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VACUNAS CONTRA EL METAPNEUMOVIRUS HUMANO
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos NUm.

63/284.405, presentada el 30 de noviembre de 2021, que se incorpora como referencia en su totalidad a
todos los efectos.
DECLARACION DE CRADA

Esta invencién fue creada en el marco de un Acuerdo de Investigacion y Desarrollo Cooperativo

(Cooperative Research and Developement Agreement) con los Institutos Nacionales de Salud, una
Agencia del Departamento de Salud y Servicios Humanos. El Gobierno de los Estados Unidos tiene
ciertos derechos sobre esta invencion.

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

El metapneumovirus humano (hMPV) es una de las principales causas de infeccion respiratoria

aguda, sobre todo en nifios, pacientes inmunodeprimidos y ancianos. El hMPV, que esté estrechamente
relacionado con el metapneumovirus aviar subtipo C, ha circulado durante al menos 65 afios, y casi todos
los nifios estaran infectados por el hMPV a la edad de 5 afios. Sin embargo, la inmunidad es incompleta y
se producen reinfecciones a lo largo de la vida adulta. Los sintomas son similares a los de otras
infecciones virales respiratorias, y van desde los leves (por ejemplo, tos, rinorrea y fiebre) hasta los
graves (por ejemplo, bronquiolitis y neumonia).

Actualmente no hay vacunas o terapias autorizadas contra el hMPV, a pesar de la elevada carga
de la enfermedad. Debido a la escasez de vacunas o terapias eficaces contra el hMPV, existe la
necesidad de vacunas contra el hMPV que provoquen una fuerte respuesta inmunitaria para una potente
neutralizacion de la infecciéon por el hMPV.

BREVE RESUMEN DE LA DIVULGACION

En un aspecto, se proporciona un polipéptido F de prefusién antigénico del metapneumovirus

humano (hMPV), o una molécula de &cido nucleico que codifica el mismo, en donde dicho polipéptido F
de prefusion carece de un dominio transmembrana y de una cola citopldsmica, y comprende un sitio de
escision por proteasa del rinovirus humano 3C (RVH-3C).

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende adicionalmente
una mutacién del sitio de escisién FO que comprende las sustituciones de aminoacidos Q100R y S101R,
que reemplazan la glutamina en la posicion de aminoacido 100 de SEQ ID NO: 1 por arginina, y que
reemplazan la serina en la posicion de aminoacido 101 de SEQ ID NO: 1 por arginina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende un péptido sefial.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende al menos una
secuencia etiqueta que es opcionalmente una etiqueta de polihistidina (p. €j., una etiqueta 6x His, una
etiqueta 8x His, etc.) y/o una etiqueta Strep .

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende un dominio
"foldon".

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende una sustitucién



10

15

20

25

30

35

2
de aminoacidos que reemplaza un aminoacido de tipo salvaje en la posicién 160 de SEQ ID NO: 1, y una
sustitucion de aminoéacidos que reemplaza un aminoacido de tipo salvaje en la posicién 46 de SEQ ID
NO: 1.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende una sustitucion
de aminoacidos que reemplaza la treonina en la posicion de aminoacido 160 de SEQ ID NO: 1, y una
sustitucion de amino&cidos que reemplaza la asparragina en la posicion de aminoacido 46 de SEQ ID
NO: 1.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende una sustitucién
de aminoacidos que reemplaza el aminoacido en la posicion 160 por fenilalanina, triptéfano, tirosina,
valina, alanina, isoleucina o leucina. En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion
comprende una sustitucion de aminoacidos que reemplaza el aminoacido en la posicion 160 por
fenilalanina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende una sustitucion
de aminoacidos que reemplaza el aminoacido en la posicion 46 por valina, alanina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, tirosina o prolina. En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion
comprende una sustitucién de aminoacidos que reemplaza el aminoacido en la posicion 46 por valina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el hMPV es una cepa A o una cepa B. En ciertas
realizaciones ilustrativas, el hMPV es del subtipo Al, del subtipo A2, del subtipo B1 o del subtipo B2.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende al menos 95%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3 o comprende SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un ARN mensajero (ARNm) que comprende
un marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido F.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una
cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencion de una infeccion
por hMPV o de reducciéon de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracion al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz del polipéptido F o la molécula de acido nucleico,
una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan un uso del polipéptido F o la molécula de
acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan el polipéptido F o la molécula de &cido
nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para su uso en el tratamiento de

un sujeto que lo necesite.
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En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad
profilacticamente eficaz del ARNm o la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial o una
jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresion que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de
expresion.

En otro aspecto, se proporcionan un polipéptido F de prefusién antigénico de metapneumovirus
humano (hMPV), o una molécula de &cido nucleico que codifica el mismo, en donde dicho polipéptido F
de prefusion carece de un dominio transmembrana y carece de una cola citoplasmica, y comprende: una
mutacioén en el sitio de escisién Fy que comprende las sustituciones de aminoacidos Q100R y S101R; el
remplazo de la glutamina en la posicion de aminoacido 100 de SEQ ID NO: 1 por arginina, y la sustitucion
de la serina en la posicion de aminoacido 101 de SEQ ID NO: 1 por arginina; un sitio de escision por
proteasa del rinovirus humano 3C (RVH-3C); un péptido sefial heterélogo; una etiqueta de polihistidina (p.
€j., una etiqueta 6x His, una etiqueta 8x His, etc.) y/o una etiqueta Strep Il; y un dominio foldén.

En otro aspecto, se proporcionan un polipéptido F antigénico del metapneumovirus de prefusién
humano (hMPV), o una molécula de acido nucleico que codifica el mismo, en donde dicho polipéptido F
de prefusién carece de un dominio transmembrana y carece de una cola citoplasmica, y comprende una
sustitucion de aminoacidos que reemplaza la treonina en la posicion de aminoacido 160 de SEQ ID NO:
1, y una sustitucion de aminoacidos que reemplaza a la asparragina en la posicion de aminoacido 46 de
SEQ ID NO: 1.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende una sustitucién
de aminoacidos que reemplaza la treonina en la posicién de aminoacido 160 por fenilalanina, triptéfano o
tirosina. En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende una sustitucion
de aminoacidos T160F que reemplaza la treonina en la posicién de aminoacido 160 con fenilalanina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende una sustitucion
de aminoéacidos que reemplaza la asparragina en la posicion de aminoacido 46 por valina, alanina,
glicina, isoleucina, leucina o prolina. En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion
comprende una sustitucion de aminoacidos N46V que reemplaza la asparragina en la posicion de
aminoacido 46 por valina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende al menos 95%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 7.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende adicionalmente
una mutacion del sitio de escisién FO que comprende las sustituciones de aminoacidos Q100R y S101R,
gue reemplazan la glutamina en la posicion de aminoacido 100 de SEQ ID NO: 1 por arginina, y que
reemplazan la serina en la posicion de aminoacido 101 de SEQ ID NO: 1 por arginina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende un péptido sefial.



10

15

20

25

30

35

4

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende al menos una
secuencia etiqueta que es opcionalmente una etiqueta de polihistidina (p. €j., una etiqueta 6x His, una
etiqueta 8x His, etc.) y/o una etiqueta Strep Il.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende un dominio
foldon.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el hMPV es una cepa A o una cepa B. En ciertas
realizaciones ilustrativas, el hMPV es del subtipo Al, del subtipo A2, del subtipo B1 o del subtipo B2.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusion comprende al menos 95%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3 o comprende SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un ARN mensajero (ARNm) que comprende
un marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido F.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una
cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencién de una infeccién
por hMPV o de reduccion de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracién al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz del polipéptido F o la molécula de acido nucleico,
una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso del polipéptido F o la molécula de
acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para la fabricaciéon de un
medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan el polipéptido F o la molécula de &cido
nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para su uso en el tratamiento de
un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad
profilacticamente eficaz del ARNm o la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial 0 una
jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresiéon que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de
expresion.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido F de prefusidon antigénico del metapneumovirus
humano (hMPV), o una molécula de acido nucleico que codifica el mismo, en donde dicho polipéptido F

de prefusién carece de un dominio transmembrana y carece de una cola citoplasmica, y comprende: una



10

15

20

25

30

35

5

sustitucién de aminoacidos T160F que reemplaza la treonina en la posicién de aminoacido 160 de SEQ
ID NO: 1 por fenilalanina, y una sustitucion de aminoacidos N46V que reemplaza la asparragina en la
posicién de aminoacido 46 de SEQ ID NO: 1 por valina; una mutacion del sitio de escision Fy que
comprende las sustituciones de aminoacidos Q100R y S101R; que reemplaza la glutamina en la posicién
de aminoacido 100 de SEQ ID NO: 1 por arginina, y que reemplaza la serina en la posicion de
aminodcido 101 de SEQ ID NO: 1 por arginina; un sitio de escision por proteasa del rinovirus humano 3C
(RVH-3C); un péptido sefial; una etiqueta de polihistidina (p. €j., una etiqueta 6x His, una etiqueta 8x His,
etc.) y/o una etiqueta Strep II; y un dominio foldén.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el hMPV es una cepa A o una cepa B. En ciertas
realizaciones ilustrativas, el hMPV es del subtipo Al, del subtipo A2, del subtipo B1 o del subtipo B2.

En ciertas realizaciones ilustrativas, dicho polipéptido F de prefusién comprende al menos 95%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3 o comprende SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un ARN mensajero (ARNm) que comprende
un marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido F.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutdnea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una
cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencion de una infeccion
por hMPV o de reduccidon de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracion al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz del polipéptido F o la molécula de acido nucleico,
una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso del polipéptido F o la molécula de
acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan el polipéptido F o la molécula de &cido
nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para su uso en el tratamiento de
un sujeto que lo necesite

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad
profilacticamente eficaz del ARNm o la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial o una
jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresion que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de

expresion.
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En otro aspecto, se proporciona un polipéptido F del metapneumovirus humano (hMPV), o una
molécula de &cido nucleico que codifica el mismo, en donde dicho polipéptido F comprende al menos
95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 7.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el polipéptido F es un polipéptido F de prefusion.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el polipéptido F es antigénico.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el polipéptido F comprende la sustituciéon de aminoéacidos
T160F que reemplaza la treonina en la posicion de aminoacido 160 por fenilalanina, y la sustitucion de
aminoacidos N46V que reemplaza la asparragina en la posicién de aminoacido 46 por valina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el polipéptido F comprende SEQ ID NO: 7.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una molécula de &cido nucleico que codifica
cualquiera de los polipéptidos del aspecto anterior o de cualquiera de las realizaciones anteriores. En
ciertas realizaciones ilustrativas, la molécula de &cido nucleico tiene al menos 95% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones ilustrativas, la molécula de acido nucleico
comprende SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones ilustrativas, la molécula de acido nucleico tiene al
menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 18. En ciertas realizaciones ilustrativas, la
molécula de &cido nucleico comprende SEQ ID NO: 18. En ciertas realizaciones ilustrativas, la molécula
de acido nucleico tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 19. En ciertas
realizaciones ilustrativas, la molécula de &cido nucleico comprende SEQ ID NO: 19.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende cualquiera de los polipéptidos de las realizaciones anteriores, o cualquiera de las moléculas
de &cido nucleico que codifican los mismos. En ciertas realizaciones ilustrativas, la composicion
farmacéutica es una vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la infeccion por hMPV, que comprende la
administracion de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el sujeto tiene una concentracion sérica comparable de
anticuerpos neutralizantes contra el hMPV tras la administracion de la vacuna, con relacién a un sujeto al
que se le administra una vacuna proteica contra el hMPV. En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna
proteica contra el hMPV se coadministra con un adyuvante.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna aumenta la concentracién sérica de anticuerpos
neutralizantes en un sujeto con inmunidad preexistente al hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una vacuna para su uso en la obtencién de
una respuesta inmunitaria al hMPV o la proteccion de un sujeto contra la infeccién por hMPV, que
comprende la administracion de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona el uso de la vacuna en la fabricacion de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la
infeccion por hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un ARN mensajero (ARNm) que comprende
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un marco de lectura abierto (ORF) que codifica el polipéptido F.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una
cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencién de una infeccién
por hMPV o de reduccién de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracion al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz del polipéptido F o la molécula de acido nucleico,
una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso del polipéptido F o la molécula de
acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para la fabricacion de un
medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan el polipéptido F o la molécula de &cido
nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para su uso en el tratamiento de
un sujeto que lo necesite

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad
profilacticamente eficaz del ARNm o la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial 0 una
jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresion que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de
expresion.

En otro aspecto, se proporciona un ARN mensajero (ARNm) que comprende un marco de lectura
abierto (ORF) que codifica un antigeno del polipéptido F del metapneumovirus humano (hMPV), en
donde el antigeno del polipéptido F de hMPV comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
95% de identidad con SEQ ID NO: 11 o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el antigeno del polipéptido F de hMPV es un polipéptido F de
pre-fusion.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el ORF tiene codones optimizados.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el ARNm comprende al menos una regién no traducida 5'
(UTR 5", al menos una region no traducida 3' (3' UTR), y al menos una secuencia de poliadenilacion
(poli(A)).

En ciertas realizaciones ilustrativas, el ARNm comprende al menos una modificacion quimica.

En ciertas realizaciones ilustrativas, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%,

al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100% de
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los nucledtidos de uracilo en el ARNm estan modificados quimicamente.

En ciertas realizaciones ilustrativas, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%,
al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100% de
los nucle6tidos de uracilo en el ORF estan modificados quimicamente.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la modificacion quimica se selecciona del grupo que consiste
en pseudouridina, N1-metilpseudouridina, 2-tiouridina, 4'-tiouridina, 5-metilcitosina, 2-tio-l-metil-1-desaza-
pseudouridina,  2-tio-I-metil-pseudouridina,  2-tio-5-aza-uridina,  2-tio-dihidropseudouridina,  2-tio-
dihidrouridina, 2-tio-pseudouridina, 4-metoxi-2-tio-pseudouridina, 4-metoxi-pseudouridina, 4-tio-lI-metil-
pseudouridina, 4-tio-pseudouridina, 5-aza-uridina, dihidropseudouridina, 5-metiluridina, 5-metiluridina, 5-
metoxiuridina y 2'-O-metil uridina. En ciertas realizaciones ilustrativas, la modificacion quimica se
selecciona del grupo que consiste en pseudouridina, N1-metilpseudouridina, 5-metilcitosina, 5-
metoxiuridina y una combinacién de las mismas. En ciertas realizaciones ilustrativas, la modificacion
guimica es N1-metilpseudouridina.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el ARNm se formula en una nanoparticula lipidica (NPL).

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende al menos un lipido catiénico. En ciertas
realizaciones ilustrativas, el lipido catidnico es biodegradable. En ciertas realizaciones ilustrativas, el
lipido catidnico no es biodegradable. En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido cationico es escindible.
En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido catiénico no es escindible.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido catidnico se selecciona del grupo que consiste en
OF-02, cKK-E10, GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10, y GL-HEPES-E3-E12-
DS-3-E14. En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido cationico es cKK-E10. En ciertas realizaciones
ilustrativas, el lipido catiénico es GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende adicionalmente un lipido conjugado con
polietilenglicol (PEG) (PEGilado), un lipido basado en colesterol y un lipido auxiliar.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende: un lipido catiénico a una razén molar de
35% a 55%; un lipido conjugado con polietilenglicol (PEG) (PEGilado) a una razén molar de 0.25% a
2.75%, un lipido basado en colesterol a una razén molar de 20% a 45%, y un lipido auxiliar a una razén
molar de 5% a 35%, en donde todas las razones molares son relativas al contenido total de lipidos de la
NPL.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende: un lipido catiénico a una razén molar de
40%, un lipido PEGilado a una razén molar de 1.5%, un lipido basado en colesterol a una razén molar de
28.5%, y un lipido auxiliar a una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido PEGilado es dimiristoil-PEG2000 (DMG-PEG2000) o
2-[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida (ALC-0159).

En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido basado en colesterol es colesterol.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el lipido auxiliar es 1.2-dioleoil-SN-glicero-3-fosfotanolamina
(DOPE) o 1.2-distearoil-sn-glicero-3-fosfolina (DSPC).

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10 a una
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razén molar de 40%, DMG-PEG2000 a una razén molar de 1.5%, colesterol a una razén molar de 28.5%
y DOPE a una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL comprende: cKK-E10 a una razén molar de 40%,
DMG-PEG2000 a una razén molar de 1.5%, colesterol a una razén molar de 28.5% y DOPE a una razén
molar de 30%.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL tiene un didmetro medio de 30 nm a 200 nm. En
ciertas realizaciones ilustrativas, la NPL tiene un didmetro medio de 80 nm a 150 nm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende el ARNm. En ciertas realizaciones ilustrativas, la composicién farmacéutica comprende una
vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la infeccion por hMPV, que comprende la
administracion de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el sujeto tiene una concentracion sérica comparable de
anticuerpos neutralizantes contra el hMPV tras la administracién de la vacuna, con relacién a un sujeto al
que se le administra una vacuna proteica contra el hMPV. En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna
proteica contra el hMPV se coadministra con un adyuvante.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna aumenta la concentracion sérica de anticuerpos
neutralizantes en un sujeto con inmunidad preexistente al hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una vacuna para su uso en la obtencién de
una respuesta inmunitaria al hMPV o la proteccion de un sujeto contra la infeccién por hMPV, que
comprende la administracién de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona el uso de la vacuna en la fabricacién de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la
infeccién por hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
del polipéptido F o la molécula de acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una
cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencién de una infeccién
por hMPV o de reduccion de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracién al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz del polipéptido F o la molécula de acido nucleico,
una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm o una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso del polipéptido F o la molécula de
acido nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para la fabricacion de un

medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que lo necesite.
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En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporcionan el polipéptido F o la molécula de é&cido
nucleico, una cantidad profilacticamente eficaz del ARNm, o la vacuna, para su uso en el tratamiento de
un sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos del polipéptido F o la molécula de &cido nucleico, una cantidad
profilacticamente eficaz del ARNm o la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial o una
jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresiéon que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de
expresion.

En otro aspecto, se proporciona una vacuna que comprende un antigeno del polipéptido F del
metapneumovirus humano (hMPV) o una molécula de acido nucleico que codifica el mismo, en donde el
polipéptido F comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad con SEQ
ID NO: 7 o que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el polipéptido F de hMPV es un polipéptido F de pre-fusion.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la infeccion por hMPV, que comprende la
administracion de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna se coadministra con un adyuvante. En ciertas
realizaciones ilustrativas, la vacuna se administra combinada con una vacuna adicional. En ciertas
realizaciones ilustrativas, la vacuna adicional es una vacuna contra el virus respiratorio sincitial (VRS) o
una vacuna contra la gripe.

En ciertas realizaciones ilustrativas, el sujeto es humano. En ciertas realizaciones ilustrativas, el
sujeto humano es un lactante, un nifio pequefio o un adulto mayor.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna aumenta la concentracion sérica de anticuerpos
neutralizantes, y en donde el sujeto tiene inmunidad preexistente al hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una vacuna para su uso en la obtencién de
una respuesta inmunitaria al hMPV o la proteccion de un sujeto contra la infeccién por hMPV, que
comprende la administracién de la vacuna a un sujeto.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso de la vacuna en la fabricacion de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto contra la
infeccion por hMPV.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método para provocar una respuesta
inmunitaria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto, opcionalmente por via
intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o intradérmica, una cantidad profilacticamente eficaz
de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un método de prevencién de una infeccién
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por hMPV o de reduccién de uno o mas sintomas de una infeccion por hMPV, que comprende la
administracion al sujeto, opcionalmente por via intramuscular, intranasal, intravenosa, subcutanea o
intradérmica, de una cantidad profilacticamente eficaz de la vacuna.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un uso de la vacuna para la fabricacién de un
medicamento para su uso en el tratamiento de un sujeto que o necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la vacuna se proporciona para su uso en el tratamiento de un
sujeto que lo necesite.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un kit que comprende un recipiente con una
dosis de un solo uso o de varios usos de la vacuna, opcionalmente en donde el recipiente es un vial o
una jeringa precargada o un inyector.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona un vector de expresion que codifica el
polipéptido F, la molécula de acido nucleico o el ARNm.

