asn Leu
125

Pagina 5

agatgcaaca
tggaatcagc
aacaacacca
aacaacccaa
caaacccaat
caacaatcca
aaccaccacc
tcaaaccact
caccaccaaa
actcacaagt
tcaagtctee

ccagtag

Lys Thr

Tyr Lys

Ala met

Ala ser

Ala Thr

80

Pro Gln
95

Thr Thr

Gln Pro

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
897

3y



Thr val

130

Thr

Lys Pro Thr

145

Asn Asp Phe

Ser Asn Ash

Pro

Lys

Thr
210

Lys

val Thr

225

Pro

Thr asn Ile

Lys Leu Thr

Asn Ser

275

Leu

Pro Ser Ser

290

<210> 5§

<211> 1566
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 5
aagcttgcca

gccgtgacce
tgctecgocy
atcaccatcg

aagctgatca

Lys Thr

Thr Lys

Lys

GlIn

eolf-othd-000002.txt

ASn
135

Arg Gln

150

Phe
165

His

Pro Thr

180

Lys Lys

Lys

Lys

Thr Lys

Glu

Cys

Thr

Asp

Pro

val Phe

Ala

Trp

Thr
200

Thr

Leu
215

LysS

Thr Glu

230

Thr
245

Thr

Ser Gln

260

Pro ser

Pro Pro

ccatggagct
tgtgcttcge
tgtecaaggg
agctgtccaa

agcaggagct

Thr

Met

Gin

AsSn

Leu Leu

Glu Thr

val ser

280

Thr Thr

295

Artificial Sequence

gctgatcctg
ctccteccag
ctacctgtec
catcaaggaa

ggacaagtac

Pro
155

Asn Lys

Phe val

170

Asn

Ile
185

Cys Lys

Lys Pro Thr

Pro Gln Thr

Thr
235

Glu Pro

Thr Asn

250

Asn

Phe
265

His Ser

Thr Thr ser

Arg Gln

Recombinant PreF polynucleotide

aaaaccaacg
aacatcaccg
gccctgegga
aacaagtgca

aagagegccg

Thr Thr Thr Thr Gln Thr GlIn

140

Pro Asn Lys

Pro Cys Ser

Ile Pro

190

Arg

Lys Lys Pro

205

Thr
220

Lys Pro

Ile Asn Thr

Thr Thr Gly

Thr Ser

270

Ser

His
285

Glu Pro

ccatcaccge
aggagttcta
ccggetggta
atggcaccga

tgaccgaact

Pigina 6

Pro Ser

Asn
160

Pro

Ile
175

Cys

Asn Lys

Thr pPhe

Lys Glu

Thr Lys

Asn Pro

255

Glu Gly

Ser GIn

catcetggee
ccagtccacc
cacctecgtg
cgccaaggtg
ccagctgety

60
120
180
240
300



atgcagtcca
gccatcecgect
atcaagagcg
gtgctgacct
gtgaacaagc
aacaaccggce
gtgtccacct
accaacgacc
agcatcatga
ggcgtgatcyg
aaggagggct
ggctccgtgt
tgcgacacca
ttcaacccea
atcacctecc
aagaaccggy
gtggacaccg
ctgtacgtga
gagttcgacg
cggaagtcecg
atctaccaca
tctaga
<210> 6
<21l> 514
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

1

ccectgeceac
ccggeatege
ccetgetgte
ccaaggtgct
agtcctgctc
tgctggagat
acatgctgac
agaaaaaact
gcatcatcaa
acaccccttg
ccaacatctg
ccttettece
tgaactccct
agtacgactg
tgggcgeeat
gaatcatcaa
tgtccgtggy
agggcgagcec
cctecatceag
acgagaagct

tcgagaacga

eolf-othd-000002. txt

caacaacaag
cgtgagcaag
caccaacaag
ggatctgaag
catctccaac
cacccgegag
caactccgag
gatgtccaac
ggaagaggtg
ctggaagctg
cctgaccegg
tctggecgag
gaccctgect
caagatcatg
cgtgtcctge
gaccttctcc
caacacactg
tatcatcaac
ccaggtgaac
gcataacgtg

gatcgceegg

Artificial Sequence

Recombinant PreF Antigen

tttctgggcet
gtgctgeacce
gcegtggtgt
aactacatcg
atcgagaccy
ttcteegtya
ctgcrgteec
aacgtgcaga
ctggectacy
cacacctecce
accgaccgag
acctgcaagg
tccgaggtga
accagcaaga
tacggcaaga
aacggctgeyg
tactacgtga
ttctacgacc
gagaagatca
gaggacaaga

atcaagaagc

10

tcctgetggg
tggagggega
ccetgtecaa
acaagcagct
tgatcgagtt
acgceggegt
tgatcaacga
tcgtgeggea
tggtgcaget
ccctgtgeac
gctggtactg
tgcagtccaa
acctgtgcaa
ccgacgtgte
ccaagtgcac
actacgtgte
ataagcagga
ctctggtgtt
accagtcect
tcgaggagat

tgatcggega

cgtgggctcc
ggtgaacaag
cggegtgtcec
gctgectatc
ccagcagaag
gaccacccet
catgcctatc
gcagtcctac
gectctgtac
caccaacacc
cgacaacgcc
cegggtgttce
catcgacatc
ctccagegtg
cgcetecaac
caataagggc
gggcaagagc
ccettecgac
ggcctteatce
cctgtccaaa

ggcctgataa

Met Glu Leu Leu ITe Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala
5

15

Ala val Thr Egu Cys Phe Ala Ser Ser GIn Asn ITe Thr Glu Glu Phe

25

Pagina 7

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1566

139



Tyr

Arg

Lys

65

Gln

Met

Gly

His

Asn

145

Lys

val

Phe

val

Ser

225

Lys

Ser

Leu

GIn

Thr

50

Glu

Glu

Gln

val

Leu

130

Lys

val

Asn

Gln

Asnh

210

Glu

Lys

Ile

Pro

Ser

35

Gly

Asn

Leu

Ser

Gly

Glu

Ala

Leu

Lys

GlIn

185

Ala

Leu

Leu

Met

Leu
275

Thr

Trp

Lys

Asp

Thr

100

Ser

Gly

val

Asp

Gin

180

Lys

Gly

Leu

Met

Ser

260

Tyr

Cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Ala

Glu

val

Leu

165

Ser

Asn

val

ser

Ser

245

Ile

Gly

sSer

Thr

Asn

70

Tyr

Ala

Ile

val

ser

150

LyS

Cys

ASn

Thr

Leu

230

Asn

Ile

val

Ala

Gly

Lys

Thr

Ala

ASn

135

Leu

Asn

ser

Arg

Thr

215

Ile

Asn

LysS

Ile

val

40

val

Thr

ser

AsSn

Ser

120

Lys

Ser

Tyr

Ile

Leu

200

Pro

Asn

val

Glu

ASp
280

eolf-othd-000002.txt

Ser Lys Gly Tyr Leu Ser
45

Ile

Asp

Ala

Asn

105

Gly

Ile

Asn

Ile

Ser

185

Leu

val

ASp

GIn

Glu

265

Thr

Thr

Ala

val

30

Lys

Ile

Lys

Gly

ASp

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

250

val

Ile

Lys

Thr

Phe

Ala

Ser

val

155

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

235

val

Leu

Glu
60

val
Glu
Leu
val
Ala
140
Ser
Gln
Glu
The
Tyr
220
Ile

Arg

Ala

Pro Cys Trp

Pagina 8

Leu

Lys

Leu

Gly

ser

125

Leu

val

Leu

Thr

Thr

Gln

Tyr

ser

Leu

Gln

Phe

110

Lys

Leu

Leu

Leu

val

190

Glu

Leu

Asn

Gln

val

270

Leu

Ala

Asn

Ile

Leu

95

Leu

val

Ser

Thr

Pro

175

Ile

Phe

Thr

Asp

ser

255

val

His

Leu

Ile

Leu

Leu

Thr

ser

160

Ile

Ser

Asnh

GIn

240

Tyr

Gln

Thr



eolf-othd-000002.txt

Ser Pro Leu Cys Thr Thr Asn Thr Lys Glu Gly Ser Asn Ile Cys Leu
290 295 300

Thr Arg Thr Asp Arg Gly Trp Tyr Cys Asp Asn Ala Gly Ser val Ser
305 310 315 320

Phe Phe Pro Leu Ala Glu Thr Cys Lys val GIn Ser Asn Arg val Phe
325 330 335

Cys Asp Thr Met Asn Ser Leu Thr Leu Pro Ser Glu val Ash Leu Cys
340 345 350

Asn Ile Asp Ile Phe Asn Pro Lys Tyr Asp Cys Lys Ile Met Thr Ser
355 360 365

Lys Thr Asp val Ser Ser Ser val Ile Thr Ser Leu Gly Ala Ile val
370 375 380

Ser Cys Tyr Gly Lys Thr Lys Cys Thr Ala Ser Asn Lys Asn Arg Gly
385 390 395 400

Ile ITe Lys Thr Phe Ser Asn Gly Cys Asp Tyr val Ser Asn Lys Gly
405 410 415

val Asp Thr val Ser val Gly Asn Thr Leu Tyr Tyr val Asn Lys Gln
420 425 430

Glu Gly Lys Ser Leu Tyr val Lys Gly Glu Pro Ile ITe Asn Phe Tyr
435 440 445

Asp Pro Leu val Phe Pro Ser Asp Glu Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln
450 455 460

val Asn Glu Lys Ile Asn GIn Ser Leu Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp
465 470 475 X 480