En ciertas realizaciones ilustrativas, se proporciona una célula que comprende el vector de
expresion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

Lo anterior y otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacién se entenderan mejor a

partir de la siguiente descripcién detallada de las realizaciones ilustrativas tomadas en conjunto con los
dibujos adjuntos. Este expediente de patente o de solicitud contiene al menos un dibujo realizado en
color. La Oficina proporcionard copias de esta patente o publicacion de solicitud de patente con uno o
varios dibujos en color previa solicitud y pago de la tasa correspondiente.

La FIG. 1 representa las consideraciones de disefio para el panel de 21 antigenos F de prefusion
de hMPV candidatos mostrados como dos construcciones ilustrativas, D185P y T160 N46V. La
construccion D185P se utiliza como referencia para medir las actividades de varias construcciones
novedosas. "(mut)" = secuencias de aminoacidos "ENPRRRR" sombreadas y aminoacidos singulares "P"
sombreado, "V" sombreado y "F" sombreado; "conector" = secuencias de aminoacidos "GGGGS", "GRS"
y "G" subrayadas y en negrita; "foldén" = secuencias de aminodcidos
"GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL" subrayadas; "8xHIS" = secuencias de aminoacidos
"HHHHHHHH" sombreadas; "Strepll" = secuencias "SAWSHPQFEK" sombreadas.

La FIG. 2 representa el titulo de anticuerpos IgG de ratén contra cuatro de las construcciones de
proteina de antigeno F de prefusion del hMPV medido en el dia 0, 21 y 35 (puntos de datos enumerados
en orden de izquierda a derecha en cada punto de tiempo como sigue) : (1) A2-F D185P, (2) A2-F
T160F _N46V, (3) A2-F K138F, y (4) A2-F G366F_K362F, asi como los controles: hMPV (5) Al-F pre-F
lote 1, (6) Al-F pre-F lote 2, (7) A1-F post F, y (8) B2 pre-F.

La FIG. 3 representa el titulo de anticuerpos de microneutralizacién del hMPV de rat6n medido en
el dia 21 y 35 contra cuatro de las construcciones de proteina de antigeno F de prefusion del hMPV: (1)
A2-F D185P, (2) A2-F T160F_N46V, (3) A2-F K138F, y (4) A2-F G366F_K362F, asi como los controles:
hMPV (5) Al pre-F lote 1, (6) Al pre-F lote 2, (7) Al post F, y (8) B2 pre-F.

La FIG. 4 representa los resultados de SEC-MALS para las proteinas Al de referencia, A1-A185P
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y Al-postF y los candidatos a antigeno proteico A2, A2-T160F _N46V y A2-D185P.

La FIG. 5 representa las curvas de fusion representativas [a la emisién de fluorescencia de 330 y
350 nm] (panel superior), la curva suavizada de la primera derivada (panel central) y la dispersién de la
luz [mUA] (panel inferior) para Al-pre-F asi como para Al-post-F segln las mediciones de nanoDSF.

La FIG. 6 representa una curva de fusion representativa [a la emision de fluorescencia de 330 y
350 nm] (panel superior) y la curva suavizada de la primera derivada (panel central), asi como la
dispersion de la luz [mUA] (panel inferior) para las muestras de proteina obtenidas a partir de las
construcciones A2-D185P y A2-T160F_N46V, segun las mediciones de nanoDSF.

La FIG. 7 representa el titulo de anticuerpos IgG del antigeno F de hMPV de ratén tras la
administracion de cualquiera de las construcciones de ARNm de F de prefusion del hMPV, A2-D185P o
A2-T160F_N46V, formuladas con NPL medido en el dia 0, 21 y 35.

La FIG. 8 representa el titulo de anticuerpos de microneutralizacion del hMPV de ratédn tras la
administracion de cualquiera de las construcciones de ARNm de F de prefusion del hMPV, A2-D185P o
A2-T160F_N46V, formuladas con NPL y medido en los dias 0, 21 y 35.

La FIG. 9 representa los titulos de anticuerpos anti-F de VRS en ratones vacunados con (1)
ARNmM de F de VRS; (2) ARNm de F de VRS mas F de hMPV; o (3) proteina de VRS, medidos mediante
ELISA de punto final utilizando una proteina pre-F de VRS como antigeno de union y detectados con anti-
IgG de ratén de conejo. Las lecturas de animales individuales (n=8) se muestran para el punto de tiempo
D35 como titulos de la transformada en log2 con media +/- intervalo de confianza de 95%.

La FIG. 10 representa los titulos de anticuerpos anti-F de hMPV en ratones vacunados con (1)
ARNmM de F de hMPV; (2) ARNm de F de VRS méas F de hMPV; o (3) proteina de hMPV, medidos
mediante ELISA de punto final utilizando una proteina pre-F de hMPV como antigeno de union y
detectados con anti-IgG de ratdén de cabra. Las lecturas de animales individuales (n=8) se muestran para
el punto de tiempo D35 como titulos de la transformada en log2 con media +/- intervalo de confianza de
95%.

La FIG. 11 representa los titulos de anticuerpos neutralizantes de VRS en ratones vacunados con
(1) ARNm de F de VRS; (2) ARNm de F de VRS mas F de hMPV; o (3) proteina de VRS, medidos
mediante un ensayo de microneutralizacion utilizando la cepa A2-GFP de VRS mezclada con sueros
diluidos en serie de ratones vacunados en placas de 96 pocillos de células Vero. Los titulos se
determinaron calculando la reduccién inversa de los focos fluorescentes tras una incubacion de 24 horas.
Las lecturas de animales individuales (n=8) se muestran para el punto de tiempo D35 como titulos de la
transformada en log2 con media +/- intervalo de confianza de 95%.

La FIG. 12 representa los titulos de anticuerpos neutralizantes de hMPV en ratones vacunados
con (1) ARNm de F de hMPV; (2) ARN de F de VRS mas F de hMPV; o (3) proteina de hMPV, medidos
mediante un ensayo de microneutralizacion utilizando la cepa A2-GFP de hMPV mezclada con sueros
diluidos en serie de ratones vacunados en placas de 96 pocillos de células Vero. Los titulos se
determinaron calculando la reduccién inversa de los focos fluorescentes tras una incubacion de 24 horas.

Las lecturas de animales individuales (n=8) se muestran para el punto de tiempo D35 como titulos de la
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transformada en log2 con media +/- intervalo de confianza de 95%.

La FIG. 13 muestra una inmunotransferencia de los niveles de expresion de la proteina F de
hMPV para D185P y T160_N46V utilizando 0.3 millones de células/pocillo transfectadas con 1 pg de
ARNmM.

La FIG. 14 representa la expresion del epitopo en las células transfectadas con F de HMPV de
tipo salvaje, D185P o T160F_NA46V utilizando el anticuerpo pre-F (panel A), el anticuerpo post-F (panel B)
0 un anticuerpo pre-F/post-F (panel C). La linea superior corresponde a T160F_N46V de hMPV MNR, la
linea central corresponde a CAN97-83 de hMPV MNR, y la linea inferior corresponde a D185P de hMPV
MNR en cada uno de los paneles A, By C.

La FIG. 15 representa el montaje MIMIC del hMPV para evaluar la inmunogenicidad de dos
candidatos a hMPV en 24 donantes.

La FIG. 16 representa el titulo de anticuerpos IgG humanos medido en el dia 14 recogidos del
sobrenadante de los cocultivos MIMIC tratados con IPOL (una vacuna contra la polio) a una dilucion de
1:50 o un control no tratado (sin tratamiento y sin células de musculo esquelético humano en cocultivo,
"sin antigeno (sin HSK)") contra tres cepas de polio - Polio 1 (panel A), Polio 2 (panel B) y Polio 3 (panel
C).

La FIG. 17 representa el titulo de anticuerpos IgG humanos medido en el dia 14 recogidos del
sobrenadante de los cocultivos MIMIC tratados con 50 ng/ml de NP pre-F de VRS (proteina pre-F de VRS
fusionada a nanoparticulas de ferritina) para pre-F de VRS (panel A) y post-F de VRS (panel C). El panel
C representa si los anticuerpos son funcionales, medidos en un ensayo de neutralizacion del VRS.

La FIG. 18 representa graficamente las respuestas de anticuerpos pre-F (panel A) y post-F (panel
B). N = 22; los datos se presentan en Media Geo con I.C. de 95%.

La FIG. 19 representa graficamente los titulos de anticuerpos neutralizantes pre-F y post-F. N =
22; los datos se presentan en Media Geo con I.C. de 95%.

La FIG. 20 representa el titulo de anticuerpos IgG humanos medido en el dia 14 recogidos del
sobrenadante de los cocultivos MIMIC tratados con grupos experimentales - proteina pre-F de hMPV (a
100 ng/ml o 500 ng/ml) o proteina de antigeno post-F de hMPV (100 ng/ml) o grupos de control - sin
antigeno sin HSK, NP pre-F de VRS, o IPOL para pre-F de hMPV (panel A) o antigeno post-F de hMPV
(panel B).

La FIG. 21 representa un titulo de anticuerpos de microneutralizaciéon del hMPV medido en el dia
14 utilizando el sobrenadante recogido de los cocultivos MIMIC tratados con la proteina pre-F de hMPV
(a 100 ng/ml o 500 ng/ml), proteina de antigeno post-F de hMPV (100 ng/ml), o sin antigeno sin HSK.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion se dirige, entre otras cosas, a polipéptidos F de prefusion antigénicos de

hMPV, secuencias de &cido nucleico (p. €j., secuencias de ARN, p. €j., secuencias de ARNm) que
codifican polipéptidos F de prefusién antigénicos de hMPV, composiciones que comprenden polipéptidos
F de prefusion antigénicos de hMPV, composiciones que comprenden secuencias de acido nucleico que

codifican polipéptidos F de prefusion antigénicos de hMPV, y vacunas contra el hMPV.
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l. Definiciones

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y
técnicos utilizados con relacion a la presente invencion tendran el significado que comdnmente entienden
los expertos en la técnica. A continuacion se describen métodos y materiales ilustrativos, aunque también
pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento
en la practica o en las pruebas de la presente invencion. En caso de conflicto, prevalecera la presente
memoria descriptiva, incluidas las definiciones. En general, la nomenclatura utilizada con relacion a, y las
técnicas de cultivo de células y tejidos, biologia molecular, virologia, inmunologia, microbiologia,
genética, quimica analitica, quimica organica sintética, quimica médica y farmacéutica, quimica de
proteinas y &acidos nucleicos, e hibridacion descritas en el presente documento son las bien conocidas y
comunmente utilizadas en la técnica. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se llevan
a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se realiza habitualmente en la técnica o
como se describe en el presente documento. Adicionalmente, a menos que el contexto exija lo contrario,
los términos singulares incluiran los plurales y los plurales incluirdn los singulares. A lo largo de esta
memoria descriptiva y de las realizaciones, se entenderan que las palabras "tener" y "comprender”, o
variaciones tales como "tiene", "que tiene", "comprende"” o "que comprende”, implican la inclusién de un
namero entero o grupo de numeros enteros indicado, pero no la exclusién de cualquier otro nimero
entero o grupo de numeros enteros. Todas las publicaciones y otras referencias mencionadas en el
presente documento se incorporan como referencia en su totalidad. Aunque se citan varios documentos
en el presente documento, esta cita no constituye una admisién de que cualquiera de estos documentos
forma parte del conocimiento general comun en la técnica.

Cabe sefialar que el término "una" entidad se refiere a una o0 mas de esa entidad; por ejemplo, se
entiende que "una secuencia de nucleétidos”, representa una o mas secuencias de nucleétidos. Como
tales, los términos "un" (o "una"), "uno o mas" (o "una o mas") y "al menos uno" (o "al menos una")
pueden utilizarse indistintamente en el presente documento.

Ademas, "y/o", cuando se utiliza en el presenta documento, debe entenderse como la divulgacion
especifica de cada una de las dos caracteristicas 0 componentes especificados, con o sin el otro. Por lo
tanto, se pretende que el término "y/0" utilizado en una frase tal como "A y/o B" en el presente documento
incluya "A 'y B", "A o B", "A" (solo) y "B" (solo). Asimismo, se pretende que el término "y/o" utilizado en
una frase tal como "A, B, y/o C" abarque cada uno de los siguientes aspectos: A, By C; A,Bo C; Ao C;
AoB;BoC;AyC; AyB;ByC; A (solo); B (solo); y C (solo).

Se entiende que siempre que se describan aspectos en el presente documento con el lenguaje
"que comprende", también se proporcionan aspectos analogos descritos en términos de "que consiste en"
y/o "que consiste esencialmente en".

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado que entiende comuUnmente una persona con
conocimientos normales en la técnica con la que se relaciona esta divulgacion. Por ejemplo, el Concise

Dictionary of Biomedicine and Molecular Biology, Juo, Pei-Show, 22 ed., 2002, CRC Press; The Dictionary
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of Cell and Molecular Biology, 32 ed., 1999, Academic Press; y el Oxford Dictionary of Biochemistry and
Molecular Biology, Revisado, 2000, Oxford University Press, pueden proporcionar a un experto un
diccionario general de muchos de los términos utilizados en esta divulgacion.

Las unidades, prefijos y simbolos se indican en su forma aceptada por el Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Los rangos numéricos incluyen los nimeros que definen el rango. A menos que se
indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion
amino-carboxi. Los epigrafes proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los
diversos aspectos de la divulgacion. En consecuencia, los términos definidos inmediatamente a
continuacion se definen mas completamente como referencia a la memoria descriptiva en su totalidad.

Los términos "de manera aproximada" o "aproximadamente" se utilizan en el presente documento
para representar de manera aproximada, mas o menos, o en las regiones de. Cuando el término
"aproximadamente" se utiliza junto con un rango numérico, modifica dicho rango ampliando los limites por
encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, el término "aproximadamente"
puede modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido en una variacion de, p.
ej., 10 por ciento, hacia arriba o hacia abajo (mayor o menor). En algunas realizaciones, el término indica
una desviacion del valor numérico indicado de £10%, +5%, +4%, +3%, +2%, +1%, +0.9%, +0.8%, +0.7%,
+0.6%, +0.5%, =0.4%, %0.3%, +0.2%, 0.1%, #0.05% o =+0.01%. En algunas realizaciones,
"aproximadamente" indica una desviacién del valor numérico indicado de +10%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacién del valor numérico indicado de +5%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacién del valor numérico indicado de +4%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacién del valor numérico indicado de +3%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico indicado de £2%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico indicado de +1%. En algunas
realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacién del valor numérico indicado de +0.9%. En
algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico indicado de +0.8%.
En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico indicado de
+0.7%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico indicado
de +0.6%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion del valor numérico
indicado de +0.5%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacién del valor
numeérico indicado de +0.4%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviaciéon del
valor numérico indicado de +0.3%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una desviacion
del valor numérico indicado de +0.1%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica una
desviacion del valor numérico indicado de +0.05%. En algunas realizaciones, "aproximadamente" indica
una desviacion del valor numérico indicado de +0.01%.

Como se emplean en el presente documento, los términos "ARN mensajero” o "ARNm" se
refieren a un polinucleétido que codifica al menos un polipéptido. EI ARNm, como se emplea en el
presente documento, abarca tanto el ARN modificado como el no modificado. EIl ARNm puede contener

una o0 mas regiones codificantes y no codificantes. Una regién codificante se denomina alternativamente
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marco de lectura abierto (ORF). Las regiones no codificantes del ARNm incluyen la proteccién terminal 5/,
la region no traducida (UTR) 5', la UTR 3' y una cola de poli(A). El ARNm puede purificarse a partir de
fuentes naturales, producirse mediante sistemas de expresion recombinante (p. ej., transcripcién in vitro)
y opcionalmente purificarse o sintetizarse quimicamente.

Como se emplea en el presente documento, el término "sitio antigénico @" o "epitopo del sitio &"
se refiere a un sitio situado en la forma de prefusion del trimero de F de hMPV. El epitopo del sitio & es
un sitio de unién para los anticuerpos que tienen especificidad para F de hMPV de pre-fusion.

Como se emplea en el presente documento, el término "sitio antigénico V" o "epitopo del sitio V"
se refiere a un sitio situado en la forma de prefusion del trimero de F de hMPV. El epitopo del sitio V es
un sitio de unién para los anticuerpos que tienen especificidad para F de hMPV de pre-fusion.

Como se emplea en el presente documento, el término "estabilidad del antigeno" se refiere a la
estabilidad del antigeno a lo largo del tiempo o en solucion.

Como se emplea en el presente documento, el término "sustituciones de relleno de cavidades" se
refiere a sustituciones hidréfobas disefiadas para rellenar las cavidades presentes en el trimero de F de
hMPV de pre-fusion.

Como se emplea en el presente documento, los términos "proteina F" o "proteina F de hMPV" se
refieren a la proteina del hMPV responsable de mediar la fusién de la envoltura viral y la membrana de la
célula anfitriona durante la entrada viral. La proteina F puede mediar la fusion entre las células infectadas
y las no infectadas para formar células multinucleadas o sincitios.

Como se emplean en el presente documento, los términos "polipéptido F de hMPV", "polipéptido
F" o "antigeno del polipéptido F" se refieren a un polipéptido que comprende al menos un epitopo de la
proteina F de hMPV.

Como se emplea en el presente documento, el término "dominio transmembrana" se refiere a una
secuencia de aproximadamente 23 aminoacidos cerca del extremo ¢ de FO/F1 de hMPV que atraviesa la
membrana del virion del hMPV. En ciertas realizaciones, un dominio transmembrana comprende la
secuencia de aminoacidos GFIIVIILIAVLGSSMILVSIFII de SEQ ID NO: 1.

Como se emplea en el presente documento, el término "cola citoplasmica" se refiere a una
secuencia de aproximadamente 25 aminoacidos en el extremo c-terminal del F de FO/F1 de hMPV que se
encuentra dentro del virion. En ciertas realizaciones, un dominio transmembrana comprende la secuencia
de amino&cidos IKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN de SEQ ID NO: 1.

Como se emplea en el presente documento, un "dominio foldon" se refiere a un dominio de
trimerizacion de la fibritina T4.

Como se emplean en el presente documento, un "péptido sefial" o "secuencia sefial" se refieren a
un péptido de aproximadamente 16-30 aminoacidos de longitud presente en el extremo amino terminal o
el extremo carboxi terminal de un polipéptido que funciona para translocar el polipéptido a la via secretora
en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. En ciertas realizaciones, una secuencia sefial
corresponde a los aminoacidos 1-18 de uno cualquiera de SEQID NO: 1, 3,5y 7.

Como se emplean en el presente documento, una "secuencia etiqueta” o "etiqueta de afinidad" se
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refieren a una secuencia polipeptidica que puede utilizarse para purificar un polipéptido o una proteina
que comprenden la secuencia etiqueta. Las secuencias etiqueta incluyen, por ejemplo, etiquetas de
polihistidina (p. ej., hexahistidina (etiqueta 6x His), octahistidina (etiqueta 8x His), etc.), glutation S-
transferasa (GST), FLAG, péptido de unién a estreptavidina (SBP), strep I, proteina de union a maltosa
(MBP), proteina de union a calmodulina (CBP), dominio de unién a quitina (CBD), proteina S de ARNasa
A, hemaglutinina (HA), c-Myc, y similares.

Como se emplea en el presente documento, el término "sustituciones estabilizadoras
intraprotoméricas" se refiere a sustituciones de aminoacidos en F de hMPV que estabilizan la
conformacion de pre-fusion al estabilizar la interaccion dentro de un protémero del trimero de F de hMPV.

Como se emplea en el presente documento, el término "sustituciones estabilizadoras
interprotoméricas" se refiere a sustituciones de aminoacidos en F de hMPV que estabilizan la
conformacion de pre-fusion al estabilizar la interaccion de los protomeros del trimero de F de hMPV entre
si.

Como se emplea en el presente documento, el término "escisidn por proteasa" se refiere a la
protedlisis (a veces también denominada "recorte") de residuos susceptibles (p. €j., lisina o arginina) en
un sitio de escision por proteasa de una secuencia polipeptidica. Los sitios de escisibn por proteasa
incluyen sitios de escisién por la proteasa viral tal como, p. €j., un sitio de escisién por proteasa FO del
hMPV, un sitio de escisién por proteasa FO del virus respiratorio sincitial (VRS) y un sitio de escision por
proteasa del rinovirus humano 3C (RVH-3C).

Como se emplea en el presente documento, el término "post-fusion” con respecto a F de hMPV
se refiere a una conformacion estable de F de hMPV que se produce después de la fusion de las
membranas de la célula viral y de la célula anfitriona.

Como se emplea en el presente documento, el término "pre-fusion” con respecto a F de hMPV se
refiere a una conformacién de F de hMPV que se adopta antes de la interaccién virus-célula.

Como se emplea en el presente documento, el término "protdmero" se refiere a una unidad
estructural de una proteina oligomérica. En el caso de F de hMPV, una unidad individual del trimero de F
de hMPV es un protémero.

Como se emplea en el presente documento, el término "respuesta inmunitaria" se refiere a una
respuesta de una célula del sistema inmunitario, tal como una célula B, una célula T, una célula
dendritica, un macréfago o un polimorfonucleocito, a un estimulo tal como un antigeno o una vacuna.
Una respuesta inmunitaria puede incluir cualquier célula del organismo que participe en una respuesta de
defensa del anfitrion, incluyendo, por ejemplo, una célula epitelial que secrete un interferon o una
citoquina. Una respuesta inmunitaria incluye, pero no se limita a, una respuesta inmunitaria innata y/o
adaptativa.

Como se emplea en el presente documento, una "respuesta inmunitaria protectora" se refiere a
una respuesta inmunitaria que protege a un sujeto de la infeccion (p. €j., previene la infeccion o evita el
desarrollo de la enfermedad asociada a la infeccion). Los métodos para medir las respuestas inmunitarias

incluyen la medicién, por ejemplo, de la proliferacion y/o la actividad de los linfocitos (tales como células
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B o T), la secrecién de citocinas o quimiocinas, la inflamacién, la produccién de anticuerpos, y similares.

Como se emplea en el presente documento, una "respuesta de anticuerpos" es una respuesta
inmunitaria en la que se producen anticuerpos.

Como se emplea en el presente documento, un "antigeno” se refiere a un agente que provoca
una respuesta inmunitaria, y/o un agente que se une a un receptor de células T (p. €j., cuando es
presentado por una molécula del MHC) o a un anticuerpo (p. €j., producido por una célula B) cuando se
expone o se administra a un organismo. En algunas realizaciones, un antigeno provoca una respuesta
humoral (p. €j., incluyendo la produccién de anticuerpos especificos del antigeno) en un organismo.
Alternativa o adicionalmente, en algunas realizaciones, un antigeno provoca una respuesta celular (p. €j.,
con la participacion de células T cuyos receptores interactian especificamente con el antigeno) en un
organismo. Un antigeno particular puede provocar una respuesta inmunitaria en uno o varios miembros
de un organismo diana (p. ej., ratones, conejos, primates, seres humanos), pero no en todos los
miembros de la especie del organismo diana. En algunas realizaciones, un antigeno provoca una
respuesta inmunitaria en al menos aproximadamente 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de los miembros de una
especie del organismo diana. En algunas realizaciones, un antigeno se une a un anticuerpo y/o a un
receptor de células T y puede o no inducir una respuesta fisioldgica particular en un organismo. En
algunas realizaciones, por ejemplo, un antigeno puede unirse a un anticuerpo y/o a un receptor de
células T in vitro, independientemente de que tal interaccion se produzca o no in vivo. En algunas
realizaciones, un antigeno reacciona con los productos de la inmunidad humoral o celular especifica. Los
antigenos incluyen los polipéptidos del hMPV descritos en el presente documento.

Como se emplea en el presente documento, un "adyuvante" se refiere a una sustancia o vehiculo
que mejora la respuesta inmunitaria a un antigeno. Los adyuvantes pueden incluir, sin limitacién, una
suspension de minerales (p. €j., alumbre, hidréxido de aluminio o fosfato) sobre la que se adsorbe el
antigeno; una emulsion de agua en aceite 0 aceite en agua en la que la solucién de antigeno se
emulsiona en aceite mineral o en agua (p. €j., adyuvante incompleto de Freund). A veces, se incluyen
micobacterias muertas (p. €j., adyuvante completo de Freund) para aumentar ain mas la antigenicidad.
Los oligonucledtidos inmunoestimuladores (p. €., un motivo CpG) también pueden utilizarse como
adyuvantes (p. e€j., véanse las Patentes de Estados Unidos NUm. 6.194.388; 6.207.646; 6.214.806;
6.218.371; 6.239.116; 6.339.068; 6.406.705; y 6.429.199). Los adyuvantes también pueden incluir
moléculas biolégicas, tales como agonistas de Receptores Tipo Toll (TLR) y moléculas coestimuladoras.

Como se emplea en el presente documento, un "polipéptido antigénico del hMPV" se refiere a un
polipéptido que comprende toda o parte de una secuencia de aminoacidos del hMPV de longitud
suficiente para que la molécula sea antigénica con respecto al hMPV.

Como se emplea en el presente documento, un "sujeto" se refiere a cualquier miembro del reino
animal. En algunas realizaciones, "sujeto” se refiere a seres humanos. En algunas realizaciones, "sujeto”
se refiere a animales no humanos. En algunas realizaciones, los sujetos incluyen, pero no se limitan a,

mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, insectos y/o gusanos. En ciertas realizaciones, el sujeto no
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humano es un mamifero (p. €j., un roedor, un ratén, una rata, un conejo, un mono, un perro, un gato, una
oveja, ganado vacuno, un primate y/o un cerdo). En algunas realizaciones, un sujeto puede ser un animal
transgénico, un animal modificado genéticamente y/o un clon. En algunas realizaciones, se utilizan los
términos "individuo" o "paciente" y se pretende que sean intercambiables con "sujeto".

En algunas realizaciones, un "sujeto" se selecciona del grupo que consiste en: un sujeto de 65
afios 0 mas, un sujeto de 18 a 64 afios (18 a <65 afios), un sujeto de 12 afios 0 mas, un sujeto de 12 a 17
afios (12 a <18 afios), un sujeto de 6 a 11 afios (6 al2 afios), un sujeto de 2 a 5 afios (2 a <6 afios), un
sujeto de 1 a 4 afios (1 a <5 afios), un sujeto de 2 meses a un afio (2 meses a < 2 afios) y un sujeto de 0
a 2 meses (0 a <3 meses).

En algunas realizaciones, un "sujeto" se selecciona del grupo que consiste en: un adulto mayor
(p- €j., un adulto mayor o anciano), un adulto, un adolescente, un nifio, un nifio pequefio y un lactante. En
algunas realizaciones, un "sujeto" se selecciona del grupo que consiste en: un adulto mayor de 60 afios o
mas, un anciano (p. €j., de 65 afios 0 mas), un adulto (p. €j., de 18 a 50 afios o de 18 a 64 afios), un
adolescente de 12 a 17 afios (p. €j., de 12 a <18 afios), un nifio de 6 a 11 afios (p. €j., 6 a <12 afios), un
nifio de 2 a 5 afios (p. €j., 2 a <6 afios), un niflo pequefio de 1 a 4 afios (p. €j., 1 a < 5 afios), un lactante
de 2 meses a 1 afio (p. €j., 2 meses a <2 afios), un recién nacido (p. ej., de 0 a 27 dias de edad) y un
recién nacido prematuro (p. €j., con una edad gestacional inferior a 37 semanas). En algunas
realizaciones, un sujeto se encuentra en un grupo de edad pediatrica segin la definicion de la FDA de
EE.UU.: neonato (p. €j., desde el nacimiento hasta menos de un mes ("NEQ"); lactante (p. €j., de 1 mes a
menos de 2 afios ("INF")); nifio (p. ej., de 2 afios a menos de 12 afios ("CHI")); y adolescente (p. €j., de
12 a menos de 17 afios ("ADQO")). En algunas realizaciones, un sujeto es un adulto mayor en un grupo de
edad definido por la FDA de EE.UU. como de 65 afios 0 mas o de 75 afilos o0 mas. En realizaciones
particularmente ilustrativas, un sujeto es un lactante (p. €j., de 1 mes a menos de 2 afios de edad), un
nifio pequefio (p. €j., de 1 a < 5 afios de edad), o un adulto mayor (p. €j., de 60 afios 0 mas, 65 afios o
mas, o 75 afios o0 mas).

Como se emplean en el presente documento, los términos "vacunacion" o "vacunar" se refieren a
la administracion de una composicién destinada a generar una respuesta inmunitaria, por ejemplo, frente
a un agente causante de una enfermedad. La vacunacién puede administrarse antes, durante y/o
después de la exposicion a un agente causante de la enfermedad, y/o al desarrollo de uno o mas
sintomas, y en algunas realizaciones, antes, durante y/o poco después de la exposicion al agente
causante de la enfermedad. En algunas realizaciones, la vacunacién incluye multiples administraciones,
adecuada o convenientemente espaciadas en el tiempo, de una composicion vacunal.

Como se emplean en el presente documento, los términos "terapéutico” o "agente terapéutico" se
refieren a la administracién de una composicion destinada a disminuir o eliminar uno o mas sintomas de
la infeccién por hMPV. Un agente terapéutico puede administrarse antes, durante y/o después de la
exposicion al hMPV, y/o al desarrollo de uno o mas sintomas. En algunas realizaciones, un agente
terapéutico se administra a un sujeto en forma de mdltiples administraciones, adecuada o

convenientemente espaciadas en el tiempo, de una composicién vacunal.
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La divulgacién describe secuencias de &cidos nucleicos (p. €j., secuencias de ADN y ARN) y
secuencias de aminoacidos que tienen un cierto grado de identidad con una secuencia de &cidos
nucleicos o una secuencia de aminoacidos determinada, respectivamente (p. €j., con una secuencia de
referencia).

Los términos "% idéntico”, "% de identidad" o términos similares pretenden referirse, en particular,
al porcentaje de nucledtidos o aminoacidos que son idénticos en un alineamiento 6ptimo entre las
secuencias que se van a comparar. La "identidad de secuencia" entre dos secuencias de acido nucleico
indica el porcentaje de nucleétidos que son idénticos entre las secuencias. La "identidad de secuencia”
entre dos secuencias de aminoacidos indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos entre las
secuencias. Dicho porcentaje es puramente estadistico, y las diferencias entre las dos secuencias
pueden ser, aunque no necesariamente, distribuidas al azar en toda la longitud de las secuencias que se
van a comparar. Las comparaciones de dos secuencias suelen realizarse comparando dichas
secuencias, tras el alineamiento 6ptimo, con respecto a un segmento o "ventana de comparaciéon", con el
fin de identificar las regiones locales de las secuencias correspondientes. El alineamiento 6ptimo para
una comparacion puede realizarse manualmente o con la ayuda del algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, con la ayuda del algoritmo de homologia local de
Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, con la ayuda del algoritmo de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 88, 2444, o con la ayuda de programas informaticos
gue utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.)

El porcentaje de identidad se obtiene determinando el nimero de posiciones idénticas en las que
se corresponden las secuencias a comparar, dividiendo este namero por el nimero de posiciones
comparadas (p. €j., el nUmero de posiciones de la secuencia de referencia) y multiplicando este resultado
por 100.

En algunas realizaciones, el grado de identidad se proporciona para una regidon que es al menos
aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, o aproximadamente 100% de la longitud total
de la secuencia de referencia. Por ejemplo, si la secuencia de &cido nucleico de referencia consiste en
200 nucledtidos, el grado de identidad se proporciona para al menos aproximadamente 100, al menos
aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos
aproximadamente 180 o aproximadamente 200 nucledtidos, en algunas realizaciones, en nucle6tidos
continuos. En algunas realizaciones, el grado de identidad se proporciona para toda la longitud de la
secuencia de referencia.

Las secuencias de &cido nucleico o las secuencias de aminoacidos que tienen un grado particular
de identidad con una secuencia de &cido nucleico o secuencia de aminoacidos dada, respectivamente,
pueden tener al menos una propiedad funcional de dicha secuencia dada, p. €j., y en algunos casos, son
funcionalmente equivalentes a dicha secuencia dada. En algunas realizaciones, una secuencia de acido

nucleico o una secuencia de aminoacidos que tienen un grado particular de identidad con una secuencia
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de acido nucleico o una secuencia de aminoacidos dadas es funcionalmente equivalente a dicha
secuencia dada.

Como se emplea en el presente documento, el término "kit" se refiere a un conjunto empaquetado
de componentes relacionados, tales como uno 0 mMas compuestos 0 COMpOoSICioNes y uno O mas
materiales relacionados, tales como disolventes, soluciones, tampones, instrucciones o desecantes.

Il. Antigenos del polipéptido F de hMPV

El metapneumovirus humano (hMPV) es un virus de ARN de hebra sencilla de sentido negativo
que pertenece a la subfamilia de los neumovirus dentro de la familia de los paramixovirus. EI hMPV
infecta las células epiteliales de las vias respiratorias en la nariz y el pulmén y es la segunda causa mas
comun, después del virus respiratorio sincitial (VRS), de infeccién de las vias respiratorias bajas en nifios
pequefios. EI hMPV es un virus envuelto con una glicoproteina (proteina G), una pequefia proteina
hidréfoba (proteina SH) y una proteina de fusion (proteina F) sobre la superficie del virion.

Al tratarse de un virus con envoltura, la entrada del hMPV a las células anfitrionas requiere la
fusion de las membranas viral y celular. La entrada de paramixovirus suele requerir dos glicoproteinas
virales, la de fusién (F) y la de anclaje (G, H o HN), y la fusién de membranas promovida por todas las
glicoproteinas de paramixovirus que se han examinado tiene lugar a pH neutro, con una posible
excepcion (es decir, el virus SER). Ademas de la fusion de membranas entre virus y células, las
glicoproteinas de paramixovirus también promueven la fusién entre células. En los tejidos infectados por
diversos paramixovirus pueden encontrarse células gigantes multinucleadas, denominadas sincitios. Las
células cultivadas infectadas por el hMPV forman sincitios, pero el examen de las células epiteliales
primarias de las vias respiratorias humanas infectadas por el hMPV sugiere que la formacion de sincitios
por este virus puede no ser un hecho comdn in vivo.

El F de hMPV es una glicoproteina de fusiéon de clase | que se sintetiza como un precursor
inactivo (FO) que necesita ser escindido para ser competente para la fusién. La escision proteolitica
genera dos subunidades conectadas por disulfuro (F2 N-terminal a F1) que se ensamblan en un
homotrimero. La escisién se produce en un sitio de escision monobasico aguas arriba del péptido de
fusion hidrofobo. La escision puede lograrse en el cultivo de tejidos mediante la adicion de tripsina
exdgena al medio o mediante la adicién de un plasmido de expresion de furina. Sin embargo, in vivo, se
cree que otras serina proteasas, tales como TMPRSS2, son probablemente mas relevantes para la
escision. El trimero de F se incorpora a la particula del virus en una conformacién metaestable,
"prefusion” o "pre-F". Para iniciar la fusion de la membrana, F de hMPV se activa y experimenta una serie
de cambios conformacionales escalonados en la proteina F que impulsan la fusion de la membrana y
hacen que F de hMPV adopte una conformacién "postfusién” o "post-F" altamente estable.

En ciertas realizaciones ilustrativas, la escision proteolitica de FO se logra mediante la
cotransfeccion de un plasmido que codifica un polipéptido F de hMPV y un plasmido que codifica furina a
una razon 4:1 de plasmido de hMPV : plasmido de furina.

Se proporcionan en el presente documento polipéptidos antigénicos de hMPV que comprenden
un polipéptido F de hMPV. El polipéptido F de hMPV puede comprender toda la secuencia de F de hMPV
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0 una porcion de F de hMPV. En ciertas realizaciones, la porcion es el ectodominio.

En algunas realizaciones, el polipéptido F de hMPV comprende una secuencia que tiene al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 99.5% de identidad con uno cualquiera de SEQ ID
NO:1,3,5y7.

En algunas realizaciones, el polipéptido F de hMPV comprende un polipéptido F de hMPV
modificado que tiene al menos 80% de identidad con los polipéptidos de uno cualquiera de SEQ ID NO:
1, 3,5y 7, en donde el polipéptido F de hMPV es antigénico.

En algunas realizaciones, el polipéptido F de hMPV comprende sélo la porcién del ectodominio
de la proteina F.

La secuencia de aminoacidos de FO para A2-CAN97-83 es:
MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCSDGPSLIKTELDL
TKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKTTNE
AVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIDDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAI
SLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAA
PSCSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTN
YPCKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKV
EGEQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTGEIIVIILIAVLGSS
MILVSIFIIIKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN (SEQ ID NO: 1). (Acceso AAN52910; Version
AAN52910.1; Acceso Fuente DB AY145296.1.) El dominio transmembrana esta en negrita y subrayado, y

la cola citoplasmica esta en negrita.