Glu Lys Leu His Asn val Glu Asp Lys Ile Glu Glu Ile Leu Ser Lys
485 4380 495

Ile Tyr His Ile Glu Asn Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly
500 505 510

Glu Ala

<210> 7
Pagina 9



<211> 1855
<21Z2> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 7
aagcttgeca

gccgtgaccec
tgctecgecg
atcaccatcg
aagctgatea
atgcagtcea
tccgecateg
aagatcaaga
tccgtgctga
atcgtgaaca
aagaacaacc
cctgtgteca
atcaccaacg
tacagcatca
tacggcgtga
accaaagagg
gceggetecg
ttctgegaca
atcttcaacc
gtgatcacct
aacaagaacc
ggcgtggaca
agcctgtacg
gacgagttcg
atccggaagt
aaaatctacc

ggctctggeg
aacgacttcc

ccatggagct
tgtgcttcge
tgtccaaggg
agctgtccaa
agcaggaact
ccectgecac
cctecggeat
gcgeectget
cctccaaggt
agcagtcctyg
ggctgctgga
cctacatgcet
dCCdadadda
tgagcatcat
tcgacacccece
gcrccaacat
tgtccttctt
ccatgaactc
ccaagtacga
ccctgggegce
ggggaatcat
ccgtgtcegt
tgaagggcga
acgecctccat
ccgacgagaa
acatcgagaa
gcagcggegyg
acttcgaggt

eolf-othd-000002.txt

Artificial Sequence

gctgatectce
ctccteccag
ctacctgtcc
catcaaagaa
ggacaagtac
caacaacaag
cgccgtgagce
gtccaccaac
gctggatctg
ctccatctec
gatcacceqge
gacaaactec
gctgatgtee
caaggaagaa
ttgctggaag
ctgcctgace
ccoctetggec
cctgaccctyg
ctgcaagatc
catcgtgtec
caagaccttce
gggcaacaca
gcctatcate
cagccaggrtc
gctgcataac
cgagatcgcece
ctccaagcag

gttcaacttc

aagaccaacyg
aacatcaccg
gceectgegga
aacaagtgca
aagagcgccyg
aagttictygg
aaggtgctgce
aaggccgrgg
aagaactaca
aacatcgaga
gagttcteeg
gagctgctct
aacaacgtgce
gtcctggect
ctgcacacct
cggaccgacc
gagacctgca
cctteegagg
atgaccagca
tgctacggca
tccaacggct
ctgtactacg
aacttctacg
aacgagaaga
gtggaggaca
cggatcaaga
cggcagaaca

gtgccttgct
Pagina

Chimeric PreF-G Antigen polynucleotide segeunce

ccatcaccgc
aagagttcta
§cggctggta
acggcaccga
tgaccgaact
gcttectget
acctggaggg
tgtccctgte
tcgacaagca
ccgtgatcga
tgaacgccgg
ccctgatcaa
agatcgtgeg
acgtcgtgea
tcccectgty
ggggctggta
aggtgcagtc
tgaacctgtg
agaccgacgt
agaccaagtg
gcgactacgt
tgaataagca
accctctggt
tcaaccagtc
agﬁicgaaga
agctgategg
agcctcctaa

‘ccatetgete
10

catcctggec
ccagtccacc
cacctccgty
cgccaaggtc
ccagctqgctg
gggcgrgggce
cgaggtgaac
caacggegtg
gctygctgect
gttccagcag
cgtgaccacce
cgacatgcct
gcagcagtcc
gcrgectetg
caccaccaac
ctgcgacaac
caaccgggtg
caacatcgac
gtcctccage
caccgectec
gtccaataag
ggaaggcaag
gttcccttec
cctggectte
gatcctgtcc
cgaggctggc
caagcccaac

Caacaaccct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
Q00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

141



eo1f-othd-000002. txt

acctgetggg ccatctgcaa gagaatcoce aacaagaagce cfggcaagaa aaccaccacg 1740
aagcctacca agaagcctac cttcaagacc accaagaagg accacaagcec tcagaccaca 1800
aagcctaagg aagtgccaac caccaagcac caccaccatc accactgata atcta 1855
<210> 8

«211> 605

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Chimeric PrefF-G polypeptide

<400> 8

Met Glu Leu reu Ile Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala
1 5 10 : 15

LR}
‘« .

Ala val Thr Leu Cys Phe Ala Ser Ser GIn Asn Ifé’Thr Glu Glu Phe
20 25 - 30

Tyr GIn Ser Thr Cys Ser Ala val Ser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile
50 55 60

Lys Glu Asn Lys Cys Asn Gly Thr aAsp Ala Lys val Lys Leu Ile Lys

GIn Glu Leu Asp Lys Tyr Lys Ser Ala val Thr Glu Leu GIn Leu Leu
85 90 ‘ 95

Met GIn Ser Thr Pro Ala Thr Asn Asn Lys Lys Phe Leu Gly Phe Leu
100 105 A 110

Leu Gly val Gly Ser Ala Ile Ala Ser Gly Ile Ala val Ser Lys val
115 120 125

Leu His Leu Glu Gly Glu val Asn Lys Ile Lys Ser Ala Leu Leu Ser
130 135 140

Thr Asn Lys Ala val val Ser Leu Ser Asn Gly val Ser val Leu Thr
145 150 155 160

Ser Lys val Leu Asp Leu Lys Asn Tyr Ile Asp Lys GIn Leu Leu Pro
165 170 175

Ile val Asn Lys GIn Ser Cys Ser Ile Ser Asn Ile Glu Thr val Ile
Pagina 11. -



Gilu

Ser

Asn

225

Gln

Tyr

GlIn

Thr

Leu

305

ser

Phe

Cys

ser

val

385

Gly

Gly

Phe

val

210

Ser

Lys

Ser

Leu

Ser

290

Thr

Phe

cys

ASn

Ile

val

GIn

195

Asn

Glu

Lys

Ile

Pro

275

Pro

Arg

Phe

ASp

Ile

Thr

Cys

Ile

ASD

180

Gln

Ala

Leu

Leu

Met

260

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

340

Asp

ASp

Tyr

Lys

Thr
420

Lys

Gly

Leu

Met

245

Ser

Tyr

Cys

ASp

Leu

325

Met

Ile

val

Gly

Thr

405

val

Asn

val

Ser

230

Ser

Ile

Gly

Thr

Arg

310

Ala

AsSn

Phe

Ser

ser

Asn

Thr

215

Leu

Asn

Ile

val

Thr

295

Gly

Glu

Ser

Asn

Ser

375

Thr

Ser

val

Arg
200
Thr
Ile
Asn
Lys
Ile
280
Asn
Trp
Thr
Leu
Pro
360
Ser
Lys

Asn

Gly

eolf-othd-000002.txt

185

Leu

Pro

Asn

val

Glu

265

Asp

Thr

Tyr

Cys

Thr

345

Lys

val

cys

Gly

Asn
425

Leu Glu Ile

val

Asp

GIn

250

Glu

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

Tyr

Ile

Thr

Cys

410

Thr

ser

Met

235

Ile

val

Pro

Glu

Pro

ASp

Thr

Ala

395

Asp

Leu

Pagina

Thr

220

Pro
val

Leu

Gln
Ser
Cys
Ser
380
Sér
Tyr

Tyr

12

Thr

205

Tyr

ITe

Arg

Ala

Trp

285

ser

Ala

ser

Glu

365

Leu

Asn

val

Tyr

190

Arg

Met

Thr

Gin

Tyr

270

LyS

Asn

Gly

Asn

vai

350

Ile

Gly

Lys

ser

val
430

Glu

Leu

Asn

GIn

val

Leu

Ile

Ser

Arg

335

Asn

Met

Ala

Asn

Asn

415

Asn

Phe

Thr

Asp

240

Ser

val

His

Cys

val

320

val

Leut

Thr

Ile

Lys



GIn Glu

Tyr Asp

Gln val
465

Asp Glu

Lys Ile

Gly Glu

ASn Lys

Asn Phe
545

Ite Cys

Lys Pro

Pro Gln

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

<220>
<223>

<400>

aagcttgcca
gcegtgacee
tgcteegecy
atcaccatcg

aagctgatca

9

Gly

Prao

Asn

Lys

Tyr

Ala

515

Pro

val

Lys

Thr

Thr
595

1834

D

NA

Lys

Leu

Glu

Leu

His

500

Gly

Pro

Pro

Arg

Lys

580

Thr

Ser

val

Lys

His

485

Gly

ASn

Cys

Ile

565

Lys

Lys

Leu

rhe

Ile

470

Asn

Glu

Ser

Lys

ser

550

Pro

Pro

Pro

Tyr

Pro

455

Asn

val

Asn

Gly

Pro

535

Ile

Asn

Thr

Lys

Artificial Sequence

ser

Glin

Glu

Glu

Gly

Asn

Cys

Lys

Phe

Glu
600

eo1f-othd-000002.txt
ng Lys Gly Glu Pro Ile Ile

Asp

Ser

Asp

Ile

505

ser

Asn

Ser

Lys

Glu

Leu

Lys

490

Ala

Gly

ASp

Asn

Pro

570

Thr

Pro

Chimeric Pref-G polynucleotide

9

ccatggagcet
tgtgcttcge
tgtccaaggg
agctgtccaa

agcaggaact

Phe

Ala

475

Ile

Arg

Gly

Phe

Asn

555

Gly

Thr

Thr

gctgatcctc aagaccaacg
ctcctececag aacatcaccg
ctacctgtcc gcectgegga
catcaaagaa aacaagtgca

ggacaagtac aagagcgeceg

Pagina

445

Asp Ala Ser
460

Phe Ile Arg
Glu Glu Ile

Ile Lys Lys
- 510

Ser Lys Gln
525

His Phe Glu
540

Pro Thr Cys
Lys Lys Thr

Lys Lys Asp
o 590

Thtr Lys

ccatcaccge
aagagttcta
ccggetggta
acggcaccga
tgaccgaact

13

Asn Phe

Ile ser

Lys Ser
480

Leu Ser
495

Leu Ile

Arg Gin

val Phe

Trp Ala
560

Thr Thr
575

His tys

catcctggec
ccagteccacce
cacctcegtg
cgccaaggte

ccagctgetg

60
120
180
240
300



atgcagtcca
tccgecatcg
aagatcaaga
tccgtgetga
atcgtgaaca
aagaacaacc
cctgtgtcca
atcaccaacg
tacagcatca
tacggegtga
accaaagagg
gccggeteeg
ttctgegaca
atcttcaacc
gtgatcacct
aacaagaacc
ggcgtggaca
agcctgtacg
gacgagttcg
atccggaagt
aaaatctacc
ggcaagcagc
ttcaacttcg
agaatcccca
ttcaagacca
accaagcacc
<210> 10

<211> 598
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 10

ccectgecac
cctccggeat
gcgeectget
cctccaaggt
agcagtcctg
ggctgctgga
cctacatgcet
accaaaaaaa
tgagcatcat
tcgacacccece
gctccaacat
tgtccttett
ccatgaactc
ccaagtacga
ccetgggegce
ggggaatcat
ccgtgteegt
tgaagggcga
acgcctecat
ccgacgagaa
acatcgagaa
ggcagaacaa
tgecrtgerc
acaagaagcc
ccaagaagga

accaccatca

eolf-othd-000002. txt

caacaacaag
cgcegtgage
gtccaccaac
gctggatctg
ctccatctec
gatcaccecgc
gacaaactcc
gctgatgtec
caaggaagaa
ttgctggaag
ctgcctgacc
ccctectggec
cctgaccctg
ctgcaagatc
catcgtgtcc
caagaccttc
gggcaacaca
gcctatcate
cagccaggtc
gctgcataac
cgagatcgee
gcctectaac
catctgctcc
tggcaagaaa
ccacaagcect

ccactgataa

Aartificial Ssequence

aagtttctgg
aaggtgctge
aaggccgtag
aagaactaca
aacatcgaga
gagttctceg
gagctgctct
aacaacgtgc
gtcctggect
ctgcacacct
cggaccgacce
gagacctgca
ccttccgagy
atgaccagta
tgctacggcea
tccaacggcet
ctgtactacg
aacttctacg
aacgagaaga
gtggaggaca
cggatcaaga
aagcccaaca
aacaacccta
accaccatcé
cagaccadaa

tcta

Chimeric Pref-G polypeptide

Pagina

gcttectget
acctggaggg
fgttcctgtc
tcgacaagca
ccgtgatcga
tgaacgccgy
ccctgatcaa
agatcgtgcg
acgtcgtgca
cccccctgtg
ggggctggta
aggtgcagte
tgaacctgrg
agékcgacgt
agaccaagtg
gcgactacgt
tgaataagca
accctetggt
tcaaccagtc
agatcgaaga
agctgatcgg
acgacttcca
cctgetggge
aggctaccaa

agcctaagga

14

gggcgrgggc
cgaggtgaac
caacggcgtg
gctgetgect
gttccagcag
cgtgaccacc
cgacatgecct
gcagcagtec
gctgcctetg
caccaccaac
ctgcgacaac
caaccgggty
caacatcgac
gtcctccagce
caccgectcec
gtccaataag
ggaaggcaag
gttcecttee
cctggeettc
gatcctgtec
cgaggctgge
cttcgaggtg
catctgcaag
gaagcctacc

agtgccaacc

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1834

146



eolf-othd-000002. txt
Met Glu Leu Leu Ile Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala

Ala val Thr Leu Cys Phe Ala Ser Ser GIn Asn Ile Thr Glu Glu Phe
20 25 30

Tyr GIn Ser Thr Cys Ser Ala val Sser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu
35 40 ‘ 45

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile
50 55 60 -

Lys Glu Asn Lys Cys Asnh Gly Thr Asp Ala Lys val Lys Leu Ile Lys
65 70 75 80

GIn Glu Leu Asp Lys Tyr Lys Ser Ala val Thr Glu Leu GIln Leu Leu
85 90 95

Met GIn Ser Thr Pro Ala Thr Asn Asn Lys Lys Phe Leu Gly Phe Leu
100 105 110

Leu Gly val Gly Ser Ala Ile Ala Ser Gly Ile Ala val Ser Lys val
115 120 . 125

Leu His Leu Glu Gly Glu val Asn Lys Ile Lys Ser Ala Leu Leu Ser
130 135 140,

Thr Asn Lys Ala val val Ser Leu Ser Asn Gly val Ser val Leu Thr
145 150 155 160

Ser Lys val Leu Asp Leu Lys Asnh Tyr Ile Asp Lys Gln Leu Leu Pro
165 170 ‘ 175

Ile val Asn Lys GlIn Ser Cys Ser Ile Ser Asn Ile Glu Thr val Ile
180 185 190

Glu Phe Gln GIn Lys Asn Asn Arg Leu Leu Glu Ile Thr Arg Glu Phe
195 200 205

Ser val Asn Ala Gly val Thr Thr Pro val Ser Thr Tyr Met Leu Thr
210 215 220

Asn Ser Glu Leu Leu Ser Leu Ile Asn Asp Met Pro Ile Thr Asn Asp
225 230 235 240

Gln Lys Lys Leu Met Ser Asn Asn val Gln Ile val Arg GIln Gln Ser
245 250 255

Pagina 15



Tyr

Gln

Thr

Leu

305

Ser

Phe

Cys

ser

val

385

Gly

Gly

G1n

Tyr

Gln

465

ASp

LysS

Ser

Leu

Ser

290

Thr

Phe

Cys

AsSh

Ile

val

Glu

Glu

Ile

Ile

Pro

275

Pro

Arg

Phe

ASp

Ile

355

Thr

Cys

Ile

Asp

Gly

Pro

Asnh

Lys

Tyr

Met

260

Leu

Leu

Thr

Pro

Thr

340

Asp

Asp

Tyr

LyS

Thr

420

Lys

Leu

Glu

Leu

His
500

Ser

Tyr

Cys

Asp

Leu

325

Met

Ile

val

Gly

Thr

405

val

Ser

val

Lys

His

485

Ile

Ile

Gly

Thr

Asn

Phe

Ser

LyS

390

Phe

Ser

Leu

Phe

Ile

470

Asn

val

Thr

295

Gly

Glu

Ser

Asn

Ser

375

Thr

Ser

val

Tyr

Pro

455

Asnh

val

Asn

Lys

Ite

280

Asn

Trp

Thr

Leu

Pro

360

Ser

Lys

Asn

Gly

val

440

Ser

Gln

Glu

Glu

eolf-othd-000002.txt

Glu Glu val Leu Ala Tyr

265

Asp

Thr

Tyr

Cys

Thr

345

Lys

val

Cys

Gly

Asn

425

Lys

ASp

Ser

ASp

Ile
505

Thr

Lys

Cys

Tyr

Ile

Thr

Cys

410

Thr

Gly

Glu

Leu

Lys

490

Ala

Pro

Glu

ASp

315

val

Pro

Asp

Thr

Ala

395

Asp

Leu

Giu

Phe

Ala

475

Tle

Arg

Pagina

Cys
Gly
Asn

Gln

Cys
ser
380
Ser
Tyr
Tyr
Pro
Asp
460
Phe

Glu

Ile

16

Trp

285

Ser

Ala

Ser

- Glu

Asn

val

Tyr

Ile

445

Ala

Ile

Glu

Lys

270

Lys

AsSn

Gly

Asn

val

350

Ile

Gly

Lys

Ser

val

430

Ile

sSer

Arg

Ile

Lys
510

val

Leu

Ile

Ser

Arg

335

Asn

Met

Ala

ASN

Asn

415

AsSn

Asn

Ile

Lys

Leu

495

Leuw

val

Cys

val

320

val

Leu

Thr

Ile

Lys

Lys

Phe

Ser

Ser

480

Ser

Ile

Iy



eolf-othd-000002. txt

Gly Glu Ala Gly Gly Lys Gln Arg Gln Asn Lys
515 520

Asn Asn Asp Phe His Phe Glu val Phe Asn Phe
530 535

Pro Pro Asn
525

val Pro Cys
540

Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala Ile Cys Lys Arg Ile
545 550 555
Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys
565 570
Phe Lys Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys
580 585 590
Glu val pPro Thr Thr Lys
595
<210> 11
<211> 28
<212> PRT ’
<213> Artificial Sequence .
<220> ]
<223> 1Isoleucine substituted GCN4 leucine zipper