La secuencia de nucledtidos de FO para A2-CAN97-83 es:
ATGTCTTGGAAAGTGGTGATCATTTTTTCATTGCTAATAACACCTCAACACGGTCTTAAAGAGAGCTAC
CTAGAAGAATCATGTAGCACTATAACTGAGGGATATCTTAGTGTTCTGAGGACAGGTTGGTATACCAA
CGTTTTTACATTAGAGGTGGGTGATGTAGAAAACCTTACATGTTCTGATGGACCTAGCCTAATAAAAA
CAGAATTAGATCTGACCAAAAGTGCACTAAGAGAGCTCAAAACAGTCTCTGCTGACCAATTGGCAAGA
GAGGAACAAATTGAGAATCCCAGACAATCTAGGTTTGTTCTAGGAGCAATAGCACTCGGTGTTGCAA
CAGCAGCTGCAGTCACAGCAGGTGTTGCAATTGCCAAAACCATCCGGCTTGAGAGTGAAGTCACAGC
AATTAAGAATGCCCTCAAAACGACCAATGAAGCAGTATCTACATTGGGGAATGGAGTTCGAGTGTTG
GCAACTGCAGTGAGAGAGCTGAAAGACTTTGTGAGCAAGAATTTAACTCGTGCAATCAACAAAAACAA
GTGCGACATTGATGACCTAAAAATGGCCGTTAGCTTCAGTCAATTCAACAGAAGGTTTCTAAATGTTG
TGCGGCAATTTTCAGACAATGCTGGAATAACACCAGCAATATCTTTGGACTTAATGACAGATGCTGAA
CTAGCCAGGGCCGTTTCTAACATGCCGACATCTGCAGGACAAATAAAATTGATGTTGGAGAACCGTG
CGATGGTGCGAAGAAAGGGGTTCGGAATCCTGATAGGGGTCTACGGGAGCTCCGTAATTTACATGG
TGCAGCTGCCAATCTTTGGCGTTATAGACACGCCTTGCTGGATAGTAAAAGCAGCCCCTTCTTGTTCC
GAAAAAAAGGGAAACTATGCTTGCCTCTTAAGAGAAGACCAAGGGTGGTATTGTCAGAATGCAGGGT
CAACTGTTTACTACCCAAATGAGAAAGACTGTGAAACAAGAGGAGACCATGTCTTTTGCGACACAGCA
GCGGGAATTAATGTTGCTGAGCAATCAAAGGAGTGCAACATCAACATATCCACTACAAATTACCCATG
CAAAGTCAGCACAGGAAGACATCCTATCAGTATGGTTGCACTGTCTCCTCTTGGGGCTCTGGTTGCT
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TGCTACAAAGGAGTAAGCTGTTCCATTGGCAGCAACAGAGTAGGGATCATCAAGCAGCTGAACAAGG
GTTGCTCCTATATAACCAACCAAGATGCAGACACAGTGACAATAGACAACACTGTATATCAGCTAAGC
AAAGTTGAGGGTGAACAGCATGTTATAAAAGGCAGACCAGTGTCAAGCAGCTTTGATCCAATCAAGTT
TCCTGAAGATCAATTCAATGTTGCACTTGACCAAGTTTTTGAGAACATTGAAAACAGCCAGGCCTTGG
TAGATCAATCAAACAGAATCCTAAGCAGTGCAGAGAAAGGGAATACTGGCTTCATCATTGTAATAATT
CTAATTGCTGTCCTTGGCTCTAGCATGATCCTAGTGAGCATCTTCATTATAATCAAGAAAACAAAGAAA
CCAACGGGAGCACCTCCAGAGCTGAGTGGTGTCACAAACAATGGCTTCATACCACATAATTAG (SEQ
ID NO: 2).

En algunas realizaciones, se bloquea un epitopo de la proteina F de hMPV que se comparte
entre pre-F y post-F. El bloqueo de un epitopo reduce o elimina la generacion de anticuerpos contra el
epitopo cuando se administra a un sujeto un ARN (p. ej., ARNm) que codifica el polipéptido antigénico del
F de hMPV o cuando se administra a un sujeto un polipéptido antigénico de F de hMPV. Esto puede
aumentar la proporcidon de anticuerpos que se dirigen a un epitopo especifico de una conformacion
particular de F, Tal como la conformacion de pre-fusién (p. ej., anticuerpos que se dirigen al sitio @ y/o al
sitio V). Dado que F tiene la conformacién de pre-fusiéon en los virus que aun no han entrado en las
células, una mayor proporcion de anticuerpos que se dirigen a pre-F puede proporcionar un mayor grado
de neutralizacion (p. ej., expresado como una razén de neutralizacion con respecto a union, como se
describe en el presente documento).

Los polipéptidos F de hMPV descritos en el presente documento pueden tener deleciones o
sustituciones con relacion a la proteina del F de hMPV de tipo salvaje (p. €j., SEQ ID NO: 1).

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV: (a) carece de un dominio
transmembrana y carece de una cola citoplasmica, y comprende un sitio de escisién por proteasa del
rinovirus humano 3C (RVH-3C); (b) comprende una mutacién del sitio de escision Fy que comprende
sustituciones de aminoéacidos Q100R y S101R con relacibn a SEQ ID NO: 1, que reemplazan la
glutamina en la posicién de aminoacido 100 por arginina, y que reemplazan la serina en la posicién de
aminodcido 101 por arginina; (c) comprende un péptido sefial heterdlogo; (d) comprende al menos una
secuencia etiqueta que es opcionalmente una etiqueta de polihistidina (por ejemplo, una etiqueta 6x His,
una etiqueta 8x His, etc.) y/o una etiqueta Strep II; y/o (€) comprende un dominio foldén.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV carece de un dominio transmembrana y carece
de una cola citoplasmica, y comprende: una mutacion del sitio de escisibn FO que comprende las
sustituciones de aminoacidos Q100R y S101R con relacibn a SEQ ID NO: 1; que reemplazan la
glutamina en la posicion 100 del aminoéacido por arginina, y que reemplazan la serina en la posicién 101
del aminoacido por arginina; un sitio de escision por proteasa del rinovirus humano 3C (RVH-3C); un
péptido sefial heterdlogo; una etiqueta de polihistidina (p. €j., una etiqueta 6x His, una etiqueta 8x His,
etc.) y/o una etiqueta Strep Il; y un dominio foldén.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV incluye una sustitucion de valina, alanina,
glicina, isoleucina, leucina o prolina en la posicién 185 de SEQ ID NO: 1.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV incluye una sustitucién de fenilalanina,
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triptéfano, tirosina, valina, alanina, isoleucina o leucina en la posicién 160 de SEQ ID NO: 1, y/o una
sustitucion de valina, alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina o prolina en la posicién 46 de SEQ
ID NO: 1.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV incluye una sustitucién en la posicién 160 de
SEQ ID NO: 1 y una sustitucion en la posicién 46 de SEQ ID NO: 1 en donde las sustituciones son
"sustituciones estabilizadoras" que estabilizan la estructura terciaria y/o cuaternaria de un polipéptido de
hMPV. Las sustituciones estabilizadoras incluyen, pero no se limitan a, la sustitucion de: aminoacidos
hidréfobos (p. €j., glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, prolina y
metionina); amino&cidos hidréfilos (p. €j., cisteina, serina, treonina, asparragina y glutamina; aminoacidos
que forman un enlace disulfuro (p. €j., cisteina); aminoacidos que forman enlaces de hidrégeno (p. €j.,
triptéfano, histidina, tirosina y fenilalanina); aminoacidos cargados (p. e€j., acido aspartico, acido
glutamico, arginina, lisina e histidina), y similares.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV es de una cepa A de hMPV (p. €j., un subtipo
Al o un subtipo A2) o de una cepa B de hMPV (p. €j., un subtipo B1 o un subtipo B2).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de aminoacidos que comprende una
secuencia polipeptidica FO de la "cadena principal”, establecida como:
MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCSDGPSLIKTELDL
TKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRITRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKTTNEA
VSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIDDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISL
DLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPS
CSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKVEG
EQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTggggsgyipeaprdggay
vrkdgewvllstflgrslevifqgpghhhhhhhhsawshpgfek (SEQ ID NO: 3).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica FO de la "cadena principal”, establecida como:
ATGAGTTGGAAGGTGGTGATTATCTTCTCCCTGCTGATTACACCACAACATGGACTGAAAGAGTCCTA
CTTGGAGGAGTCCTGTAGCACCATCACAGAGGGCTACCTGTCTGTGCTGAGGACAGGCTGGTACAC
CAATGTGTTCACCTTGGAGGTGGGAGATGTGGAGAACCTGACTTGTTCTGATGGACCATCCCTGATT
AAGACAGAACTGGACCTGACCAAGTCTGCCCTGAGGGAACTGAAAACAGTGTCTGCTGACCAACTTG
CCAGGGAGGAACAGATTGAGAACCCAAGGAGGAGGAGGTTTGTGCTGGGAGCCATTGCCCTGGGA
GTGGCTACAGCAGCAGCAGTGACAGCAGGAGTGGCTATTGCCAAGACCATCAGATTGGAGTCTGAG
GTGACAGCCATCAAGAATGCCCTGAAAACCACCAATGAGGCTGTGAGCACCCTGGGCAATGGAGTG
AGGGTGCTGGCTACAGCAGTGAGGGAACTGAAAGACTTTGTGAGCAAGAACCTGACCAGGGCTATC
AACAAGAACAAGTGTGACATCGATGACCTGAAAATGGCTGTGTCCTTCAGCCAGTTCAACAGGAGGT
TCCTGAATGTGGTGAGACAGTTCTCTGACAATGCTGGCATCACACCTGCCATCTCCCTGGACCTGAT
GACAGATGCTGAACTGGCAAGGGCTGTGAGCAATATGCCAACCTCTGCTGGACAAATCAAACTGATG
TTGGAGAACAGGGCTATGGTGAGGAGGAAGGGCTTTGGCATCCTGATTGGAGTCTATGGCTCCTCT
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GTGATTTATATGGTCCAACTTCCAATCTTTGGAGTGATTGACACACCATGTTGGATTGTGAAGGCTGC
CCCATCCTGTTCTGAGAAGAAGGGCAACTATGCCTGTCTGCTGAGGGAGGACCAGGGCTGGTATTG
TCAGAATGCTGGCAGCACAGTCTACTACCCAAATGAGAAGGACTGTGAGACCAGGGGAGACCATGT
GTTCTGTGACACAGCAGCAGGCATCAATGTGGCTGAACAGAGCAAGGAGTGTAACATCAACATCAGC
ACCACCAACTACCCATGTAAGGTGAGCACAGGCAGACACCCAATCAGTATGGTGGCTCTGAGCCCAC
TGGGAGCCCTGGTGGCTTGTTACAAGGGAGTGTCCTGTAGCATTGGCAGCAACAGGGTGGGCATCA
TCAAGCAACTTAACAAGGGCTGTTCCTACATCACCAACCAGGATGCTGACACAGTGACCATTGACAA
CACAGTCTACCAACTTAGCAAGGTGGAGGGAGAACAGCATGTGATTAAGGGCAGACCTGTGTCCTCC
TCCTTTGACCCAATCAAGTTTCCTGAGGACCAGTTCAATGTGGCTCTGGACCAGGTGTTTGAGAACAT
TGAGAACAGCCAGGCTCTGGTGGACCAGAGCAACAGGATTCTGTCCTCTGCTGAGAAGGGCAACAC
AGGAGGAGGAGGCTCTGGCTACATCCCTGAGGCTCCAAGGGATGGACAAGCCTATGTGAGGAAGGA
TGGAGAGTGGGTGCTGCTGAGCACCTTCCTGGGCAGGTCCTTGGAGGTGCTGTTCCAGGGACCTGG
ACACCACCACCACCACCACCACCACTCTGCCTGGAGCCACCCACAGTTTGAGAAGTAA (SEQ ID NO:
4)

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV comprende una secuencia de hMPV de la
"cadena principal" establecida como SEQ ID NO: 3, y puede contener opcionalmente una o mas
sustituciones de aminoacidos. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV incluye una
sustitucion de valina, alanina, glicina, isoleucina, leucina o prolina en la posicién 185 de SEQ ID NO: 3.
En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV incluye una sustitucién de fenilalanina, triptéfano o
tirosina en la posicién 160 de SEQ ID NO: 3, y/o una sustituciéon de valina, alanina, glicina, isoleucina,
leucina o prolina en la posicion 46 de SEQ ID NO: 3. En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV
incluye una sustitucion de arginina en una o ambas posiciones 100 y 101 de SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3.

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de aminoacidos que comprende una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCSDGPSLIKTELDL
TKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRIrRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKTTNEA
VSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIpDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISL
DLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPS
CSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKVEG
EQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTggggsgyipeaprdggay
vrkdgewvlistfigrslevifqgpghhhhhhhhsawshpgfek (SEQ ID NO: 5) (D185P). (Los aminoacidos en
mindsculas denotan una region de conector, motivo folddn, conector, sitio de escision del RVH-3C,
conector, etiqueta 8X-His y etiqueta strep-I1).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
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ATGAGTTGGAAGGTGGTGATTATCTTCTCCCTGCTGATTACACCACAACATGGACTGAAAGA
GTCCTACTTGGAGGAGTCCTGTAGCACCATCACAGAGGGCTACCTGTCTGTGCTGAGGACAGGCTG
GTACACCAATGTGTTCACCTTGGAGGTGGGAGATGTGGAGAACCTGACTTGTTCTGATGGACCATCC
CTGATTAAGACAGAACTGGACCTGACCAAGTCTGCCCTGAGGGAACTGAAAACAGTGTCTGCTGACC
AACTTGCCAGGGAGGAACAGATTGAGAACCCAAGGAGGAGGAGGTTTGTGCTGGGAGCCATTGCCC
TGGGAGTGGCTACAGCAGCAGCAGTGACAGCAGGAGTGGCTATTGCCAAGACCATCAGATTGGAGT
CTGAGGTGACAGCCATCAAGAATGCCCTGAAAACCACCAATGAGGCTGTGAGCACCCTGGGCAATG
GAGTGAGGGTGCTGGCTACAGCAGTGAGGGAACTGAAAGACTTTGTGAGCAAGAACCTGACCAGGG
CTATCAACAAGAACAAGTGTGACATCCCTGACCTGAAAATGGCTGTGTCCTTCAGCCAGTTCAACAG
GAGGTTCCTGAATGTGGTGAGACAGTTCTCTGACAATGCTGGCATCACACCTGCCATCTCCCTGGAC
CTGATGACAGATGCTGAACTGGCAAGGGCTGTGAGCAATATGCCAACCTCTGCTGGACAAATCAAAC
TGATGTTGGAGAACAGGGCTATGGTGAGGAGGAAGGGCTTTGGCATCCTGATTGGAGTCTATGGCT
CCTCTGTGATTTATATGGTCCAACTTCCAATCTTTGGAGTGATTGACACACCATGTTGGATTGTGAAG
GCTGCCCCATCCTGTTCTGAGAAGAAGGGCAACTATGCCTGTCTGCTGAGGGAGGACCAGGGCTGG
TATTGTCAGAATGCTGGCAGCACAGTCTACTACCCAAATGAGAAGGACTGTGAGACCAGGGGAGACC
ATGTGTTCTGTGACACAGCAGCAGGCATCAATGTGGCTGAACAGAGCAAGGAGTGTAACATCAACAT
CAGCACCACCAACTACCCATGTAAGGTGAGCACAGGCAGACACCCAATCAGTATGGTGGCTCTGAG
CCCACTGGGAGCCCTGGTGGCTTGTTACAAGGGAGTGTCCTGTAGCATTGGCAGCAACAGGGTGGG
CATCATCAAGCAACTTAACAAGGGCTGTTCCTACATCACCAACCAGGATGCTGACACAGTGACCATTG
ACAACACAGTCTACCAACTTAGCAAGGTGGAGGGAGAACAGCATGTGATTAAGGGCAGACCTGTGTC
CTCCTCCTTTGACCCAATCAAGTTTCCTGAGGACCAGTTCAATGTGGCTCTGGACCAGGTGTTTGAGA
ACATTGAGAACAGCCAGGCTCTGGTGGACCAGAGCAACAGGATTCTGTCCTCTGCTGAGAAGGGCA
ACACAGGAGGAGGAGGCTCTGGCTACATCCCTGAGGCTCCAAGGGATGGACAAGCCTATGTGAGGA
AGGATGGAGAGTGGGTGCTGCTGAGCACCTTCCTGGGCAGGTCCTTGGAGGTGCTGTTCCAGGGAC
CTGGACACCACCACCACCACCACCACCACTCTGCCTGGAGCCACCCACAGTTTGAGAAGTAA (SEQ
ID NO: 6) (D185P).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
ATGTCTTGGAAAGTCGTCATCATCTTCTCTCTGCTGATCACCCCACAACACGGCCTGAAGGAATCTTA
TCTGGAAGAGTCCTGCTCCACAATCACAGAGGGCTACCTGAGCGTGCTGAGAACCGGCTGGTACAC
CAACGTGTTCACTCTGGAGGTGGGCGACGTGGAGAACCTGACTTGTAGTGACGGCCCCTCCCTGAT
CAAGACTGAGCTGGACCTGACAAAGAGTGCACTGAGAGAACTCAAGACTGTGTCCGCAGACCAGCT
GGCCCGCGAGGAGCAGATCGAAAATCCTAGACAGTCAAGGTTCGTCCTGGGAGCCATTGCTCTGGG
AGTTGCTACAGCTGCCGCTGTGACCGCAGGGGTGGCTATTGCTAAAACCATCAGGCTGGAGTCCGA
AGTGACAGCAATCAAGAATGCCCTGAAGACCACCAACGAGGCAGTCTCCACACTGGGCAATGGAGT
GAGGGTGCTGGCAACCGCCGTGAGGGAGCTGAAGGACTTCGTGTCCAAGAACCTGACCAGGGCTAT
CAACAAAAACAAGTGCGACATCCCCGATCTGAAGATGGCAGTTAGCTTTTCCCAGTTTAACCGGAGAT
TCCTGAATGTGGTTAGACAGTTCAGCGACAACGCCGGGATCACCCCAGCTATTTCCCTGGACCTGAT
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GACTGATGCCGAGCTGGCACGGGCTGTGTCCAATATGCCCACCAGCGCTGGGCAGATTAAGCTGAT
GCTGGAGAATCGGGCAATGGTGAGAAGGAAGGGGTTTGGCATCCTGATCGGCGTGTACGGGTCCTC
CGTGATCTACATGGTGCAGCTGCCTATTTTTGGAGTGATTGATACACCCTGCTGGATCGTTAAAGCAG
CACCCAGCTGCTCCGAGAAGAAGGGCAATTACGCCTGTCTGCTGCGGGAGGACCAGGGGTGGTACT
GCCAGAACGCCGGCTCCACAGTGTATTACCCCAATGAAAAGGACTGCGAGACAAGGGGAGACCACG
TGTTCTGCGACACTGCCGCTGGGATTAATGTGGCCGAGCAGAGCAAGGAGTGCAACATCAACATTTC
CACCACAAACTACCCCTGCAAGGTGAGCACCGGCAGGCACCCTATCTCCATGGTGGCCCTGTCTCC
CCTGGGAGCTCTGGTGGCTTGCTACAAGGGAGTGAGCTGTAGCATCGGGTCCAATAGAGTCGGGAT
TATCAAGCAGCTGAATAAGGGCTGCAGCTATATTACCAACCAGGATGCCGATACTGTGACTATTGACA
ACACAGTGTATCAGCTGTCAAAGGTGGAAGGCGAACAGCATGTGATCAAAGGACGGCCCGTCAGCA
GCTCCTTTGACCCTATCAAATTCCCCGAAGACCAGTTTAACGTGGCACTGGACCAGGTTTTCGAAAAT
ATTGAGAATTCTCAGGCCCTGGTGGACCAGTCTAACCGGATCCTCTCCTCCGCCGAGAAGGGAAATA
CAGGCTTTATTATCGTGATCATCCTGATCGCAGTGCTGGGATCCAGTATGATCCTGGTCTCCATTTTC
ATCATCATTAAGAAGACCAAGAAACCCACTGGCGCACCACCTGAACTGAGCGGCGTGACTAACAATG
GCTTTATCCCTCACAATTGA (SEQ ID NO: 17) (ARNm de D185P).

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5. En ciertas
realizaciones, un polipéptido de hMPV comprende SEQ ID NO: 5. En ciertas realizaciones, un
polinucleétido del hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 6. En ciertas realizaciones, un polinucledtido de hMPV
comprende SEQ ID NO: 6. En ciertas realizaciones, un polinucle6tido de hMPV tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 17. En ciertas realizaciones, un polinucleétido de hMPV comprende SEQ ID NO: 17.

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de aminoacidos que comprende una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTvVFTLEVGDVENLTCSDGPSLIKTELDL
TKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRITRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKTTNEA
VSTLGNGVRVLAfAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIDDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISL
DLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPS
CSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYP
CKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKVEG
EQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTggggsgyipeaprdggay
vrkdgewvlistfigrslevifqgpghhhhhhhhsawshpgfek (SEQ ID NO: 7) (T160F_N46V). (Los aminoacidos en
mindsculas denotan una regién de conector, motivo de plegado, conector, sitio de escision del RVH-3C,
conector, etigueta 8X-His y etiqueta strep II).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
ATGAGTTGGAAGGTGGTGATTATCTTCTCCCTGCTGATTACACCACAACATGGACTGAAAGAGTCCTA
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CTTGGAGGAGTCCTGTAGCACCATCACAGAGGGCTACCTGTCTGTGCTGAGGACAGGCTGGTACAC
AGTGGTGTTCACCTTGGAGGTGGGAGATGTGGAGAACCTGACTTGTTCTGATGGACCATCCCTGATT
AAGACAGAACTGGACCTGACCAAGTCTGCCCTGAGGGAACTGAAAACAGTGTCTGCTGACCAACTTG
CCAGGGAGGAACAGATTGAGAACCCAAGGAGGAGGAGGTTTGTGCTGGGAGCCATTGCCCTGGGA
GTGGCTACAGCAGCAGCAGTGACAGCAGGAGTGGCTATTGCCAAGACCATCAGATTGGAGTCTGAG
GTGACAGCCATCAAGAATGCCCTGAAAACCACCAATGAGGCTGTGAGCACCCTGGGCAATGGAGTG
AGGGTGCTGGCTTTTGCTGTGAGGGAACTGAAAGACTTTGTGAGCAAGAACCTGACCAGGGCTATCA
ACAAGAACAAGTGTGACATTGATGACCTGAAAATGGCTGTGTCCTTCAGCCAGTTCAACAGGAGGTT
CCTGAATGTGGTGAGACAGTTCTCTGACAATGCTGGCATCACACCTGCCATCTCCCTGGACCTGATG
ACAGATGCTGAACTGGCAAGGGCTGTGAGCAATATGCCAACCTCTGCTGGACAAATCAAACTGATGT
TGGAGAACAGGGCTATGGTGAGGAGGAAGGGCTTTGGCATCCTGATTGGAGTCTATGGCTCCTCTG
TGATTTATATGGTCCAACTTCCAATCTTTGGAGTGATTGACACACCATGTTGGATTGTGAAGGCTGCC
CCATCCTGTTCTGAGAAGAAGGGCAACTATGCCTGTCTGCTGAGGGAGGACCAGGGCTGGTATTGT
CAGAATGCTGGCAGCACAGTCTACTACCCAAATGAGAAGGACTGTGAGACCAGGGGAGACCATGTG
TTCTGTGACACAGCAGCAGGCATCAATGTGGCTGAACAGAGCAAGGAGTGTAACATCAACATCAGCA
CCACCAACTACCCATGTAAGGTGAGCACAGGCAGACACCCAATCAGTATGGTGGCTCTGAGCCCACT
GGGAGCCCTGGTGGCTTGTTACAAGGGAGTGTCCTGTAGCATTGGCAGCAACAGGGTGGGCATCAT
CAAGCAACTTAACAAGGGCTGTTCCTACATCACCAACCAGGATGCTGACACAGTGACCATTGACAAC
ACAGTCTACCAACTTAGCAAGGTGGAGGGAGAACAGCATGTGATTAAGGGCAGACCTGTGTCCTCCT
CCTTTGACCCAATCAAGTTTCCTGAGGACCAGTTCAATGTGGCTCTGGACCAGGTGTTTGAGAACATT
GAGAACAGCCAGGCTCTGGTGGACCAGAGCAACAGGATTCTGTCCTCTGCTGAGAAGGGCAACACA
GGAGGAGGAGGCTCTGGCTACATCCCTGAGGCTCCAAGGGATGGACAAGCCTATGTGAGGAAGGAT
GGAGAGTGGGTGCTGCTGAGCACCTTCCTGGGCAGGTCCTTGGAGGTGCTGTTCCAGGGACCTGGA
CACCACCACCACCACCACCACCACTCTGCCTGGAGCCACCCACAGTTTGAGAAGTAA (SEQ ID NO:
8) (T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
ATGAGCTGGAAGGTTGTGATTATTTTCTCTCTGCTGATTACTCCACAGCACGGCCTGAAGGAGTCCTA
CCTGGAGGAGTCCTGTTCTACTATCACTGAGGGGTATCTCTCTGTGCTGCGGACAGGGTGGTATACA
GTGGTGTTCACCCTGGAGGTTGGCGATGTGGAGAATCTGACTTGCAGCGATGGCCCTTCTCTGATCA
AGACCGAGCTGGATCTGACAAAAAGCGCCCTCAGAGAACTGAAAACCGTGTCCGCCGATCAGCTGG
CAAGGGAGGAGCAGATCGAGAACCCACGGCAGAGCAGGTTTGTGCTGGGCGCTATCGCTCTGGGC
GTGGCCACTGCAGCTGCTGTCACTGCAGGGGTCGCAATCGCTAAGACTATCAGACTGGAATCCGAG
GTGACCGCCATTAAGAATGCCCTGAAGACTACCAACGAGGCTGTGTCCACTCTGGGAAACGGAGTG
AGGGTCCTGGCCTTCGCAGTGAGGGAGCTGAAGGATTTTGTGTCAAAGAACCTTACACGGGCCATCA
ACAAGAATAAGTGCGATATCGATGACCTGAAGATGGCCGTGTCCTTCTCCCAGTTCAACCGGCGCTT
TCTGAATGTGGTGCGCCAGTTTTCCGACAACGCTGGAATCACCCCTGCTATCAGCCTGGACCTCATG
ACCGACGCCGAACTCGCAAGGGCCGTTTCTAACATGCCTACATCCGCTGGACAGATTAAGCTGATGC
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TGGAGAATAGAGCAATGGTGAGGAGAAAGGGATTCGGCATCCTGATTGGCGTGTACGGATCTAGCG
TGATCTACATGGTGCAGCTGCCGATCTTCGGCGTGATCGATACTCCTTGTTGGATCGTCAAGGCCGC
CCCTTCCTGCTCCGAGAAGAAGGGCAATTACGCTTGTCTGCTGCGGGAGGACCAGGGCTGGTATTG
CCAGAACGCCGGGTCTACAGTGTACTATCCTAACGAGAAGGATTGCGAGACCAGAGGCGACCACGT
TTTCTGTGATACAGCCGCCGGAATCAATGTCGCAGAGCAGTCTAAGGAGTGCAACATCAATATCTCTA
CAACCAATTACCCATGTAAGGTGAGCACTGGACGGCACCCTATCAGTATGGTGGCTCTGAGCCCACT
GGGGGCACTGGTGGCTTGCTACAAGGGGGTGAGCTGCAGTATCGGCAGTAACAGAGTGGGCATTAT
CAAGCAGCTGAACAAAGGGTGCTCTTATATTACAAACCAGGATGCAGATACTGTGACCATCGACAAC
ACTGTGTACCAGCTGTCCAAGGTGGAGGGGGAGCAGCATGTGATCAAAGGGAGACCCGTCTCTTCT
TCTTTCGATCCCATCAAGTTCCCTGAAGACCAGTTCAATGTTGCCCTGGACCAGGTTTTCGAGAACAT
CGAAAATAGCCAGGCCTTGGTCGATCAATCCAACAGGATCCTGAGCAGCGCAGAGAAAGGGAACAC
TGGCTTCATCATCGTGATCATTCTGATCGCCGTGCTGGGGAGCAGTATGATTCTGGTGTCCATTTTCA
TCATCATCAAGAAGACCAAGAAGCCTACAGGAGCACCCCCTGAGCTGAGCGGAGTGACCAACAACG
GCTTTATCCCTCACAACTGA (SEQ ID NO: 18) (T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, se proporciona una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia polipeptidica de hMPV, establecida como:
ATGAGCTGGAAGGTTGTGATTATTTTCTCTCTGCTGATTACTCCACAGCACGGCCTGAAGGAGTCCTA
CCTGGAGGAGTCCTGTTCTACTATCACTGAGGGGTATCTCTCTGTGCTGCGGACAGGGTGGTATACA
GTGGTGTTCACCCTGGAGGTTGGCGATGTGGAGAATCTGACTTGCAGCGATGGCCCTTCTCTGATCA
AGACCGAGCTGGATCTGACAAAAAGCGCCCTCAGAGAACTGAAAACCGTGTCCGCCGATCAGCTGG
CAAGGGAGGAGCAGATCGAGAACCCACGGCAGAGCAGGTTTGTGCTGGGCGCTATCGCTCTGGGC
GTGGCCACTGCAGCTGCTGTCACTGCAGGGGTCGCAATCGCTAAGACTATCAGACTGGAATCCGAG
GTGACCGCCATTAAGAATGCCCTGAAGACTACCAACGAGGCTGTGTCCACTCTGGGAAACGGAGTG
AGGGTCCTGGCCTTCGCAGTGAGGGAGCTGAAGGATTTTGTGTCAAAGAACCTTACACGGGCCATCA
ACAAGAATAAGTGCGATATCGATGACCTGAAGATGGCCGTGTCCTTCTCCCAGTTCAACCGGCGCTT
TCTGAATGTGGTGCGCCAGTTTTCCGACAACGCTGGAATCACCCCTGCTATCAGCCTGGACCTCATG
ACCGACGCCGAACTCGCAAGGGCCGTTTCTAACATGCCTACATCCGCTGGACAGATTAAGCTGATGC
TGGAGAATAGAGCAATGGTGAGGAGAAAGGGATTCGGCATCCTGATTGGCGTGTACGGATCTAGCG
TGATCTACATGGTGCAGCTGCCGATCTTCGGCGTGATCGATACTCCTTGTTGGATCGTCAAGGCCGC
CCCTTCCTGCTCCGAGAAGAAGGGCAATTACGCTTGTCTGCTGCGGGAGGACCAGGGCTGGTATTG
CCAGAACGCCGGGTCTACAGTGTACTATCCTAACGAGAAGGATTGCGAGACCAGAGGCGACCACGT
TTTCTGTGATACAGCCGCCGGAATCAATGTCGCAGAGCAGTCTAAGGAGTGCAACATCAATATCTCTA
CAACCAATTACCCATGTAAGGTGAGCACTGGACGGCACCCTATCAGTATGGTGGCTCTGAGCCCACT
GGGGGCACTGGTGGCTTGCTACAAGGGGGTGAGCTGCAGTATCGGCAGTAACAGAGTGGGCATTAT
CAAGCAGCTGAACAAAGGGTGCTCTTATATTACAAACCAGGATGCAGATACTGTGACCATCGACAAC
ACTGTGTACCAGCTGTCCAAGGTGGAGGGGGAGCAGCATGTGATCAAAGGGAGACCCGTCTCTTCT
TCTTTCGATCCCATCAAGTTCCCTGAAGACCAGTTCAATGTTGCCCTGGACCAGGTTTTCGAGAACAT
CGAAAATAGCCAGGCCTTGGTCGATCAATCCAACAGGATCCTGAGCAGCGCAGAGAAAGGGAACAC
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TGGCTTCATCATCGTGATCATTCTGATCGCCGTGCTGGGGAGCAGTATGATTCTGGTGTCCATTTTCA
TCATCATCAAGAAGACCAAGAAGCCTACAGGAGCACCCCCTGAGCTGAGCGGAGTGACCAACAACG
GCTTTATCCCTCACAACTAA (SEQ ID NO: 19) (T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, un polipéptido de hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 7. En ciertas
realizaciones, un polipéptido de hMPV comprende SEQ ID NO: 7. En ciertas realizaciones, un
polinucleétido del hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, un polinucleétido de hMPV
comprende SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, un polinucleétido de hMPV tiene al menos 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 18. En ciertas realizaciones, un polinucleétido de hMPV comprende SEQ ID NO: 18. En ciertas
realizaciones, un polinucleétido de hMPV tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, un
polinucledtido de hMPV comprende SEQ ID NO: 8. En ciertas realizaciones, un polinucleétido del hMPV
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 19. En ciertas realizaciones, un polinucleétido del hMPV comprende SEQ ID
NO: 19.

En general, las posiciones en las construcciones descritas en el presente documento pueden
mapearse en una secuencia de referencia, p. €j., la secuencia de tipo salvaje de SEQ ID NO: 1 o la
secuencia de la cadena principal de SEQ ID NO: 3, mediante alineamiento por pares, p. €j., utilizando el
algoritmo de Needleman-Wunsch con parametros estandar (matriz EBLOSUM®62, penalizacion de hueco
10, penalizacion de extension de hueco 0.5).

M. Antigenos recombinantes del polipéptido F de hMPV

En ciertas realizaciones, las vacunas contra hMPV de la presente divulgacién pueden
comprender al menos un antigeno del polipéptido F de hMPV. Los antigenos de polipéptidos F de hMPV
de la divulgacién pueden prepararse por una variedad de métodos. En una realizacion, se utiliza una
linea celular anfitriona que puede ser de origen eucariético o procaridtico para la expresion de un
polipéptido F de hMPV. En una realizacion, una linea celular anfitriona utilizada para la expresion de un
polipéptido F de hMPV es de origen bacteriano. En una realizacién, una linea celular anfitriona utilizada
para la expresién de un polipéptido F de hMPV es de origen mamifero. Pueden determinarse las lineas
celulares anfitriona particulares que son mas adecuadas para el producto génico deseado que se
expresard en ellas. Las lineas celulares anfitriona ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, DG44 y
DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano), CVI
(linea de rifién de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno T de SV40), CHO (ovario de hamster
chino), R1610 (fibroblasto de hamster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de raton), HAK (linea de rifién de
hamster), SP2/0 (mieloma de raton), BFA-1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos
humanos) y 293 (riidn humano). Las lineas celulares anfitriona suelen estar disponibles en servicios

comerciales, en la Coleccion Americana de Cultivos de Tejido (ATCC) o en la bibliografia publicada.
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En ciertas realizaciones, pueden utilizarse células de baculovirus para expresar un antigeno del
polipéptido F de hMPV descrito en el presente documento. El baculovirus Virus de la Poliedrosis Nuclear
de Autographa californica (AcNPV), por ejemplo, puede utilizarse para expresar un polipéptido F de
hMPV.

Puede construirse un baculovirus recombinante para expresar el polipéptido F de hMPV mediante
recombinacion homdloga entre el ADN del baculovirus y los pldsmidos quiméricos que contienen la
secuencia F de hMPV de interés. Los virus recombinantes pueden ser detectados en virtud de su
morfologia de placa distintiva y purificados hasta homogeneidad.

Los polipéptidos recombinantes de F de hMPV pueden producirse en células que incluyen, pero
no se limitan a, células derivadas de la especie de lepidoptero Spodoptera frugiperda. Otras células de
insectos adecuadas que pueden ser infectadas por baculovirus, tales como las de las especies Bombyx
mori, Galleria mellanoma, Trichplusia ni o Lamanthria dispar, también podrian utilizarse como sustrato
adecuado para producir el polipéptido recombinante F de hMPV.

El polipéptido recombinante de F de hMPV también puede expresarse en otros vectores de
expresion, tales como los virus Entomopox (poxvirus de insectos), los virus de la poliedrosis citoplasmica
(VPQC) y la transformacion de células de insectos con la expresion constitutiva del gen recombinante de F
de hMPV.

La expresion de proteinas recombinantes en baculovirus se describe adicionalmente en la
Patente de Estados Unidos Num. US 5.762.919, incorporada al presente documento como referencia en
su totalidad a todos los efectos.

En ciertas realizaciones, se pueden utilizar células de algas, p. €j., células microalgales, para
expresar un antigeno del polipéptido recombinante de F de hMPV como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, la célula microalgal anfitriona es un heteroconte o estramendpilo.
En algunas realizaciones, la célula anfitriona microalgal es un miembro del filo Labyrinthulomycota. En
algunas realizaciones, la célula anfitriona de Labyrinthulomycota es un miembro del orden
Thraustochytriales o del orden Labyrinthulales.

El sistema de expresion utilizado para la expresién de un antigeno polipeptidico de hMPV en una
célula anfitriona microalgal comprende elementos de control reguladores que son activos en las células
microalgales. En algunas realizaciones, el sistema de expresion comprende elementos de control
reguladores que son activos en células de Labyrinthulomycota. En algunas realizaciones, el sistema de
expresién comprende elementos de control reguladores que son activos en traustoquitridos. En algunas
realizaciones, el sistema de expresién comprende elementos de control reguladores que son activos en
Schizochytrium o Thraustochytrium. Muchos elementos de control reguladores, incluidos varios
promotores, son activos en diversas especies. Por lo tanto, las secuencias reguladoras pueden utilizarse
en un tipo de célula que sea idéntica a la célula de la que se aislaron o pueden utilizarse en un tipo de
célula que sea diferente de la célula de la que se aislaron.

En algunas realizaciones, el sistema de expresion utilizado para la produccion de polipéptidos de

F de hMPV en células microalgales comprende elementos reguladores que se obtienen a partir de
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secuencias de Labyrinthulomycota. En algunas realizaciones, el sistema de expresion utilizado para la
produccion de polipéptidos de F de hMPV en células microalgales comprende elementos reguladores que
se obtienen a partir de secuencias que no son de Labyrinthulomycota, incluyendo secuencias derivadas
de secuencias de algas que no son de Labyrinthulomycota. En algunas realizaciones, el sistema de
expresion comprende una secuencia de polinucledtidos que codifica un polipéptido F de hMPV, en donde
la secuencia de polinucle6tidos se asocia con cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia
terminadora, y/o cualquier otra secuencia reguladora que sea funcional en una célula anfitriona
microalgal. Pueden utilizarse secuencias inducibles o constitutivamente activas. En ciertas realizaciones,
se proporciona un casete de expresion para la expresién de un polipéptido F de hMPV en una célula
anfitriona microalgal, asi como células algales que comprenden el mismo.

La expresion microalgal de proteinas recombinantes se describe adicionalmente en las
Publicaciones Internacionales WO 2011/082189 y WO 2011/090731, incorporadas a presente documento
por referencia en su totalidad a todos los efectos.

En ciertas realizaciones, pueden utilizarse células CHO para expresar un polipéptido F de hMPV
descrito en el presente documento. En ciertas realizaciones, se proporciona una linea celular CHO que
comprende un vector que expresa F de hMPV. En ciertas realizaciones, dicha linea celular CHO se
transfecta (de forma estable o transitoria) con dicho vector. En ciertas realizaciones, dicha linea celular
CHO comprende dicho vector integrado en su genoma. Las lineas celulares CHO se utilizan cominmente
para la produccion industrial de proteinas, y se conocen muchas lineas celulares CHO que estan
disponibles comercialmente, p. €j., de la ATCC. Por ejemplo, tales lineas celulares CHO incluyen, p. €j.,
la linea celular CHO-K1 (namero ATCC: CCL-61), la linea celular CHO DP-12 (nimeros ATCC CRL-
12444 y 12445), y la linea celular CHO 1-15 (nimero ATCC CRL-9606).