<400> 11

Lys Pro

Ser Ile

Pro Asn
560

Pro Thr
575

Pro Lys

Glu Asp Lys ITe Glu Glu Ile teu Ser Lys Ile Tyr His Ile Glu Asn
1 5 10

Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly Glu
20 25

Ala

<210> 12

<211> 1563

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> ‘;
<223> Codon optimized PrefF nucleotide sequence

<400> 12
atggagctgc ccatcctgaa gaccaacgcc atcaccacca

tgcttcgeca gcagccagaa catcacggag gagttctace
agcaagggct acctgagcge gotgcgecacg ggctggtaca
ctgagcaaca tcaaggagaa caagtgcaac ggcacggacg
caggagctgg acaagtacaa gagcgeggtg acggagetge

Pagina

tcctegeegce
agagcacgtg
cgagcgtgat
cgaaggtgaa
agcrtgectgat

17

15

cgtgaccetg
cagcgeegty
cacgatcgag
gctgatcaag

gcagagcacg

60
120
180
240
300



ccggcgacga
ggcatcgeceg
ctgctgagea
aaggtgctcg
agctgcagea
ctggagatca
atgctgacga
aagaagctga
atcatcaagg
acgcecctget
aacatcrgcec
ttcttceege
aacagcctga
tacgactgca
ggcgcegateg
atcatcaaga
agcgtcggea
ggcgagecga
agcatcagec
gagaagctge
gagaacgaga
tga

<210> 13
<211>
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 13

1685

acaacaagtt
tgagcaaggt
cgaacaaggc
acctgaagaa
tcagcaacat
cgcgggagtt
acagcgagct
tgagcaacaa
aggaggtgcet
ggaagctgca
tgacgcggac
tcgeggagac
cgctgccgag
agatcatgac
tgagctgcta
cgttcagcaa
acacgctgta
tcatcaactt
aagtgaacga
acaacgtgga

tcgegegeat

eolf-othd-000002.txt

ccteggettce
gctgcacctg
ggtcgtgagc
ctacatcgac
cgagaccgtg
ctcegtgaac
gctecagectg
cgtgcagatc
ggcatacgtg
cacgagcccg
ggaccggggco
gtgcaaggtg
cgaggtgaac
gagcaagacc
cggcaagacy
cggctgcgac
ctacgtgaac
ctacgacccg
gaagatcaac
ggacaagatc

caagaagctg

Artificial seguence

ctgctgggeyg
gagggcgagy
ctygagcaacy
aagcagetgc
atcgagttce
gcaggegiga
atcaacgaca
gtgcgecage
gtgcagctge
ctgtgcacga
tggtactgeg
cagagcaace
ctgtgcaaca
gatgtcagca
aagtgcacgg
tatgtgagca
aagcaggagg
ctcgtgttece
cagagcetgg
gaggagatcc

atcggcgagg

atggagctgc tgatcctgaa aaccaacgcc atcaccgcca

tgettcgoct cctcccagaa catcaccgag gagttctace

tccaagggct acctgtecge cetgcggace ggotggtaca

ctgtccaaca tcaaggaaaa caagtgcaac ggcaccgacg

caggagctgg acaagtacaa gagcgecgtg accgaactcc

Pagina

tgggcagcge
tgaacaagat
gcgtgagegt
tgccgatcgt
agcagaagaa
cgacgeccgt
tgccgatcac
agagctacag
cdétgtacgg
ccaacacgaa
acaacgcggg
gcgtettrctg
tcgacatctt
gcagcgtgat
cgagcaacaa
acaagggcgt
gcaagagcct
cgagcgacga
cgttcatceg
tgagcaagat

cgcatcatca

PreF polynucleotide sequence with intron

teetggeege
égtccacctg
Eétccgtgat
ccaaggtgaa

agctgctoat
18

gatcgcgagc
caagtccgceg
gctgacgagce
gaacaagcag
caaccgectyg
gtctacgtac
gaacgaccag
catcatgagc
cgtcatcgac
ggagggcage
cagcgtgage
cgacacgatg
caacccgaag
€acgagecte
gaaccgeggce
ggacactgtg
gtacgtgaag
gttcgacgeg
caagagcgac
ctaccacatc

ccatcaccat

cgtgaccctg
ctcegeegty
caccatcgag
gctgatcaag

gcagteccacc

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1563

60
120
180
240
300



cctgccacca
ggcatcgccyg
tatatcttta
tatcatgtgt
Tgtccaccaa
tgctggatct
gctcecatcetc
agatcacccg
tgaccaactc
aactgatgtc
tcaaggaaga
cttgctggaa
tctgectgac
tcectetgge
ccectgaceet
actgcaagat
ccatcgrgtc
tcaagacctt
tgggcaacac
agcctateat
tcagccaggt
agctgcataa
acgagatcgce
actga
<210> 14
<211> 9
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 14

acaacaagtt
tgagcaaggt
atgttatata
ttaggtgctg
caaggccgtg
gaagaactac
caacatcgag
cgagttctec
cgagctgetq
caacaacgtg
ggtgctggec
gctgcacacc
ccggaccgac
cgagacctge
gcettccgag
catgaccagc
ctgctacgge
ctccaacgge
actgtactac
caacttctac
gaacgagaag
cgtggaggac

ccggatcaag

eol f-othd-000002.txt

tctgggettc
acgtgtcggg
catatrttecct
cacctggagg
gtgtccetgt
atcgacaagc
accgtgatcyg
gtgaacgccg
tccctgatca
cagatcgtgc
tacgtggtgc
tcececeectgt
€ggggctggt
daggtgcagt
gtgaacctgt
aagaccgacyg
aagaccaagt
tgcgactacyg
gtgaataagc
gaccctetgg
atcaaccagt
aagatcgagg

aagctgatcg

Artificial sequence

synthetic Tinker peptide

ctgctgggeg
acttgtgttc
gtatgtgatc
gcgaggtgaa
ccaacggcgt
agctgetgec
agttccagcea
gcgtgaccac
acgacatgcc
ggcagcagre
agctgectct
gcaccaccaa
actgcgacaa
ccaaccgggt
gcaacatcga
tgtectecag
gcaccgecte
tgtccaataa
aggagggcaa
tgttcectte
ccctggectt

agatcctgtc

gcgaggeegy

Gly Gly ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

Pagina

tgggctcege
cecttttttt
catgtgctta
caagatcaag
gtccgtgetg
tatcgtgaac
gaagaacaac
ccetgtgtec
tatcaccaac
ctacagcatc
gtacggcgtg
cdécaaggag
Edttggctcc
gttctgcgac
catcttcaac
cgtgatcacc
caacaagaac
gggcgtggac
gagcctgtac
cgacgagttc
catccggaag
caaaatctac

aggtcaccac

19.

catcgectec
aataaaaagt
tgactttgtt
agecgceecctge
acctccaagg
aagcagtcct
cggctgetgg
acctacatgc
gaccagaaaa
atgagcatca
atcgacaccc
ggctccaaca
gtgtccttct
accatgaact
cccaagtacg
tccctgggeg
cggggaatca
accgtgtecg
gtgaagggcg
gacgcctcca
tccgacgaga
cacatcgaga

caccatcacce

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



<210> 15
<211> 4
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 15

?rg Ala Arg Arg

<Z210> 16
<211> 4
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 16

Qrg Lys Arg Arg

<210> 17
<Z211>
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 17
atggagcetgce

tgcttegect
tccaagggcet
ctgtccaaca
caggagctgg
cctgccacca
ggcatcgeeg
ctgctgtcca
aaggtgctgg
tccrgeteca
ctggagatca
atgctgacca

aaaaaactga

1542

tgatcctgaa
cctcccagaa
acctgtccge
tcaaggaaaa
acaagtacaa
acaacaagtt
tgagcaaggt
ccaacaaggc
atctgaagaa
tctccaacat
cccgcgagtt
actccgaget

tgtccaacaa

eolf-othd~000002. txt

Artificial sequence

Artificial sequence

Artificial Sequence

aaccaacgcec
catcaccgag
cctgeggace
caagtgcaac
gagcgeegtg
tctgggettce
gctgcacctg
cgtggtgtec
ctacatcgac
cgagaccgtg
ctccgtgaac
gctgteecty

cgtgcagatc

Furin cleavage consensus motif

Furin cleavage consensus motif

Synthetic PrefF Polynucleotide

atcaccgcca
gagttcracc
ggctggtaca
ggcaccgacyg
accgaactec
ctgctgggcg
gagggcgagg
ctgtccaacy
aagcagctge
atcgagttcc
gccggegtga
atcaacgaca

gtgcggeage
Pagina

tcectggecge
agtccacctg
cctcecgtgat
ccaaggtgaa
agctgctgat
tgggctcege
tgaacaagat
gcgtgtecgt
tgcctategt
agcagaagaa
ccacccctgt
tgcctatcac

agtcctacag
20

cgtgaccctg
ctcegecgtyg
caccatcgag
gctgatcaag
gcagtccacc
catcgectec
caagagcgcc
gctgacctce
gaacaagcag
caaccgqgctyg
gtccacctac
caacgaccag

catcatgagc

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780

W



atcatcaagg
accecttget
aacatctgec
ttcttoccte
aactccctga
tacgactgca
ggcgecateg
atcatcaaga
tccgtgggea
ggcgagecta
tccatcagec
gagaagctgc
gagaacgaga
<210> 18