La produccioén in vitro permite el aumento proporcional para obtener grandes cantidades de los
polipéptidos deseados. Los mecanismos para el cultivo de células en condiciones de cultivo de tejidos
son conocidos en la técnica e incluyen el cultivo en suspensién homogénea, p. €j., en un reactor de aire o
en un reactor de agitacion continua, o el cultivo de células inmovilizadas o atrapadas, p. €j., en fibras
huecas, microcapsulas, en microesferas de agarosa o en cartuchos ceramicos. Si es necesario y/o se
desea, las soluciones de polipéptidos pueden purificarse utilizando métodos de cromatografia habituales,
por ejemplo, filtracion en gel, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia sobre DEAE-celulosa,
y/o cromatografia de (inmuno-) afinidad.

V. ARN

En ciertas realizaciones, las vacunas contra el hMPV de la presente divulgacion pueden
comprender al menos un acido ribonucleico (ARN) que comprende un ORF que codifica un antigeno
polipeptidico de F de hMPV. En ciertas realizaciones, el ARN es un ARN mensajero (ARNm) que
comprende un ORF que codifica un antigeno proteico de F de hMPV. En ciertas realizaciones, el ARN (p.
ej., ARNm) comprende adicionalmente al menos una UTR 5', una UTR 3, una cola de poli(A), y/o una
proteccién terminal 5.

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV se establece como
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MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCSDGPSLIKTELDL
TKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKTTNE
AVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIpDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAIS
LDLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAP
SCSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNY
PCKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKVE
GEQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTGFIIVIILIAVLGSSM
ILVSIFIIKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN (SEQ ID NO: 9) (A2-D185P).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV esta codificado por un ORF de
ARNmM establecido como (SEQ ID NO: 6) (ORF de ARNm A2-D185P).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV esta codificado por un ORF de
ARNmM con codones optimizados establecido como (SEQ ID NO: 17) (ORF de ARNm AD185P).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV se establece como:

MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTVVFTLEVGDVENLTCSDGPSLI
KTELDLTKSALRELKTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNA
LKTTNEAVSTLGNGVRVLAfAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIDDLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNA
GITPAISLDLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPC
WIVKAAPSCSEKKGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAGINVAEQSKECNI
NISTTNYPCKVSTGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTV
YQLSKVEGEQHVIKGRPVSSSFDPIKFPEDQFNVALDQVFENIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTGFIIVIILI
AVLGSSMILVSIFIIIKKTKKPTGAPPELSGVTNNGFIPHN (SEQ ID NO: 11) (A2-T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV esta codificado por un ORF de
ARNmMm establecido como (SEQ ID NO: 8) (ORF de ARNm A2-T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV esta codificado por un ORF de
ARNmM con codones optimizados establecido como (SEQ ID NO: 18) (ORF de ARNm T160F_N46V).

En ciertas realizaciones, el antigeno proteico de F de hMPV esta codificado por un ORF de
ARNmM con codones optimizados establecido como (SEQ ID NO: 19) (ORF de ARNm T160F_N46V).

Il. A. Proteccién terminal 5'

Una proteccion terminal 5' del ARNm puede proporcionar resistencia a las nucleasas que se
encuentran en la mayoria de las células eucaridticas y promover la eficiencia de la traduccion. Se
conocen varios tipos de protecciones terminal 5'. Una proteccion terminal de 7-metilguanosina (también
referida como "m’G" o "Cap-0") comprende una guanosina que esta unida mediante un enlace 5' - 5' -
trifosfato al primer nucleétido transcrito.

Una proteccion terminal 5' se afiade tipicamente de la siguiente manera: primero, una fosfatasa
terminal de ARN elimina uno de los grupos fosfato terminales del nucledtido 5', dejando dos fosfatos
terminales; el trifosfato de guanosina (GTP) se afiade a continuacion a los fosfatos terminales a través de
una guanililtransferasa, produciendo un enlace de trifosfato 5 '5 '5; y el nitrégeno de la posicién 7 de la

guanina es metilado a continuacién por una metiltransferasa. Los ejemplos de estructuras de proteccion
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terminal incluyen, pero no se limitan a, m7G(5")ppp, (5'(A,G(5)ppp(B"HA, ¥ G(5)ppp(5')G. Se describen
estructuras de proteccion terminal adicionales en la Publicacion de Estados Unidos Num. US
2016/0032356 y en la Publicacion de Estados Unidos Num. US 2018/0125989, que se incorporan al
presente documento como referencia.

La proteccion terminal 5' de los polinucleétidos puede completarse de forma concomitante
durante la reaccion de transcripcion in vitro utilizando los siguientes analogos quimicos de proteccion
terminal de ARN para generar la estructura de proteccién terminal de 5'-guanosina de acuerdo con los
protocolos del fabricante: 3'-O-Me-m7G(5)ppp(5')G (protecciéon terminal ARCA); G(5)ppp(5)A;
G(5)ppp(5)G; m7G(5")ppp(5)A; m7G(5)ppp(5)G; m7G(5)ppp(5’)(2’'OMeA)pG;
m7G(5)ppp(5")(2'OMeA)pU; y m7G(5)ppp(5)(2'OMeG)pG (New England BioLabs, Ipswich, MA; TriLink
Biotechnologies). La proteccion terminal 5' del ARN modificado puede completarse después de la
transcripcion utilizando una enzima de proteccion terminal del virus vaccinia para generar la estructura
Cap 0: m7G(5")ppp(5')G. La estructura Cap 1 puede generarse utilizando tanto la enzima de proteccion
terminal del virus vaccinia como una 2'-O metiltransferasa para generar: m7G(5)ppp(5')G-2'-O-metilo. La
estructura Cap 2 puede generarse a partir de la estructura Cap 1 seguida de la 2'-O-metilacién del
antependultimo nucledtido 5' utilizando una 2'-O metil-transferasa. La estructura Cap 3 puede generarse a
partir de la estructura Cap 2 seguida de la 2'-O-metilacién del preantepenultimo nucleétido 5' utilizando
una 2'-O metil-transferasa.

En ciertas realizaciones, el ARNm de la divulgacion comprende una proteccion terminal 5'
seleccionada del grupo que consiste en 3-O-Me-m7G(5")ppp(5')G (proteccién terminal ARCA),
G(B)ppp(3)A,  G(5)ppp(5)G,  mM7G(5)ppp(5)A,  m7G(5)ppp(5)G,  M7G(5)ppp(5)(2’OMeA)pG,
m7G(5)ppp(5")(2'0OMeA)pU, y m7G(5")ppp(5")(2'OMeG)pG.

En ciertas realizaciones, el ARNm de la divulgacion comprende una proteccién terminal 5' de:
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Il. B. Region no traducida (UTR)

En algunas realizaciones, el ARNm de la divulgacion incluye una region no traducida (UTR) 5' y/o
3. En el ARNm, la UTR 5' comienza en el sitio de inicio de la transcripcién y continlda hasta el codén de
inicio, pero no incluye el codén de inicio. La UTR 3' comienza inmediatamente después del codon de
parada y continlia hasta la sefial de terminacion de la transcripcion.

En algunas realizaciones, el ARNm divulgado en el presente documento puede comprender una
UTR 5' que incluye uno o mas elementos que afectan a la estabilidad o traduccién de un ARNm. En
algunas realizaciones, una UTR 5' puede tener una longitud de entre 10 y 5.000 nucleétidos. En algunas

realizaciones, una UTR 5' puede tener una longitud de entre 50 y 500 nucleétidos. En algunas
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realizaciones, la UTR 5' tiene al menos aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, aproximadamente
20 nucledtidos de longitud, aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, aproximadamente 40
nucledtidos de longitud, aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, aproximadamente 100 nucleétidos
de longitud, aproximadamente 150 nucledtidos de longitud, aproximadamente 200 nucleétidos de
longitud, aproximadamente 250 nucleétidos de longitud, aproximadamente 300 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 350 nucledtidos de longitud, aproximadamente 400 nucledtidos de longitud,
aproximadamente 450 nuclettidos de longitud, aproximadamente 500 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 550 nucledtidos de longitud, aproximadamente 600 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 650 nucledtidos de longitud, aproximadamente 700 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 750 nucle6tidos de longitud, aproximadamente 800 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 850 nuclettidos de longitud, aproximadamente 900 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 950 nucleotidos de longitud, aproximadamente 1.000 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 1.500 nucleétidos de longitud, aproximadamente 2.000 nucledtidos de longitud,
aproximadamente 2.500 nucleétidos de longitud, aproximadamente 3.000 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 3.500 nucleétidos de longitud, aproximadamente 4.000 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 4.500 nucleétidos de longitud o aproximadamente 5.000 nucledétidos de longitud.

En algunas realizaciones, el ARNm divulgado en el presente documento puede comprender una
UTR 3' que comprende uno o mas de una sefial de poliadenilacion, un sitio de union para proteinas que
afectan a la estabilidad de ubicacion de un ARNm en una célula, o uno o mas sitios de unién para los
miARN. En algunas realizaciones, una UTR 3' puede tener una longitud de 50 a 5.000 nucleétidos o0 mas.
En algunas realizaciones, una UTR 3' puede tener una longitud de 50 a 1.000 nucleétidos o0 més. En
algunas realizaciones, la UTR 3' tiene al menos aproximadamente 50 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 100 nucle6tidos de longitud, aproximadamente 150 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 200 nucle6tidos de longitud, aproximadamente 250 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 300 nucle6tidos de longitud, aproximadamente 350 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 400 nuclettidos de longitud, aproximadamente 450 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 500 nuclettidos de longitud, aproximadamente 550 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 600 nuclettidos de longitud, aproximadamente 650 nucledtidos de longitud,
aproximadamente 700 nucledtidos de longitud, aproximadamente 750 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 800 nucledtidos de longitud, aproximadamente 850 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 900 nuclettidos de longitud, aproximadamente 950 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 1.000 nucleétidos de longitud, aproximadamente 1.500 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 2.000 nucleétidos de longitud, aproximadamente 2.500 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 3.000 nucleétidos de longitud, aproximadamente 3.500 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 4.000 nucleétidos de longitud, aproximadamente 4.500 nucle6tidos de longitud o
aproximadamente 5.000 nucledtidos de longitud.

En algunas realizaciones, el ARNm divulgado en el presente documento puede comprender una

UTR 5' 0 3' que se obtiene a partir de un gen distinto al codificado por el transcrito del ARNm (es decir, la
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UTR es una UTR heteréloga).

En ciertas realizaciones, las secuencias UTR 5' y/o 3' pueden obtenerse a partir de ARNm que
son estables (p. €j., globina, actina, GAPDH, tubulina, histona o enzimas del ciclo del acido citrico) para
aumentar la estabilidad del ARNm. Por ejemplo, una secuencia UTR 5' puede incluir una secuencia
parcial de un gen inmediato-temprano 1 (IE1) de CMV, o un fragmento de la misma, para mejorar la
resistencia a las nucleasas y/o mejorar la semivida del ARNm. También se contempla la inclusion de una
secuencia que codifica la hormona de crecimiento humana (hGH), o un fragmento de la misma, en el
extremo 3' 0 en la region no traducida del ARNm. En general, estas modificaciones mejoran la estabilidad
y/o las propiedades farmacocinéticas (p. €j., la semivida) del ARNm con relacién a sus homoélogos no
modificados, e incluyen, por ejemplo, modificaciones realizadas para mejorar la resistencia de dicho
ARNmM a la digestion por nucleasas in vivo.

Las UTR 5'ilustrativas incluyen una secuencia derivada de un gen inmediato-temprano 1 (IE1) de
CMV (Publicaciones de Estados Unidos Num. 2014/0206753 y 2015/0157565, cada una de las cuales se
incorpora al presente documento como referencia), o la secuencia GGGAUCCUACC (SEQ ID NO: 16)
(Publicacion de Estados Unidos Num. 2016/0151409, incorporada al presente documento como
referencia en su totalidad a todos los efectos).

En varias realizaciones, la UTR 5' puede obtenerse a partir de la UTR 5' de un gen TOP. Los
genes TOP se caracterizan tipicamente por la presencia de un tramo de oligopirimidina (TOP) 5'-terminal.
Ademas, la mayoria de los genes TOP se caracterizan por una regulaciéon traduccional asociada al
crecimiento. Sin embargo, también se conocen genes TOP con una regulacién traduccional especifica del
tejido. En ciertas realizaciones, la UTR 5' derivada de la UTR 5' de un gen TOP carece del motivo TOP 5'
(el tramo de oligopirimidina) (p. ej., Publicaciones de Estados Unidos Num. 2017/0029847,
2016/0304883, 2016/0235864 y 2016/0166710, cada una de las cuales se incorpora al presente
documento como referencia).

En ciertas realizaciones, la UTR 5' se obtiene a partir de un gen de la proteina ribosémica Grande
32 (L32) (Publicacion de Estados Unidos Num. 2017/0029847, mas arriba).

En ciertas realizaciones, la UTR 5' se obtiene a partir de la UTR 5' de un gen de la
hidroxiesteroide (17-b) deshidrogenasa 4 (HSD17B4) (Publicacion de Estados Unidos Num.
2016/0166710, mas arriba).

En ciertas realizaciones, la UTR 5' se obtiene a partir de la UTR 5' de un gen ATP5A1
(Publicacion de Estados Unidos Nam. 2016/0166710, mas arriba).

En algunas realizaciones, se utiliza un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) en lugar de una
UTR 5"

En algunas realizaciones, la UTR 5' comprende una secuencia de &cido nucleico establecida en
SEQ ID NO: 13:
GGACAGAUCGCCUGGAGACGCCAUCCACGCUGUUUUGACCUCCAUAGAAGACACCGGGACCGAUC
CAGCCUCCGCGGCCGGGAACGGUGCAUUGGAACGCGGAUUCCCCGUGCCAAGAGUGACUCACCG

UCCUUGACACG. En algunas realizaciones, la UTR 3' comprende una secuencia de acido nucleico
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establecida en SEQ ID NO: 14:
CGGGUGGCAUCCCUGUGACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGCCACUCCAGUG
CCCACCAGCCUUGUCCUAAUAAAAUUAAGUUGCAUC. La UTR 5' y la UTR 3' se describen con mas
detalle en la Publicacion Internacional Num. WO 2012/075040, incorporada al presente documento como
por referencia.
Il. C. Cola poliadenilada

Como se emplean en el presente documento, los términos "secuencia de poli(A)", "cola de
poli(A)" y "regiéon de poli(A)" se refieren a una secuencia de nucleétidos de adenosina en el extremo 3' de
la molécula de ARNm. La cola de poli(A) puede conferir estabilidad al ARNm y protegerlo de la
degradacion por exonucleasas. La cola de poli(A) puede mejorar la traduccién. En algunas realizaciones,
la cola de poli(A) es esencialmente homopolimérica. Por ejemplo, una cola de poli(A) de 100 nucleétidos
de adenosina puede tener esencialmente una longitud de 100 nucleétidos. En ciertas realizaciones, la
cola de poli(A) puede estar interrumpida por al menos un nucleétido diferente de un nucledtido de
adenosina (p. €j., un nucleétido que no es un nucleétido de adenosina). Por ejemplo, una cola de poli(A)
de 100 nucledtidos de adenosina puede tener una longitud de mas de 100 nucledtidos (que comprende
100 nucledtidos de adenosina y al menos un nucleétido, o un tramo de nucleétidos, que son diferentes de
un nucleétido de adenosina). En ciertas realizaciones, la cola de poli(A) comprende la secuencia
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCAUAUGACUAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (SEQ ID NO: 15).

La "cola de poli(A)", como se emplea en el presente documento, se refiere tipicamente a ARN.
Sin embargo, en el contexto de la divulgacion, el término se refiere igualmente a las secuencias
correspondientes en una molécula de ADN (p. €j., una "secuencia de poli(T)").

La cola de poli(A) puede comprender de aproximadamente 10 a aproximadamente 500
nucleétidos de adenosina, de aproximadamente 10 a aproximadamente 200 nucleétidos de adenosina,
de aproximadamente 40 a aproximadamente 200 nucleétidos de adenosina, o de aproximadamente 40 a
aproximadamente 150 nucle6tidos de adenosina. La longitud de la cola de poli(A) puede ser de al menos
aproximadamente 10, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 nucle6tidos de adenosina.

En algunas realizaciones en las que el &cido nucleico es un ARN, la cola de poli(A) del &cido
nucleico se obtiene a partir de un molde de ADN durante la transcripcion in vitro del ARN. En ciertas
realizaciones, la cola de poli(A) se obtiene in vitro mediante métodos comunes de sintesis quimica sin
que se transcriba a partir de un molde de ADN. En varias realizaciones, las colas de poli(A) se generan
por poliadenilacion enzimatica del ARN (después de la transcripcién in vitro del ARN) utilizando kits de
poliadenilacion disponibles en el mercado y los protocolos correspondientes, o alternativamente,
utilizando polimerasas de poli(A) inmovilizadas, p. €j., utilizando métodos como los descritos en la
Publicacién Internacional Num. WO 2016/174271.

El acido nucleico puede comprender una cola de poli(A) obtenida por poliadenilacion enzimética,
en donde la mayoria de las moléculas de acido nucleico comprenden de aproximadamente 100 (+/-20) a

aproximadamente 500 (+/-50) o aproximadamente 250 (+/-20) nucleétidos de adenosina.
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En algunas realizaciones, el acido nucleico puede comprender una cola de poli(A) obtenida a
partir de un ADN molde y puede comprender adicionalmente al menos una cola de poli(A) adicional
generada por poliadenilacion enzimatica, p. ej., como se describe en la Publicacion Internacional Nam.
WO 2016/091391.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico comprende al menos una sefial de poliadenilacion.

En varias realizaciones, el &cido nucleico puede comprender al menos una secuencia de poli(C).

Se pretende que el término "secuencia de poli(C)", como se emplea en el presente documento,
sea una secuencia de nucleétidos de citosina de hasta aproximadamente 200 nucleétidos de citosina. En
algunas realizaciones, la secuencia de poli(C) comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente
200 nucledtidos de citosina, de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 nucledtidos de citosina, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 70 nuclettidos de citosina, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 60 nucleétidos de citosina, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 40
nucledtidos de citosina. En algunas realizaciones, la secuencia de poli(C) comprende aproximadamente
30 nucledtidos de citosina.

II. D. Modificaciéon quimica

El ARNm divulgado en el presente documento puede estar modificado o sin modificar. En algunas
realizaciones, el ARNm puede comprender al menos una modificacion quimica. En algunas realizaciones,
el ARNm divulgado en el presente documento puede contener una o mas modificaciones que tipicamente
mejoran la estabilidad del ARN. Las modificaciones ilustrativas pueden incluir modificaciones de la
cadena principal, modificaciones de los azlUcares o modificaciones de las bases. En algunas
realizaciones, el ARNm divulgado puede sintetizarse a partir de nucle6tidos naturales y/o analogos de
nucleétidos (nucledtidos modificados) incluyendo, pero sin limitarse a, purinas (adenina (A) y guanina (G))
o pirimidinas (timina (T), citosina (C) y uracilo (U)). En ciertas realizaciones, el ARNm divulgado puede
sintetizarse a partir de analogos de nucledtidos modificados o derivados de purinas y pirimidinas, tales
como, p. ej. 1-metil-adenina, 2-metil-adenina, 2-metiltio-N-6-isopentenil-adenina, N6-metil-adenina, N6-
isopentenil-adenina, 2-tio-citosina, 3-metil-citosina, 4-acetil-citosina, 5-metil-citosina, 2,6-diaminopurina, 1-
metil-guanina,  2-metil-guanina, 2,2-dimetil-guanina,  7-metil-guanina, inosina, 1-metil-inosina,
pseudouracilo (5-uracilo), dihidro-uracilo, 2-tio-uracilo, 4-tio-uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tio-uracilo,
5-(carboxihidroximetil)-uracilo, 5-fluoro-uracilo, 5-bromo-uracilo, 5-carboximetilaminometil-uracilo, 5-metil-
2-tio-uracilo, 5-metil-uracilo, éster metilico del acido N-uracil-5-oxi acético, 5-metilaminometil-uracilo, 5-
metilaminometil-2-tio-uracilo, 5'-metoxicarbonilmetil-uracilo, 5-metoxi-uracilo, éster metilico del &cido
uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 1-metil-pseudouracilo, queosina, B-D-manosil-queosina,
fosforamidatos, fosforotioatos, nucleétidos peptidicos, metilfosfonatos, 7-desazaguanosina, 5-
metilcitosina e inosina.