<211> 514
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 18

Met Glu Leu
1

Ala val Thr

Tyr GIn Ser

35

Arg Thr Gly
50

Lys Glu Asn
Gln Glu

Leu

Met Gln Ser

aagaggtgct
ggaagctgcea
tgacccggac
tggccgagac
ccctgecettc
agatcatgac
tgtcctgeta
ccttetecaa
acacactgra
tcatcaactt
aggtgaacga
ataacgtgga

tcgeccggat

teu Ile Leu
5

Leu Cys Phe

20

Thr Cys Ser

Trp Tyr Thr

Lys Cys Asn
70

ASp Lys Tyr
85

Thr Pro Ala

Artificial Sequence

Lys

Ala

Ala

Ser

55

Gly

Lys

Thr

cgaccggggce
ctgcaaggtg
cgaggtgaac
cagcaagacc
cggcaagacc
cggetgegac
ctacgtgaat
ctacgaccct
gaagatcaac
ggacaagatc

Caagaagctg

Thr

ser

val

40

val

Thr

Ser

Asn

ggcctacgtg gtgcagetge

cacctccecece ctgtgeacca

tggtactgeg

cagtccaacc

ctgtgcaaca

gacgtgtcct

aagtgcaccg

tacgtgtcca

aagcaggagg
ctggtgttec

gggaccctgg

gaggagatcc

atcggcgagy

Synthetic PreF Polypeptide

ASn

sSer

25

Ser

Ile

ASp

Ala

Asn

Ala Ile
10

Gln Asn

Lys Gly

Thr Ile

Ala Lys

val Thr

90

Lys Phe
Pagina

eoif—othd—OOOObetxt

ctctgtacgg
ccaacaccaa
acaacgccgg
gggtgrictg
tcgacatctt
ccagcgtgat
cctccaacaa
ataagggcgt
gcaagagect
c;ﬁccgacga
tcftcatccg
tgtccaaaat

cC

Thr Ala Ile

Ile Thr Glu
30

Tyr Leu Ser

45

Glu
60

Leu Ser

val Lys Leu

Leu G1n

Glu

Leu Gly Phe

21,

cgtgatcgac
ggagggctcec
ctcegtgrec
cgacaccatg
caaccccaag
cacctccctg
gaaccgggga
ggacaccgtg
gtacgtgaag
gttcgacgec
gaagtccgac

ctaccacatc

Leu

15

Glu

Ala

AsSn

ITe

Leu

95

Leu

Ala

Phe

Leu

Ile

Lys

Leu

Leu

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542



Gly

Asn

145

LYS

val

Phe

val

Ser

225

Lys

Ser

Leu

Ser

Thr

305

phe

Cys

val

Leu

130

Lys

val

Asn

Gln

Asn

210

Glu

Lys

Ile

Pro

Pro

290

Arg

Phe

Asp

Ala

Leu

Lys

GIn

195

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

275

Leu

Thr

Pro

Thr

100

sSer

Gly

val

Asp

Gln

180

Lys

Gly

Leu

Met

ser

260

Tyr

Cys

Asp

Leu

Met
340

Ala

Ghu

val

Leu

165

Ser

Asn

val

Ser

Ser

245

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

325

Asn

Ile

val

Ser

150

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

230

Ash

Ile

val

Thr

Gly

310

Glu

Ser

Ala

Asn

135

Leu

Asn

Ser

Arg

Thr

215

Ile

Asn

Lys

Ile

Asn

295

Trp

Thr

Leu

ser

120

Lys

ser

Tyr

Ile

Leu

200

Pro

Asn

val

Glu

ASp

280

Thr

Tyr

Cys

Thr

eolf-othd-000002. txt

105

Gly Ile Ala val Ser
" 125

Ile

Asn

Ile

Ser

185

Leu

val

Asp

Gin

Glu

265

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu
345

LYS

Gly

Asp

Asn

Glu

Ser

Met

Ile

250

val

Pro

Glu

ASp

val

330

Pro

ser

val

155

Lys

Ile

Ile

Thr

Ata

140

Ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

. 220

Pro
235
val
Leu
Cys
Gly
AsSn
315

GIn

Ser

Pagina

Ile
Arg
Ala
Trp
ser
300
Ala
ser
Glu

22

Leu

val

Leu

Thr

Arg
205

Met

Thr

Gln

Tyr

Lys

ASh

Gly

Asn

val

110

Lys

Leu

Leu

Leu

val

190

Glu

Leu

Asn

Gln

val

270

Leu

Ile

ser

Arg

Asn
350

val

Ser

Thr

Pro

175

Ile

Phe

Thr

ASD

Sar

255

val

Cys

val

val

335

Leu

Leu

Thr

ser

160

Ile

Glu

Ser

Asn

Gln

240

Tyr

Gln

Thr

Leu

Ser

320

Phe

Cys

%



eol1f-othd-000002. txt
Asn Ile Asp Ile Phe Asn Pro Lys Tyr Asp Cys Lys Ile Met Thr Ser
355 360 365

Lys Thr Asp val Ser Ser Ser val Ile Thr Ser Leu Gly Ala Ile val
370 375 380

Ser Cys Tyr Gly Lys Thr Lys Cys Thr Ala Ser Asn Lys Ash Arg Gly
385 390 395 400

ITe ITe Lys Thr Phe Ser Asn Gly Cys Asp Tyr val Ser Asn Lys Gly
405 410 oo 415

val Asp Thr val Ser val Gly Asn Thr Leu Tyr Tyr val Asn Lys Glin
420 425 430

Glu Gly Lys Ser Leu Tyr val Lys Gly Glu Pro Ile Ile Asn Phe Tyr
435 440 445

Asp Pro Leu val Phe Pro Ser Asp Glu Phe Asp Ala Ser Ile Ser Gln
450 455 460

val Asn Glu Lys Ile Asn Gly Thr teu Ala Phe Ile Arg Lys Ser Asp
465 470 475 480

Glu Lys Leu His Asn val Glu Asp Lys Ile Glu Glu Ile Leu Ser Lys
485 490 .- 495

Ile Tyr His Ile Glu Asn Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly
500 505 510

Glu Ala

<210> 19

<211> 1542

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic PreF Polynucleotide

<400> 19
atggagctge tgatcctgaa aaccaacgcc atcaccgeca tcctggecge cgtgaccctg 60

tgcttcgect cctcccagaa catcaccgag gagttctace agtcecacctg cteegoecgeg 120
tccaagggct acctgtccge cctgeggace ggetggtaca cc?ccgtgat caccatcgag 180
ctgtccaaca tcaaggaaaa caadgtgcaac ggcaccgacg ccéaggtgaa gctgatcaag 240

caggagctgg acaagtacaa gagcgecgtg accgaactcc agctgctgat gcagtccace 300

Pagina 23



ealf-othd-000002. txt

cctgecacca acaacaagtt tctgggettc ctgcagggeg
ggcatcgccg tgagcaaggt gctgcacctqg gagggcegagg

ctgctgtcca ccaacaaggc cgtggtgrcc ctgtccaacg
aaggtgctgg atctgaagaa ctacatcgac aagcagetgce
tcctgeteca tctccaacat cgagaccgtg atcgagttec
ctggagatca cccgcgagtt ctccgtgaac gccggegtga
atgctgacca actccgaget getgrccctg atcaacgaca
aaaaaactga tgtccaacaa cgtgcagatc gtgcggcagce
atcatcaagyg aagaggtgct ggcctacgtg gtgcagetge
accccttyget ggaagetgea cacctceccc ctgtgcacca
aacatctgec tgacccggac cgaccggggce tggtactgcy
ttettcccte tggocgagac ctgcaaggtg cagtccaacc
aactccctga ccctgectte cgaggtgaac ctgtgcaaca
tacgactgca agatcatgac cagcaagacc gacgtgtcct
ggcgccatcg tgtcctgeta cggeaagacce aagtgcaccg
atcatcaaga ccttctccaa cggectgegac tacgtgtcca
tccgtgggca acacactgta ctacgtgaat aagcaggagg
ggcgagocta tcatcaactt ctacgaccct ctggtgttec
tccatcagec aggtgaacga gaagatcaac cagtccctgg
gagaagctgc ataacgtgga ggacaagatc gaggagatcc
gagaacgaga tcgcccggat

caagaagctyg atcggcgagg

<210> 20

<211> 514

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Synthetic PreF Polypeptide

<400> 20

Met Glu teu Leu Ile Leu Lys Thr Asn Ala Ile
1 5

Ala val Thr ESU Cys Phe Ala Ser ggr Gln Asn

Tyr Gln ser Thr Cys

Ser Ala val Sser Lys Gly
35 40

Pagina

tgggcteege
tg&écaagat
gcétgtccgt
tgcctategt
agtagaagaa
ccaccectgt
tgcctatcac
agtcctacag
ctctgtacgg

ccdaacaccaa

acaacgccgg
ac

gggtgtrctg
tcgacatett
ccagegtgat
cctccaacaa
afaagggcgt
gcaagagcct
cttccgacga
cctteatecg
tgtccaaaat

ccC

catcgectec
caagagcgcec
gctgacctec
gaacaagcag
caaccggcty
gtccacctac
caacgaccag
catcatgagc
cgtgatcgac
ggagggctcc
ctccgtgtec
cgacaccatg
caaccccaag
cacctcecty
gaaccgggga
ggacaccgtg
gtacgtgaag
gttcgacgcc
gaagtccgac

ctaccacatc

Thr Ala Ile Leu Ala

Ile Thr Glu Glu Phe

30

Tyr Leu Ser Ala Leu

a5
24

B
‘

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542



Met

Gly

His

ASn

145

Lys

val

Phe

val

ser

225

Lys

Ser

Leu

Ser

Thr

50

Glu

Glu

Gln

val

Leu

130

Lys

val

Asn

Gln

AsSn

210

Glu

Lys

Ile

Pro

Pro

Gly

Ash

Leu

Ser

Ala

Leu

Lys

Gln

195

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

275

Leu

Trp

Lys

ASp

Thr

100

Ser

Gly

val

Asp

GIn

180

Lys

Gly

Leu

Met

ser

260

Tyr

cys

Tyr

Cys

Lys

Pro

Ala

Glu

val

Leu

165

ser

Asn

val

Ser

ser

245

Ile

Gly

Thr

Thr

ASn

70

Tyr

Ala

Ile

val

sSer

150

Lys

Cys

Asn

Thr

Leu

230

Asn

Ile

val

Thr

Ser

55

Gly

Lys

Thr

Ala

Asn

135

Leu

Asn

ser

Arg

Thr

215

Ile

Asn

Lys

Ile

Asn

val

Thr

Ser

Asn

Ser

120

LySs

Ser

Tyr

Ile

Leu

200

Pro

Asn

val

Glu

ASp

280

Thr

eolf-othd-000002. txt

Ile Thr Ile Glu Leu Ser

Asp

Ala

Asn

105

Gly

Ile

Asn

Ile

ser

185

Leu

val

Asp

GIn

Glu

265

Thr

LyS

Ala
val
90

Lys
Ile
Lys
Gly
ASp
170
Ash
Glu
ser
Met
Ile
250
val

Pro

Glu

Lys

Thr

Phe

Ala

Ser

val

155

Lys

Ile

Ile

Thr

Pro

val

Glu

Leu

val

Ala

140

ser

Gln

Glu

Thr

Tyr

220

Ile

235 .

val

l.eu

Cys

Gly

Pagina

Arg

.k
Ala
Trp

ser
25

Lys

Leu

Gly

Ser

125

Leu

val

Leu

Thr

205

Met

Thr

Gln

Tyr

Leu

Gln

Phe

110

Lys

Leu

Leu

Leu

val

190

Glu

Leu

ASn

Glin

val

270

Leu

Ile

Asn

Ile

Leu

95

Leu

val

Ser

Thr

Pro

175

Ile

Phe

Thr

Asp

Ser

255

val

His

Cys

Ile

Gln

Leu

Thr

Ser

160

Ile

Ser

Asn

Gln

240

Tyr

GIn

Thr

Leu



Thr

305

Phe

Cys

Asn

Lys

Ser

385

Ile

val

Glu

Asp

val

465

Glu

Ile

Glu

290

Arg

Phe

ASp

Ile

Thr

370

cys

ile

ASp

Gly

Pro

450

AsSn

LyS

Tyr

Ala

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

Thr

Pro

Thr

Asp

355

Asp

Tyr

Lys

Thr

Leu

Glu

Leu

His

21
1542
DNA

ASp

Leu

Met

340

Ile

val

Gly

Thr

val

420

ser

val

Lys

His

Ile
500

Arg

Ala

325

Asn

Phe

Ser

Lys

Phe

405

sSer

Leu

Phe

Asn
485

Glu

Gly

Glu

Ser

AsSh

Ser

Thr

390

Ser

val

Tyr

Pro

Asn

470

val

Asn

295

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

375

Lys

Asn

Gly

val

Ser

455

Glin

Glu

Glu

Artificial Sequence

TYr

cys

Thr

Lys

val

Cys

Gly

Asn

LYys

440

Asp

Ser

ASp

Ile

eolf-othd-000002. txt

Cys

Lys

Leu

345

Tyr

Ile

Thr

Cys

Thr

425

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala
505

ASp

val

330

Pro

Asp

Thr

Ala

Asp

410

Leu

Glu

Phe

Ala

Ile

490

Arg

Asn
315
GIn
Ser
Cys
Ser
Ser
395
Tyr
Tyr
Pro
Asp
Phe
475

Glu

Ile

300

Ala
sSer
Glu
Lys
Leu
380
Asn
val
Tyr
Ile
A'Ié
460
Ile
Glu

Lys

T

Pagina 26

Gly

Asn

val

Ile

. 365

Gly

Lys

Ser

val

Ile

445

Ser

Arg

Ile

Lys

Ser

Arg

Asn

350

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

430

Asn

Ile

LysS

Leu

Leu
510

val
val
335
Leu
Thr
Ile
Arg
Lys
Lys
Phe
Se}
Ser
ser

495

Ile

Ser

320

Phe

Cys

Ser

val

Gly

400

Gly

Gln

TYr

G1In

Lys

Gly

\St



<220>

<223> Synthetic PreF

<400> 21

atggagctge tgatcctgaa

tgcttegect
tccaaggget
ctgtccaaca
caggagctgg
cctgccacca
ggcatcgeeg
ctgctgtcca
daggtgctgg
tcctrgeteca
ctggagatca
atgctgacca
aaaaaactga
atcatcaagg
accccttget
aacatctgee
ttcttceccte
aactccctga
tacgactgca
ggcgecatceg
atcatcaaga
tccgtgggcea
ggcgagecta
tccatcagec
gagaagctgc
gagaacgaga
<210> 22

<211> 514
«212> PRT

cctcccagaa
acctgtccge
tcaaggaaaa
acaagtacaa
dcaacaagtt
tgagcaaggt
ccaacaagygc
atctgaagaa
tctccaacat
ccecgegagtt
actccgagct
tgtccaacaa
aagaggtgct
ggaagctgca
tgacccggac
tggecgagac
ccctgecttce
agatcatgac
tgtcctygcta
ccttctccaa
acacactgta
tcatcaactt
aggtgaacga
ataacgtgga

tcgeecggat

eolf-othd-000002. txt

Polynuclectide

aaccaacgcc
catcaccgag
cctgcggace
caagtgcaac
gagcgccgtg
tctgggettc
gctgcaccty
cgtggtgtece
ctacatcgac
cgagaccgtg
ctecgtgaac
gctgtecctg
cgtgcagatc
ggcctacgtg
cacctececc
cgaccgggge
ctgcaaggtg
cgaggtgaac
cagcaagacc
cggcaagacc
cggctgcgac
ctacgtgaat
ctacgaccct
gaagatcaac
ggacaagatc

caagaagctg

<213> Artificial Sequence

atcaccgeca
gagttctacc
ggctggtaca
ggcaccgacg
accgaactcc
ctgcagggceg
gagggcgagg
ctgtcecaacg
aagcagctge
atcgagttcc
gceggegtga
atcaacgaca
gtgcggcage
gtgcagctgc
ctgtgcacca
tggtactgcyg
cagtccaacc
ctgtgcaaca
gacgtgtcct
aagtgecaccg
tacgtgtcca
aagcaggagg
ctggtgtrcc
gggaccctgg
gaggagatcc
atcggegagg

Pagina

téctggccgc
agtccacctg
ccteegtgat
ccaaggtgaa
agctgcetgat
tgggetecge
tgaacaagat
gcgtgteegt
tgcctategt
agcagaagaa
ccaccectgt
tgcctatcac
agtcctacag
ctctgtacqg
ccaacaccaa
acaacgccgg
gggtgttctg
tcgacatctt
ccagcgtgat
cctccaacaa
ataagggcgt
gcaagagcct
cttccgacga
ccttcatceg
tgtccaaaat

cc

27

cgtgaccetg
ctccgeegtg
caccatcgag
gctgatcaagq
gcagtccacce
catcgectec
caagagcgcec
gctgacctcc
gaacaagcag
caaccggetg
gtccacctac
caacgaccag
catcatgagc
cgtgatcgac
ggagggctcc
ctccgtgtec
cgacaccatg
caaccecaag
caccteccctg
gaaccgggga
ggacaccgtg
gtacgtgaag
gttcgacgec
gaagtcegac

ctaccacatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542



eolf-othd-000002.txt
<220>
<223> Synthetic PrefF Polypeptide

<400> 22

Met Glu Leu Leu Ile Leu Lys Thr Asn Ala Ile Thr Ala Ile Leu Ala
1 5 10 15

Ala val Thr Leu Cys Phe Ala ser Ser GIn Asn Ile Thr Glu G¢lu Phe
20 25 . 30

Tyr Gln Sgr Thr Cys ser Ala val Ser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu
3 40 45

Arg Thr Gly Trp Tyr Thr Ser val Ile Thr Ile Glu Leu Ser Asn Ile
50 55 60

Lys Glu Asn Lys Cys Asn Gly Thr Asp Ala Lys val Lys Leu Ile Lys

GIn Glu Leu Asp Lys Tyr Lys Ser Ala val Thr Glu Leu Gln Leu Leu
85 90 95

Met Gln Ser Thr Pro Ala Thr Asn Asn Lys Phe Leu Gly Phe Leu Gln
100 105 110

Gly val Gly Ser Ala Ile Ala Ser Gly Ile Ala Vé1 Ser Lys val Leu
115 120 o 125

His Leu GTu Gly Glu val Asn Lys Ile Lys Ser Ala Leu Leu Ser Thr
130 135 140

Asn Lys Ala val val Ser Leu Ser Asn Gly val Ser val Leu Thr Ser
145 150 155 160

Lys val Leu Asp Leu Lys Asn Tyr Ile Asp Lys Gln Leu Leu Pro Ile
165 170 175

val Asn Lys GIn Ser Cys Ser Ile Ser Asn Ile Glu Thr val 1le Glu
180 185 , 190

Phe GIn GIn Lys Asn Asn Arg Leu Leu Glu Ile Thr Arg Glu Phe Ser
195 200 - 205

val Asn Ala Gly val Thr Thr Pro val Ser Thr Ty

Tyr Met Leu Thr Asn
210 215 220 .