En algunas realizaciones, el ARNm divulgado puede comprender al menos una modificacion
guimica que incluye, pero no se limita a, pseudouridina, N1-metilpseudouridina, 2-tiouridina, 4'-tiouridina,
5-metilcitosina, 2-tio-I-metil-1-desaza-pseudouridina, 2-tio-I-metil-pseudouridina, 2-tio-5-aza-uridina, 2-tio-

dihidropseudouridina, 2-tio-dihidrouridina, 2-tio-pseudouridina, 4-metoxi-2-tio-pseudouridina, 4-metoxi-
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pseudouridina, 4-tio-I-metil-pseudouridina, 4-tio-pseudouridina, 5-aza-uridina, dihidropseudouridina, 5-
metiluridina, 5-metiluridina, 5-metoxiuridina, y 2'-O-metil uridina.

En algunas realizaciones, la modificacion quimica se selecciona del grupo que consiste en
pseudouridina, N1-metilpseudouridina, 5-metilcitosina, 5-metoxiuridina y una combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones, la modificacién quimica comprende N1-metilpseudouridina.

En algunas realizaciones, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100% de los
nucleétidos de uracilo en el ARNm estan modificados quimicamente.

En algunas realizaciones, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100% de los
nucledtidos de uracilo en el ORF estan modificados quimicamente.

La preparaciéon de tales analogos se describe, p. €j., en la Patente de Estados Unidos Num.
4.373.071, Patente de Estados Unidos Num. 4.401.796, Patente de Estados Unidos Num. 4.415.732,
Patente de Estados Unidos Num. 4.458.066, Patente de Estados Unidos Num. 4.500.707, Patente de
Estados Unidos Num. 4.668.777, Patente de Estados Unidos Num. 4.973.679, Patente de Estados
Unidos NUm. 5.047.524, Patente de Estados Unidos Num. 5.132.418, Patente de Estados Unidos Num.
5.153.319, Patente de Estados Unidos Num. 5.262.530, y Patente de Estados Unidos Nim. 5.700.642.

II. E. Sintesis de ARNm

Los ARNm divulgados en el presente documento pueden sintetizarse de acuerdo con cualquiera
de una variedad de métodos. Por ejemplo, los ARNm segun la presente divulgacion pueden sintetizarse
mediante transcripcion in vitro (TIV). Algunos métodos de transcripcion in vitro son descritos, p. €j., por
Geall et al. (2013) en Semin. Immunol. 25(2): 152-159; Brunelle et al. en (2013) Methods Enzymol.
530:101-14. Brevemente, la TIV se realiza normalmente con un molde de ADN lineal o circular que
contiene un promotor, un conjunto de ribonucleétidos trifosfato, un sistema de tampon que puede incluir
DTT e iones de magnesio, una ARN polimerasa adecuada (p. €j., ARN polimerasa de T3, T7 o SP6),
ADNasa |, pirofosfatasa y/o inhibidor de ARNasa. Las condiciones exactas pueden variar segin la
aplicacion especifica. La presencia de estos reactivos es generalmente indeseable en un producto final
de ARNm y estos reactivos pueden considerarse impurezas o contaminantes que pueden purificarse o
eliminarse para proporcionar un ARNm limpio y/u homogéneo que sea adecuado para el uso terapéutico.
Aunqgue el ARNm proporcionado a partir de reacciones de transcripcion in vitro puede ser deseable en
algunas realizaciones, pueden utilizarse otras fuentes de ARNmM segun la presente divulgacion,
incluyendo ARNm de tipo salvaje producido a partir de bacterias, hongos, plantas y/o animales.

V. Nanoparticulas lipidicas (NPL)

Las NPL de la divulgacion pueden comprender cuatro categorias de lipidos: (i) un lipido ionizable
(p. €j., un lipido catiénico); (ii) un lipido PEGilado; (iii) un lipido basado en colesterol (p. €j., colesterol), y
(iv) un lipido auxiliar.

A. Lipido catiénico

Un lipido ionizable facilita la encapsulacion del ARNm y puede ser un lipido catiénico. Un lipido
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catidnico proporciona un entorno cargado positivamente a bajo pH para facilitar la encapsulacion eficiente

de la sustancia farmacolégica de ARNm cargada negativamente. Los lipidos catiénicos ilustrativos se
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Tabla 1 - Lipidos ionizables
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El lipido catiénico puede seleccionarse del grupo que comprende [ckkE10] / [OF-02], 4-
(dimetilamino)butanoato de [(6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo] (D-Lin-MC3-DMA);
2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano (DLin-KC2-DMA); 1,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-
aminopropano (DLin-DMA); 9-((4-(dimetilamino)butanoil)oxi)heptadecanodioato de di((Z)-non-2-en-1-ilo)
(L319); 8-{(2-hidroxietil)[6-ox0-6-(undeciloxi)hexillamino}octanoato de 9-heptadecanilo (SM-102); bis(2-
hexildecanoato) de [(4-hidroxibutil)azanodiil]di(hexano-6,1-diilo) (ALC-0315); (Z)-octadec-9-enoato de [3-
(dimetilamino)-2-[(Z)-octadec-9-enoil]oxipropilo] (DODAP); 2,5-bis(3-aminopropilamino)-N-[2-
[di(heptadecil)amino]-2-oxoetil]pentanamida (DOGS); N-[2-(dimetilamino)etiljcarbamato de
[(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-dimetil-17-[(2R)-6-metilheptan-2-i]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahidro-1H-ciclopentala]fenantren-3-ilo] (DC-Col); bis(propano-3,1-diil))bis(azanotriil))tetrapropionato
de tetrakis(8-metilnonil)-3,3',3",3"-((metilazanodiilo) (3060i10); fosfato de decil(2-(dioctilamonio)etilo)
(9A1P9); 5,5-di((2)-heptadec-8-en-1-il)-1-(3-(pirrolidin-1-il)propil)-2,5-dihidro-1H-imidazol-2-carboxilato de
etilo (A2-1s05-2DC18); 3,3'-((3-metil-9-oxo-10-oxa-13,14-ditia-3,6-diazahexacosil)azanodiil)dipropionato
de bis(2-(dodecildisulfanil)etilo) (BAME-0O16B); 1,1-((2-(4-(2-((2-(bis(2-hidroxidodecil)amino)etil) (2-
hidroxidodecil)amino)etil)piperazin-1-il)etil)azanodiol)  bis(dodecan-2-ol) (C12-200); 3,6-bis(4-(bis(2-
hidroxidodecil)amino)butil)piperazino-2,5-diona (cKK-E12); 9,9',9",9",9"" .9"-((((benceno-1,3,5-
tricarbonil)tris(azanodiil)) tris(propano-3,1-diil)) tris(azanitriil))hexanonanoato de hexa(octan-3-ilo) (FTT5);
(92,9'2,9"2,9"2,122,12'2,12"Z,12"Z)-tetrakis  (octadeca-9,12-dienoato) de (((3,6-dioxopiperazin-2,5-
diil)bis(butano-4,1-diil))bis(azanotriil))tetrakis(etano-2,1-diilo) (OF-Deg-Lin);  TTS3; NZ,N3,N5-tris(3-
(didodecilamino)propil)benceno-1,3,5-tricarboxamida; N1-[2-((1S)-1-[(3-aminopropil)amino]-4-[di(3-
aminopropil)amino]butilcarboxamido)etil]-3,4-di[oleiloxi]-benzamida (MVL5); 8-((2-hidroxietil)(8-(noniloxi)-
8-oxooctil)amino)octanoato de heptadecano-9-ilo (Lipido 5); y combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones, el lipido catiénico es biodegradable.

En diversas realizaciones, el lipido catidnico no es biodegradable.

En algunas realizaciones, el lipido catidnico es escindible.

En ciertas realizaciones, el lipido catiénico no es escindible.

Los lipidos cationicos son descritos con mas detalle por Dong et al. (PNAS. 111(11):3955-60.
2014); Fenton et al. (Adv. Mater. 28:2939. 2016); Patente de Estados Unidos Num. 9.512.073; y Patente
de Estados Unidos NUm. 10.201.618, cada una de las cuales se incorpora al presente documento como
referencia.

B. Lipido PEGilado

El componente lipidico PEGilado permite controlar el tamafio de las particulas y la estabilidad de
la nanoparticula. La adicion de tales componentes puede evitar la agregacion del complejo y proporcionar
un medio para aumentar la vida Util en circulacién y aumentar el suministro de la composicion
farmacéutica del lipido-acido nucleico a los tejidos diana (Klibanov et al. FEBS Letters 268(1):235-7.
1990). Estos componentes pueden seleccionarse para que se intercambien rapidamente fuera de la
composicién farmacéutica in vivo (véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos Nim. 5.885.613).

Los lipidos PEGilados contemplados incluyen, pero no se limitan a, una cadena de polietilenglicol
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(PEG) de hasta 5 kDa de longitud anclada covalentemente a un lipido con una o varias cadenas
alquilicas de Cg-Cy (p. €j., Cs, C10, C12, C14, C16, 0 Cyg) de longitud, tal como una ceramida derivatizada
(p. €j., N-octanoil-esfingosina-1-[succinil(metoxipolietilenglicol)] (PEG ceramida C8). En algunas
realizaciones, el lipido PEGilado es 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol (DMG-PEG); 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-polietilenglicol (DSPE-PEG); 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-polietilenglicol (DLPE-PEG) o 1,2-diestearoil-rac-glicero-polietilenglicol (DSG-PEG),
PEG-DAG; PEG-PE; PEG-S-DAG; PEG-S-DMG; PEG-cer; un PEG-dialquiloxipropilcarbamato; 2-
[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida (ALC-0159); y combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones, el PEG tiene un alto peso molecular, p. €j., 2000-2400 g/mol. En ciertas
realizaciones, el PEG es PEG2000 (o PEG-2K). En ciertas realizaciones, el lipido PEGilado en el
presente documento es DMG-PEG2000, DSPE-PEG2000, DLPE-PEG2000, DSG-PEG2000, PEG2000
C8, o ALC-0159 (2-[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida). En ciertas realizaciones, el lipido
PEGilado en el presente documento es DMG-PEG2000.

C. Lipido basado en colesterol

El componente de colesterol proporciona estabilidad a la estructura de bicapa lipidica dentro de la
nanoparticula. En algunas realizaciones, las NPL comprenden uno o mas lipidos basados en colesterol.
Los lipidos basados en colesterol adecuados incluyen, por ejemplo DC-Choi (N,N-dimetil-N-
etilcarboxamidocolesterol), 1,4-bis(3-N-oleilamino-propil)piperazina (Gao et al., Biochem Biophys Res
Comm. (1991) 179:280; Wolf et al., BioTechniques (1997) 23:139; Patente de Estados Unidos Num.
5.744.335), éster de colesterol de imidazol ("ICE™; documento
WO 2011/068810), sitosterol (22,23-dihidroestigmasterol), B-sitosterol, sitostanol, fucosterol,
estigmasterol (estigmasta-5,22-dien-3-ol), ergosterol; desmosterol (3B-hidroxi-5,24-colestadieno);
lanosterol (8,24-lanostadien-3b-ol); 7-deshidrocolesterol (A5,7-colesterol); dihidrolanosterol (24,25-
dihidrolanosterol); zimosterol (5a-colesta-8,24-dien-313-ol); latosterol (5a-colest-7-en-3M3-ol); diosgenina
((3B,25R)-espirost-5-en-3-ol); campesterol (campest-5-en-3R3-0l); campestanol (5a-campestan-3b-ol);
colesterol 24-metileno (5,24(28)-colestadien-24-metilen-3R3-0l); margarato de colesterilo (heptadecanoato
de colest-5-en-3R-ilo); oleato de colesterilo; estearato de colesterilo y otras formas modificadas de
colesterol. En algunas realizaciones, el lipido basado en colesterol utilizado en las NPL es el colesterol.

D. Lipido auxiliar

Un lipido auxiliar mejora la estabilidad estructural de la NPL y ayuda a la NPL a escapar del
endosoma. Mejora la captacion y la liberacion de la carga util del farmaco de ARNm. En algunas
realizaciones, el lipido auxiliar es un lipido zwitteriénico, que tiene propiedades fusogénicas para mejorar
la captacion y liberacion de la carga util del farmaco. Los ejemplos de lipidos auxiliares son 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE); 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC); 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS); 1,2-dielaidoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DEPE) y 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPOC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), DMPC, 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-
fosfocolina  (DLPC), 1,2-diestearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE) y 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina (DLPE).
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Otros lipidos auxiliares ilustrativos son la dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dioleoilfosfatidilglicerol
(DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC),
palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-I-carboxilato de dioleoil-
fosfatidiletanolamina (DOPE-mal), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE), dimiristoilfosfoetanolamina
(DMPE), fosfatidilserina, esfingolipidos, esfingomielinas, ceramidas, cerebrésidos, gangliésidos, 16-O-
monometil PE, 16-O-dimetil PE, 18-1-trans PE, |-estearoil-2-oleoil-fosfatidietanolamina (SOPE), o una
combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones, el lipido auxiliar es DOPE. En ciertas realizaciones,
el lipido auxiliar es DSPC.

En diversas realizaciones, las presentes NPL comprenden (i) un lipido catiénico seleccionado
entre OF-02, cKK-E10, GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1, GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10, o GL-HEPES-
E3-E12-DS-3-E14; (i) DMG-PEG2000; (iii) colesterol; y (iv) DOPE.

E. Razones molares de los componentes lipidicos

Las razones molares de los componentes mencionados son importantes para la eficacia de las
NPL en el suministro de ARNm. La razén molar del lipido catiénico, el lipido PEGilado, el lipido basado
en colesterol y el lipido auxiliar es A: B: C: D, donde A + B + C + D = 100%. En algunas realizaciones, la
razén molar del lipido catiénico en las NPL con relacién al total de lipidos (es decir, A) es de 35-55%, tal
como 35-50% (p. €j., 38-42%, tal como 40%, o 45-50%). En algunas realizaciones, la raz6n molar del
componente lipidico PEGilado con relacion a los lipidos totales (es decir, B) es de 0.25-2.75% (p. €j., 1-
2%, tal como 1.5%). En algunas realizaciones, la raz6n molar del lipido basado en colesterol con relacién
a los lipidos totales (es decir, C) es de 20-50% (p. €j., 27-30%, tal como 28.5%, o 38-43%). En algunas
realizaciones, la razén molar del lipido auxiliar con relacion a los lipidos totales (es decir, D) es de 5-35%
(p. €j., 28-32%, tal como 30%, o 8-12%, tal como 10%). En algunas realizaciones, los componentes
(lipido PEGilado + colesterol) tienen la misma cantidad molar que el lipido auxiliar. En algunas
realizaciones, las NPL contienen una razén molar entre el lipido catiénico y el lipido auxiliar que es
superior a 1.

En ciertas realizaciones, la NPL de la divulgacién comprende:

un lipido cationico a una razon molar de 35% a 55% o de 40% a 50% (p. €j., un lipido cationico a
una razon molar de 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41% 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%,
50%, 51%, 52%, 53%, 54% 0 55%);

un lipido conjugado con polietilenglicol (PEG) (PEGilado) a una razén molar de 0.25% a 2.75% o
de 1.00% a 2.00% (p. €j., un lipido PEGilado a una razén molar de 0.25%, 0.50%, 0.75%, 1.00%, 1.25%,
1.50%, 1.75%, 2.00%, 2.25%, 2.50% o 2.75%);

un lipido basado en colesterol a una raz6n molar de 20% a 50%, 25% a 45%, o0 28.5% a 43% (p.
€j. un lipido a base de colesterol a una razén molar de 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%,
28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41% 42%, 43%, 44%, 45%,
46%, 47%, 48%, 49% o0 50%); y

un lipido auxiliar a una razén molar de 5% a 35%, de 8% a 30% o de 10% a 30% (p. €j., un lipido
auxiliar a una razén molar de 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%,
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19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34% o 35%),

en donde todas las razones molares son relativas al contenido total de lipidos de la NPL.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: un lipido catiénico a una razén molar de 40%; un
lipido PEGilado a una razén molar de 1.5%; un lipido basado en colesterol a una razén molar de 28.5%; y
un lipido auxiliar a una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones, el lipido PEGilado es dimiristoil-PEG2000 (DMG-PEG2000).

En diversas realizaciones, el lipido basado en colesterol es el colesterol.

En algunas realizaciones, el lipido auxiliar es 1,2-dioleoil-SN-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE).

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: OF-02 a una razén molar de 35% a 55%; DMG-
PEG2000 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de 20% a 50%; y DOPE a
una razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: cKK-E10 a una razén molar de 35% a 55%; DMG-
PEG2000 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de 20% a 50%; y DOPE a
una razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1 a una razén molar
de 35% a 55%; DMG-PEG2000 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de
20% a 50%; y DOPE a una razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10 a una razén molar de
35% a 55%; DMG-PEG2000 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de 20%
a 50%; y DOPE a una razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14 a una raz6n molar de
35% a 55%; DMG-PEG2000 a una razon molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razon molar de 20%
a 50%; y DOPE a una razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: SM-102 a una razén molar de 35% a 55%; DMG-
PEG2000 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de 20% a 50%; y DSPC a
una razon molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: ALC-0315 a una razén molar de 35% a 55%; ALC-
0159 a una razén molar de 0.25% a 2.75%; colesterol a una razén molar de 20% a 50%; y DSPC a una
razén molar de 5% a 35%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: OF-02 a una razén molar de 40%; DMG-PEG2000 a
una razén molar de 1.5%; colesterol a una razén molar de 28.5%; y DOPE a una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: cKK-E10 a una razén molar de 40%; DMG-PEG2000
a una razén molar de 1.5%; colesterol a una razén molar de 28.5%; y DOPE a una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E10-DS-3-E18-1 a una razén molar
de 40%; DMG-PEG2000 a una razon molar de 1.5%; colesterol a una razén molar de 28.5%; y DOPE a
una razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E12-DS-4-E10 (a una razén molar de

40%; DMG-PEG2000 a una razén molar de 1.5%; colesterol a una razén molar de 28.5%; y DOPE a una
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razén molar de 30%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: GL-HEPES-E3-E12-DS-3-E14 a una raz6n molar de
40%; DMG-PEG2000 a una razén molar de 1.5%; colesterol a una razén molar de 28.5%; y DOPE a una
raz6n molar de 30%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: 8-{(2-hidroxietil)[6-0x0-6-
(undeciloxi)hexillamino}octanoato de 9-heptadecanilo (SM-102) a una razon molar de 50%; 1.2-
diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) a una razén molar de 10%; colesterol a una razén molar de
38.5%; y 1.2-dimiristoil-rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol-2000 (DMG-PEG2000) a una razén molar del
1.5%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: bis(2-hexildecanoato) de (4-
hidroxibutil)azanodiil]di(hexano-6,1-diilo) (ALC-0315) a una raz6n molar de 46.3%; 1,2-diestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC) a una razén molar de 9.4%; colesterol a una razén molar de 42.7%; y 2-
[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida (ALC-0159) a una razén molar de 1.6%.