Ser Glu Leu Leu Ser Leu Ile Asn Asp Met Pro Ile Thr Asn Asp GlIn
225 230 235 240

Pigina 28



LysS

Ser

Leu

Ser

Thr

305

Phe

Cys

AsSh

Lys

ser

385

Ile

val

Glu

Asp

val

465

Glu

LYS

Ile

Pro

Pro

290

Arg

Phe

Asp

Ile

Thr

370

Cys

Asp

Gly

Pro

450

Asn

Lys

Leu

Met

L.eu

275

Leu

Thr

Pro

Thr

ASp

355

AsSp

Tyr

Lys

Thr

Lys

Leu

Glu

Leu

Met

Ser

260

Tyr

Cys

Asp

Leu

Met

340

Ile

val

Gly

Thr

val

420

sSer

val

Lys

His

ser

245

Ile

Gly

Thr

Arg

Ala

325

AsNn

Phe

Ser

Lys

Phe

405

ser

Leu

Phe

Ile

Asn

Asn

Ile

val

Thr

Gly

310

Glu

Ser

Asn

Ser

Thr

390

Ser

val

Tyr

Pro

Asn

470

val

Asn

Lys

Ile

Asn

295

Trp

Thr

Leu

Pro

Ser

375

Lys

Asn

Gly

val

Ser

455

Gly

Glu

val

Glu

280

Thr

Tyr

Cys

Thr

Lys

360

val

Cys

Gly

Asn

Lys

Asp

Thr

ASp
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Gln

Glu

265

Thr

Lys

Cys

Lys

Leu

345

Tyt

Ile

Thr

Cys

Thr

425

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile val Arg GIn Glin

250

val

Pro

Glu

Asp

val

330

Pro

Asp

Thr

Ala

ASp

Leu

Glu

Phe

Ala

Ile

Leu
Cys
Gly
Asn
315
Gn
Ser
Cys
Ser
Ser
395
Tyr
Tyr
Pro
ASp
Phe

475

Glu

Pagina

Ala

Trp

Ser
300

Ala

Ser

Glu
Lys
Leu
380
Asn
val
Tyr
Ile
Ala
460

Ile

Gy
23,

Tyr

Gly

Asn

val

Ile

365

Gly

Lys

Ser

val

Ile

445

Ser

Arg

Ile

val

270

Leu

Ile

Ser

Arg

Asn

350

Met

Ala

Asn

Asn

Asn

430

AsSn

Ile

LyS

Leu

sSer

255

val

His

Cys

val

val

335

Leu

Thr

Ile

Arg

Lys

Lys

Phe

Ser

Ser

ser

Tyr

Gln

Thr

l.eu

Ser

320

Phe

Cys

Ser

val

Gly

Gly

Gin

Tyr

Gln

Asp

Lys
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485 490 . 495

ITe Tyr His ITle Glu Asn Glu Ile Ala Arg Ile Lys Lys Leu Ile Gly
500 505 - 510

Glu Ala o
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Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the tanguage, this opinion has been established on the basis of:

[ the international application in the language in which it was filed

[0 atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the

purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. T This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized

by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this

opinion has been established on the basis of a sequence listing fited or furnished;
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(0 on paper
B in electronic form

b. (time)

X in the international application as filed

[0 together with the international application in electronic form

00 subsequentiy to this Authority for the purposes of search

4. U In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical ta that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.
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Industrial applicability (1A}
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
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Box No. VI Cenlain documents cited

1. Gertain published documents {Rules 43bis.1 and 70.10) -
and /or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. Vill Certain observations on the international application

The foilowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fuily supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)

(60



WRITTEN OPINION OF THE _ International appkcation No.

INTERNATIONAL SEARCHING ‘*
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/059008
Re item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industriai
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1 MARTIN D ET AL: "Sequence elements of the fusion peptide of human
respiratory syncytial virus fusion protein required for activity." J GEN
VIROL 2006 , VOL. 87, PAGE(S) 1649 - 1658

D2 GONZALEZ-REYES L ET AL: "Cleavage of the human respiratory -
syncytial virus fusion protein at two distinct sites is required for activation .
of membrane fusion.” PNAS 2001 , VOL. 98, PAGE(S) 9859 - 9864

D3 YIN HSIEN-SHENG ET AL: "Structure of the parainfluenza virus 5 F
protein in its metastable, prefusion conformation." 5 January 2006
(2006-01-05) , NATURE 5 JAN 2006 , VOL. 439, PAGE(S) 38 - 44

D7 VALARCHER J-F ET AL: "Bovine respiratory syncytial virus lacking the
virokinin or with a mutation in furin cleavage site RA(R/K)R108 induces
less pulmonary inflammation without impeding the induction of protective
immunity in calves.” 2008, J GEN VIROL 87, PAGE(S) 1659 - 1667

b9 WO 02/42326 A1

The present application relates to a variant fusion (F) protein (Pre_F) derived from
respiratory syncytial virus (RSV) and its use as RSV vaccine.

1 Claims 50-53 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability
can be dependent upon the formulation of the claims. The EPQ, for example,
does not recognise as patentable ciaims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment. Patentability, in
particular novelty and inventive step, of said claims has been assessed on the
basis of a purpose-limited product claim taking into account the alleged effects
of the substance or composition.

Farm PCT/NSA/237 (Separate Sheel) {Sheet 1) (EPO-April 2005}



l . WRITTEN OPINION OF THE International application No.
| INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/059008

‘ 2 A respiratory syncytial virus (RSV) F protein variant with the features recited in
claim 1 is novel. Consequently, all present claims are novel.

3 The present claims do not involve an inventive step. Claim 1 relates to an
1 RSV F protein variant. RSV F protein variants are disclosed in the closest
prior art, D9 (see the claims, in particular claims 40, 44, and 59-62). The

| difference to claim 1 lies in the feature that the F protein is modified so as to
alter glycosylation. The objective technical problem was thus: the provision
of a further RSV F protein variant. The skilled man was motivated to solve the
technical problem because RSV F protein was known to be useful as a

. candidate vaccine (see D9, claims). Improved F protein variants were of
interest which required designing and testing alternatives.

4 Examples of F protein mutations were part of the general knowledge, see D2,
D3, and D7. D2 (see abstract, and 9:9_862) discloses mutations in both furin
Cleavage sites of RSV F protein. D3 (see abstract, p.38, and Fig. 1) teaches
the stabilization of the homologous parainfluenza virus 5 (SV5) F protein in its

; prefusion conformation by adding to the anchorless (C-terminal deleted, cf.

D1) F protein an engineered, trimeric coiled-coil domain (GCNt). D7 (see

abstract, see Fig.1) relates to mutants of the homologous bovine RSV (BRSV)

F protein. Here, mutation around the furin cleavage site at position 109, and

delta p27 lacking amino acids 106-130 did not impede the protective immunity

induced by recombinant BRSV carrying said mutation, but reduced the
vaccine's adverse effect of pulmonary inflammation.

. 5 In view of the above, the subject-matter of claim 1 is one of many equally
obvious alternative solutions of the technical problem. Moreover, a
unexpected technical effect which the skilled man would not have foreseen in
view of the prior art, is not seen. In particular, the unclear term "modification
that alters glycosylation” does not relate to a technical feature which would
cause a surprising effect.

6 For essentially the same reasons, all present claims lack an inventive step.

Form PCT/SA/237 {Separate Sheet) (Shest 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING : t
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/059008

Be tem VI
Certain documents cited

Reference is made to the following document:

D8 WO 2009/079796 A1 (ID BIOMEDICAL CORP OF QUEBEC [CA);
GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; BAU) 2 July 2008 (2009-07-02)

7 This document is from the same abplicant and relates to the same features as
the present application except for the feature of F protein modification which
alters glycosylation (see claim 1). ‘

Re Item Vil

Certain observations on the international application

8 Claim 1 makes reference to a result-to-be-achieved: "the F protein
polypeptide comprises at least one modification that alters glycosylation." The
technical features underlying said result are missing from the claim which
relates to a mere desideratum(Art. 6 PCT).

9 Claim 5 does not specify what amino acid is changed or what it is changed
inta (Art. 6 PCT).
10 Claim 57 relates to a desideratum for the same reason as claim 1 (see
above), and furthermore because the nature of the alteration (i.e., increased .

glycosylation) which leads to increased expression is not recited (Art. 6 PCT).

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH BEPORT

{PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant’s of agent's file reference FOR FURTHER - son Form PCTASA/220
MD/VU62788~1 ACTION as wall as, where applicable, item 5 below.
Intermationat application No. International filing date (day/monthv/year) {Eanies!} Prority Date {day/month/year)
PCT/EP2010/05900 24/06/2010 24/06/2009
Applicant '

ID BIOMEDICAL CORPORATION OF QUEBEC

This internationat search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to tha apphicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets,
It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this rapart.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carriad out on the basis af:

the intemational application in the language in which it was filed

D a translallon of the international application into . which is the language
of a transtation fumished for the purposes of intemational search {Rules 12.3(a) and 23.1({b))

0

This international search report has been established {aking into account the rectificetion of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis{a}).

o
|

Certain clalms were found unsearchahle (See Box No. II)

OO 0O

Unity of invention is lacking (see Box Na I}

4. With regard to the title,
X the text is approved as submitted by tha applicant
the text has been established by this Authority to read as {ollows:

R

S. With regard to the abstract,
E{] the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. V. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this ‘international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be publishad with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selacted by this Authority, because this figure better characterizas the invention
b. none of the figures Is to be published with the abstract

With regard 10 any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, see Box No. 1,

Form PCTASA/210 (first shast) (Juty 2009)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2010/059008

Box No. | Nucleotide andfor amino acid sequence{s) (Continuation of item 1.b of the first sheet}

1. With regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disclosed in the intamational application and necessary to the claimed
invention, the intemational search was carried out on the basis of:

a. (means) '

D on paper
in electronic form

b.  (time) .
in the international application as filed
D together with the international application in electronic form
D subsequently to this Authority for the purpose of search

2. D In additien, in the case that more than cne version or copy of a saquence listing and/or table refating thereto has been filed
or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional coples is idenfical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furmnished.

I

3 Additional comments: P

Form PCT/SA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internationsd application No

PCT/EP2010/059008

. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

TNV R6IK39/ 18 0Tk 14/135
ADD.

According 1o Intemationat Patert Classification {IPC) or to both national classification and IPC

8. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched {¢lassification system followed by classticalion symbots)

AB1IK CO7K

Doacumentation searched ather than minimum documentation to the extant that such documents are inciuded In the fietds searched

Eleetronic data base consulted during tho intemational search {name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO 8E RELEVANT

Category* | Cilation of document, with indigation, where appropiate, of the relevant passagas Relevan! to claim No,

\ MARTIN DIANA ET AL: "Sequence elements of 1-59
the fusion peptide of human respiratory
syncytial virus fusion protein required
for activity."”

June 2006 (2006-06), THE JOURNAL OF
GENERAL VIROLOGY JUN 2006 LNKD- .
PUBMED:16690930, VOL. 87, NR. PT 6,
PAGE(S) 1649 - 1658 , XP002600413 - -

ISSN: 0022-1317
abstract; introduction;;
page 87; figure 1

m Further documents ars listed in the continuation o Box €,

E Seo patant family annex.

* Spacial calegories of cited documents :

"A® documaent defining the general stat of the an which is nol
considered to be of panicular relovance

*E" earier document bul putdished on or after the intemational
filing date

*L° document which may throw doubts on priority claim(s} or
which Ia cited lo establish the publication date of another
chation or ather speclal reason {as specified)

"0 document refarring to an oral disclosure, use, axhibition or
other means

*P* document published prior fo the international filing date but
later than ihe priorty date claimed

“T" fater document published after the intemational filing dalo
or priority gate and not in conflict with the  application bul
clted to undarstand tha principle or theary undenlying the
invention

*X* document of padticular relevance; the daimed invention
cannot bo considered novet or cannct be considered to
© involve an Invantive step when the documem i5 taken alone

*Y" document ol paricular retevance: the dalmed inventlon
cannot ba considered to involve an inventive stop when tha
document is combined with ane or more other such docu-
mn':ns. such combination belrgy cbvious to a persen skilled
in the an,

'&" document member of the same pajent tamily

Date of the actual camplation of the intemnational search

6 October 2010

Date of mailing of the Intemational saarch report

22/10/2010

Name and mafling address of the ISA/

European Patent Offica, 1.8, 5818 Patantlaan 2
NL - 22B0 HV Rijswik

Tol. (+31-70) 340-2040

Fax: {+31-70) 340-3016

Authorzed officer

Heder, Andreas

Form PCTASAR10 (secoand shoet) (Aprll 2005)
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International epplication No

PCT/EP2010/059008

C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of dotument, with indicalion, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to ¢laim No.

Y

GONZALEZ-REYES L ET AL: "Cleavage of the
human respiratory syncytial virus fusion
protein at two distinct sites is required
for activation of membrane fusion."

14 August 2001 (2001-08-14), PROCEEDINGS
OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE
UNITED STATES OF AMERICA 14 AUG 2001 LNKD-
PUBMED:11493675, VOL. 98, NR. 17, PAGE(S)
G859 -~ 9864 , XP002600414

ISSN: 0027-8424

abstract;;

page 9862

YIN HSTEN-SHENG ET AL: “"Structure of-the
parainfluenza virus 5 F protein in its
metastable, prefusion conformation.™

5 January 2006 (2006-01-05), NATURE 5 JAN
2006 LNKD- PUBMED-16397490, VYOL. 439, AR.
7072, PAGE(S) 38 - 44 , XP002600415

ISSN: 1476-4687

abstract, introduction;

page 38; figure 1

SCHMIDT A C ET AL: "Mucosal immunization
of Rhesus monkeys against respiratory
syncytial virus subgroups A and B and
human parainfluenza virus type 3 by using
a live cDNA-derived vaccine based on a
host range-attenuated bovine parainfluenza
virus type 3 vector backbone"

JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY, US LNKD-
D0I1:10.1128/J0V1.76.23.12355-12359.2002,
vol. 76, no. 3, o

1 February 2002 (2002-02-01), pages. "
1089-1099, XP002978183

ISSN: 0022-538X

the wheole document

HUANG YAN ET AL: "Modulation of protective
immunity, eosinophilia, and cytokine
responses by selective mutagenesis of a
recombinant G protein vaccine against
respiratory syncytial virus."

April 2005 (2005-04), JOURNAL OF VIRGLOGY
APR 2005 LNKD- PUBMED:15767454, VOL. 79,
NR. 7, PAGE(S) 4527 - 4532 , XP002600416
ISSN: 0022-538%

the whole document

- /__..

T4

1-59

1-59

1-59

1-59

Form PCTASA216 (cominuation of second sheel) (April 2005)
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International appllcation No

PCT/EP2010/059008

Ci{Continuation). DQCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory* | Citation of document, with indleation, whera appropsiale, of the relevant passages

Refovant to claim No.

A TANG RODERICK S ET AL: "Parainfluenza
virus type 3 expressing the native or
soluble fusion {F) Protein of Respiratory
Syncytial Virus {RSY) confers protection
from RSV infection in African green
monkeys."

Gctober 2004 (2004-10), JOURNAL OF
VIROLOGY OCT 2004 LNKD- PUBMED:15452239,
VOL. 78, NR. 20, PAGE(S) 11198 - 11207 ,
XP002600417

ISSN: 0022-538X

the whole document

Y VALARCHER J-F ET AL: "Bovine respiratory
syncytial virus lacking the virokinin or
with a mutation in furin cleavage site
RA(R/KIR109 induces less pulmonary
inflammation without impeding the
1nduct1on of protectlve immunity in
calves.

June 2006 (2006-06), THE JOURNAL OF
GENERAL VIROLOGY JUN 2006 LNKD~ - **
PUBMED:16690931, VOL. 87, NR. PT 6,
PAGE(S) 1659 - 1667 . XP002600418

ISSN: 0022-1317

abstract;figure 1

AP WO 2009/079796 A1 (ID BIOMEDICAL CORP OF
QUEBEC [CA]; GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA
[(BEI; BAU) 2 July 2009 (200%-07-02)

the whole document

Y WO 02/42326 Al (BIOTA SCIENT MANAGEMENT
[AU]; MASON ANTHONY JOHN TAUJ; TUCKER

S IMON PE) 30 May 2002 (2002~ 05- 30)
claims 40,44, 59-62

A VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK S ET AL:
"Immunopathology of RSV infection:
prospects for developing vaccines w1thout
this complication”

REVIEWS IN MEDICAL VIROLOGY, CHICHESTER
GB LNKD- DOI:10.1002/RMV. 513

vol. 17, no. 1,

1 January 2007 (2007-01-01), pages 5-34,
XP002510797

ISSN: 1052-9276

[retrieved on 2006-09-27]

the whole document

1-59

1-59

1-59

1-59

1-59

Form PCTASAZ1Q (conlinuation of second sheet) {April 2005)

page 3 of 4
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C{Continugtion}. DOCUMENTS CONSIOERED TQ BE RELEVANT

Categosy*

Citation of gocument, with indication, where appropriala, of the relevant passages

Relevant to daim No.

A

OLSON MATTHEW R ET AL: "Pulmonary
immunity and immunopathology: lessons from
respiratory syncytial virus”

EXPERT REVIEW OF VACCINES, FUTURE DRUGS,
LONDON, GB,

vol. 7, no. 8, 1 October 2008 {2008-10-01)
, pages 1239-1255, XP009138398

ISSN: 1476-0584

the whole document

1-59

Form PLTASAR10 (continuation of second shaet) (Aptil 2005}
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