En ciertas realizaciones, la NPL comprende: bis(2-hexildecanoato) de (4-
hidroxibutil)azanodiilldi(hexano-6,1-diilo) (ALC-0315) a una razon molar de 47.4%; 1,2-diestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC) a una razén molar de 10%; colesterol a una razén molar de 40.9%; y 2-
[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida (ALC-0159) a una razén molar de 1.7%.

Para calcular la cantidad real de cada lipido que se va a poner en una formulacién de NPL, se
determina primero la cantidad molar del lipido catiénico basandose en una razén N/P deseada, donde N
es el numero de atomos de nitrégeno en el lipido catidnico y P es el nUmero de grupos fosfato en el
ARNmM que va a ser transportado por la NPL. A continuacion, se calcula la cantidad molar de cada uno de
los otros lipidos en funcién de la cantidad molar del lipido catiénico y de la raz6n molar seleccionada.
Estas cantidades molares se convierten en pesos utilizando el peso molecular de cada lipido.

F. Tampon y otros componentes

Para estabilizar el acido nucleico y/o las NPL (p. €j., para prolongar la vida util del producto de la
vacuna), para facilitar la administracion de la composicion farmacéutica de la NPL, y/o para mejorar la
expresion in vivo del acido nucleico, el acido nucleico y/o la NPL pueden formularse combinados con uno
0 mas portadores, ligandos de direccionamiento, reactivos estabilizadores (p. ej., conservantes y
antioxidantes), y/u otros excipientes farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de tales excipientes
son parabenos, timerosal, tiomersal, clorobutanol, cloruro de benzalconio y quelantes (p. €j., EDTA).

Las composiciones de NPL de la presente divulgacion pueden proporcionarse en forma liquida
congelada o en forma liofilizada. Se puede utilizar una variedad de crioprotectores, incluyendo, sin
limitacion, sacarosa, trehalosa, glucosa, manitol, manosa, dextrosa, y similares. El crioprotector puede
constituir 5-30% (p/v) de la composicion de NPL. En algunas realizaciones, la composicion de NPL
comprende trehalosa, p. €j., al 5-30% (p. ej., 10%) (p/v). Una vez formuladas con el crioprotector, las
composiciones de NPL pueden ser congeladas (o liofilizadas y criopreservadas) de -20 °C a -80 °C.

Las composiciones de NPL pueden suministrarse a un paciente en una solucién acuosa

tamponada, descongelada si se ha congelado previamente, o si se ha liofilizado previamente,
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reconstituida en una soluciébn acuosa tamponada junto a la cama. La solucion tamponada puede ser
isoténica y adecuada, p. €j., para la inyeccion intramuscular o intradérmica. En algunas realizaciones, la
soluciéon tamponada es una solucion salina tamponada con fosfato (PBS).
VI. Procedimientos de fabricacién de vacunas de NPL

Las presentes NPL pueden prepararse mediante diversas técnicas. Por ejemplo, las vesiculas
multilamelares (VML) pueden prepararse segln técnicas convencionales, tal como depositando un lipido
seleccionado en la pared interior de un recipiente o contenedor adecuado, disolviendo el lipido en un
disolvente apropiado y evaporando después el disolvente para dejar una pelicula fina en el interior del
recipiente o mediante secado por pulverizacion. A continuacion, se puede afiadir una fase acuosa al
recipiente con un movimiento de vértice que da lugar a la formacién de VML. Después, pueden formarse
vesiculas unilamelares (VUL) mediante homogeneizacion, sonicacion o extrusion de las vesiculas
multilamelares. Ademas, se pueden formar vesiculas unilamelares mediante técnicas de eliminacién de
detergentes.

En las Publicaciones de Estados Unidos Num. 2011/0244026, US 2016/0038432, US
2018/0153822, US 2018/0125989 y US 2021/0046192 se describen varios métodos que pueden utilizarse
para fabricar vacunas de NPL. Un procedimiento ilustrativo implica encapsular ARNm mezclandolo con
una mezcla de lipidos, sin preformar los lipidos en nanoparticulas lipidicas, como se describe en la
Publicacién de Estados Unidos Num. US 2016/0038432. Otro procedimiento ilustrativo implica encapsular
ARNmM mezclando NPL preformadas con ARNm, como se describe en la Publicacién de Estados Unidos
Nam. US 2018/0153822.

En algunas realizaciones, el procedimiento de preparacion de las NPL cargadas con ARNm
incluye una etapa de calentamiento de una o mas de las soluciones a una temperatura superior a la
temperatura ambiente, siendo las una o0 mas soluciones la solucién que comprende las nanoparticulas
lipidicas preformadas, la solucién que comprende el ARNm y la solucién mezclada que comprende el
ARNmM encapsulado en la NPL. En algunas realizaciones, el procedimiento incluye la etapa de calentar
una o ambas soluciones de ARNm y la solucion de NPL preformada antes de la etapa de mezclado. En
algunas realizaciones, el procedimiento incluye calentar una o0 mas de las soluciones que comprenden las
NPL preformadas, la solucion que comprende el ARNm y la solucion que comprende el ARNm
encapsulado en NPL durante la etapa de mezclado. En algunas realizaciones, el procedimiento incluye la
etapa de calentar el ARNm encapsulado en NPL después de la etapa de mezclado. En algunas
realizaciones, la temperatura a la que se calientan las una o mas soluciones es o es mayor que
aproximadamente 30°C, 37°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C o 70°C. En algunas realizaciones, la
temperatura a la que se calientan las una o mas soluciones oscila entre aproximadamente 25-70°C,
aproximadamente 30-70°C, aproximadamente 35-70°C, aproximadamente 40-70°C, aproximadamente
45-70°C, aproximadamente 50-70°C, o aproximadamente 60-70°C. En algunas realizaciones, la
temperatura es de aproximadamente 65°C.

Pueden utilizarse varios métodos para preparar una solucion de ARNm adecuada para la

presente divulgacion. En algunas realizaciones, el ARNm puede disolverse directamente en una solucién
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tampon descrita en el presente documento. En algunas realizaciones, una solucion de ARNm puede
generarse mezclando una solucion de partida de ARNm con una soluciéon tampén antes de mezclarla con
una solucion lipidica para la encapsulaciéon. En algunas realizaciones, una solucion de ARNm puede
generarse mezclando una solucion de partida de ARNm con una solucion tampon inmediatamente antes
de mezclarla con una solucion lipidica para su encapsulacion. En algunas realizaciones, una solucién de
partida de ARNm adecuada puede contener ARNm en agua o0 en un tampon a una concentracion igual o
superior a aproximadamente 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.2
mg/ml, 1.4 mg/ml, 1.5 mg/ml o 1.6 mg/ml, 2.0 mg/ml, 2.5 mg/ml, 3.0 mg/ml, 3.5 mg/ml, 4.0 mg/ml, 4.5
mg/ml 0 5.0 mg/ml.

En algunas realizaciones, una solucion de partida de ARNm se mezcla con una solucién tampén
utilizando una bomba. Las bombas ilustrativas incluyen, pero sin limitarse a, bombas de engranajes,
bombas peristalticas y bombas centrifugas. Tipicamente, la solucion tampén se mezcla a una velocidad
mayor que la de la solucidn de partida de ARNm. Por ejemplo, la solucién tampon puede mezclarse a una
velocidad de al menos 1x, 2x, 3x, 4%, 5%, 6Xx, 7x, 8x, 9x, 10x, 15x o 20x mayor que la velocidad de la
solucién de partida de ARNm. En algunas realizaciones, una solucion tampén se mezcla a una velocidad
de flujo que oscila entre aproximadamente 100-6000 ml/minuto (p. ej., aproximadamente 100-300
ml/minuto, 300-600 ml/minuto, 600-1200 ml/minuto, 1200-2400 ml/minuto, 2400-3600 ml/minuto, 3600-
4800 ml/minuto, 4800-6000 ml/minuto, o 60-420 ml/minuto). En algunas realizaciones, una solucion
tampén se mezcla a una velocidad de flujo de, o mayor que, aproximadamente 60 ml/minuto, 100
ml/minuto, 140 ml/minuto, 180 ml/minuto, 220 ml/minuto, 260 ml/minuto, 300 ml/minuto, 340 ml/minuto,
380 ml/minuto, 420 ml/minuto, 480 ml/minuto, 540 ml/minuto, 600 ml/minuto, 1200 ml/minuto, 2400
ml/minuto, 3600 ml/minuto, 4800 ml/minuto, o 6000 ml/minuto.

En algunas realizaciones, una solucién de partida de ARNm se mezcla a una velocidad de flujo
que oscila entre aproximadamente 10-600 ml/minuto (p. ej., aproximadamente 5-50 ml/minuto,
aproximadamente 10-30 ml/minuto, aproximadamente 30-60 ml/minuto, aproximadamente 60-120
ml/minuto,  aproximadamente  120-240 ml/minuto,  aproximadamente = 240-360  ml/minuto,
aproximadamente 360-480 ml/minuto, o aproximadamente 480-600 ml/minuto). En algunas realizaciones,
una solucion de partida de ARNm se mezcla a una velocidad de flujo de o superior a aproximadamente 5
ml/minuto, 10 ml/minuto, 15 ml/minuto, 20 ml/minuto, 25 ml/minuto, 30 ml/minuto, 35 ml/minuto, 40
ml/minuto, 45 ml/minuto, 50 ml/minuto, 60 ml/minuto, 80 ml/minuto, 100 ml/minuto, 200 ml/minuto, 300
ml/minuto, 400 ml/minuto, 500 ml/minuto o 600 ml/minuto.

El procedimiento de incorporacion de un ARNm deseado a una nhanoparticula lipidica se
denomina "carga". Los métodos ilustrativos son descritos por Lasic et al., FEBS Lett. (1992) 312:255-8.
Los acidos nucleicos incorporados a la NPL pueden estar total o parcialmente localizados en el espacio
interior de la nanoparticula lipidica, dentro de la membrana bicapa de la nanoparticula lipidica, o
asociados a la superficie exterior de la membrana de la nanoparticula lipidica. La incorporacién de un
ARNmM a nanoparticulas lipidicas también se denomina en el presente documento "encapsulacion”, en

donde el acido nucleico esta total o sustancialmente contenido en el espacio interior de la nanoparticula
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lipidica.

Las NPL adecuadas pueden fabricarse en varios tamafios. En algunas realizaciones, la
disminucién del tamafio de las nanoparticulas lipidicas se asocia con un suministro mas eficiente de un
ARNmM. La seleccion de un tamafio de NPL adecuado puede tener en cuenta el lugar de la célula o tejido
dianay, en cierta medida, la aplicacion para la que se esta fabricando la nanoparticula lipidica.

Existe una variedad de métodos para medir el tamafio de una poblacion de nanoparticulas
lipidicas. En diversas realizaciones, los métodos del presente documento utilizan Zetasizer Nano ZS
(Malvern Panalytical) para medir el tamafio de las particulas de NPL. En un protocolo, se mezclan 10 pl
de una muestra de NPL con 990 pl de trehalosa al 10%. Esta soluciéon se carga en una cubeta y a
continuacion, se introduce en la maquina Zetasizer. El diametro medio z (nm), o la media de los
cumulantes, se considera el tamafio medio de las NPL en la muestra. La maquina Zetasizer también
puede utilizarse para medir el indice de polidispersidad (PDI) utilizando la dispersién de luz dinamica
(DLS) y el analisis de cumulantes de la funcién de autocorrelacion. El diametro medio de la NPL puede
reducirse mediante sonicacion de la NPL formada. Los ciclos de sonicacion intermitentes pueden
alternarse con la evaluacion de la dispersion de luz cuasi-elastica (QELS) para guiar la sintesis eficiente
de nanoparticulas lipidicas.

En algunas realizaciones, la mayoria de las NPL purificadas, es decir, mas de aproximadamente
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de las NPL, tienen un
tamafio de aproximadamente 70-150 nm (p. ej., aproximadamente 145 nm, aproximadamente 140 nm,
aproximadamente 135 nm, aproximadamente 130 nm, aproximadamente 125 nm, aproximadamente 120
nm, aproximadamente 115 nm, aproximadamente 110 nm, aproximadamente 105 nm, aproximadamente
100 nm, aproximadamente 95 nm, aproximadamente 90 nm, aproximadamente 85 nm, o
aproximadamente 80 nm). En algunas realizaciones, practicamente todas (p. €j., mas de 80% o0 90%) las
nanoparticulas lipidicas purificadas tienen un tamafio de aproximadamente 70-150 nm (p. e€j.,
aproximadamente 145 nm, aproximadamente 140 nm, aproximadamente 135 nm, aproximadamente 130
nm, aproximadamente 125 nm, aproximadamente 120 nm, aproximadamente 115 nm, aproximadamente
110 nm, aproximadamente 105 nm, aproximadamente 100 nm, aproximadamente 95 nm,
aproximadamente 90 nm, aproximadamente 85 nm o aproximadamente 80 nm).

En ciertas realizaciones, la NPL tiene un didmetro medio de 30-200 nm.

En diversas realizaciones, la NPL tiene un didmetro medio de 80-150 nm.

En algunas realizaciones, las NPL de la presente composicion tienen un tamafio medio inferior a
150 nm, inferior a 120 nm, inferior a 100 nm, inferior a 90 nm, inferior a 80 nm, inferior a 70 nm, inferior a
60 nm, inferior a 50 nm, inferior a 30 nm o inferior a 20 nm.

En algunas realizaciones, mas de aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 99% de las NPL de la presente composicién tienen un tamafio que oscila entre
aproximadamente 40-90 nm (p. ej., aproximadamente 45-85 nm, aproximadamente 50-80 nm,
aproximadamente 55-75 nm o aproximadamente 60-70 nm) o aproximadamente 50-70 nm (p. e€j.,

aproximadamente 55-65 nm) son adecuadas para el suministro pulmonar mediante nebulizacion.
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En algunas realizaciones, la dispersidad, o medida de heterogeneidad en el tamafio de las
moléculas (PDI), de las NPL en una composicién farmacéutica proporcionada por la presente divulgacién
es menor que aproximadamente 0.5. En algunas realizaciones, una NPL tiene un PDI de menos de
aproximadamente 0.5, menos de aproximadamente 0.4, menos de aproximadamente 0.3, menos de
aproximadamente 0.28, menos de aproximadamente 0.25, menos de aproximadamente 0.23, menos de
aproximadamente 0.20, menos de aproximadamente 0.18, menos de aproximadamente 0.16, menos de
aproximadamente 0.14, menos de aproximadamente 0.12, menos de aproximadamente 0.10, 0 menos de
aproximadamente 0.08. El PDI puede ser medido por una maquina Zetasizer como se ha descrito
anteriormente.

En algunas realizaciones, mas de aproximadamente 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99% de las NPL purificadas en una composicion farmacéutica proporcionada en el presente
documento encapsulan un ARNm dentro de cada particula individual. En algunas realizaciones,
practicamente todas (p. €j., mas de 80% o 90%) de las nanoparticulas lipidicas purificadas en una
composicién farmacéutica encapsulan un ARNm dentro de cada particula individual. En algunas
realizaciones, una nanoparticula lipidica tiene una eficiencia de encapsulacién de 50% a 99%; o mayor
que aproximadamente 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 98% o0 99%. Tipicamente, las
nanoparticulas lipidicas para su uso en el presente documento tienen una eficiencia de encapsulacion de
al menos 90% (p. €j., al menos 91%, 92%, 93%, 94% o0 95%).

En algunas realizaciones, una NPL tiene una razén N/P de 1 a 10. En algunas realizaciones, una
nanoparticula lipidica tiene una razon N/P superior a 1, aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
0 aproximadamente 8. En ciertas realizaciones, una NPL tipica en el presente documento tiene una razén
N/P de 4.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica segun la presente divulgacion contiene
al menos aproximadamente 0.5 ug, 1 ug, 5 ug, 10 ug, 100 ug, 500 pug o 1000 ug de ARNm encapsulado.
En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica contiene aproximadamente de 0.1 ug a 1000 pg,
al menos aproximadamente 0.5 pg, al menos aproximadamente 0.8 pg, al menos aproximadamente 1 g,
al menos aproximadamente 5 ug, al menos aproximadamente 8 ug, al menos aproximadamente 10 ug, al
menos aproximadamente 50 yg, al menos aproximadamente 100 pg, al menos aproximadamente 500 ug,
0 al menos aproximadamente 1000 ug de ARNm encapsulado.

En algunas realizaciones, el ARNm puede prepararse mediante sintesis quimica o mediante
transcripcion in vitro (TIV) de un molde de ADN. En este procedimiento, un procedimiento de TIV, se
utiliza un molde de ADNc para producir un transcrito de ARNm y el molde de ADN se degrada mediante
una ADNasa. El transcrito se purifica mediante filtracién en profundidad vy filtracién de flujo tangencial
(TFF). El transcrito purificado se modifica adicionalmente afiadiendo una proteccion terminal y una cola, y
el ARN modificado se purifica de nuevo mediante filtracion en profundidad y TFF.

A continuacion, el ARNm se prepara en un tampén acuoso y se mezcla con una solucién anfifila

que contiene los componentes lipidicos de las NPL. Una solucidn anfifila para disolver los cuatro
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componentes lipidicos de las NPL puede ser una solucion de alcohol. En algunas realizaciones, el alcohol
es etanol. El tampdn acuoso puede ser, por ejemplo, un tampén de citrato, fosfato, acetato o succinato y
puede tener un pH de aproximadamente 3.0-7.0, p. €j., aproximadamente 3.5, aproximadamente 4.0,
aproximadamente 4.5, aproximadamente 5.0, aproximadamente 5.5, aproximadamente 6.0 o
aproximadamente 6.5. El tampdn puede contener otros componentes tales como una sal (p. €j., sales de
sodio, potasio y/o calcio). En realizaciones particulares, el tampdn acuoso tiene citrato 1 mM, NaCl 150
mM, pH 4.5.

Un procedimiento ilustrativo, no limitante, para preparar una composicion de ARNm-NPL implica
mezclar una solucién tamponada de ARNm con una solucién de lipidos en etanol de forma homogénea
controlada, donde la razon de lipidos:ARNmM se mantiene durante todo el procedimiento de mezclado. En
este ejemplo ilustrativo, el ARNm se presenta en un tampdn acuoso que contiene acido citrico
monohidratado, citrato trisédico dihidratado y cloruro sddico. La solucion de ARNm se afiade a la solucion
(tampdn de citrato 1 mM, NaCl 150 mM, pH 4.5). La mezcla lipidica de cuatro lipidos (p. €j., un lipido
cationico, un lipido PEGilado, un lipido basado en colesterol y un lipido auxiliar) se disuelve en etanol. La
solucién acuosa de ARNm y la solucién lipidica de etanol se mezclan a una razén en volumen de 4:1 en
un mezclador en "T" con un sistema de bomba casi "sin pulso". La mezcla resultante se somete a
continuacion a una purificacion posterior y a un intercambio de tampdn. El intercambio de tampén puede
realizarse mediante casetes de didlisis o un sistema TFF. La TFF puede utilizarse para concentrar e
intercambiar el tampén de la NPL naciente resultante inmediatamente después de su formacion mediante
el procedimiento con mezcladora en T. El procedimiento de diafiltracion es una operacién continua, que
mantiene el volumen constante mediante la adicién del tampon adecuado al mismo ritmo que fluye el
permeato.

VII. Envasado y uso de la vacuna contra hMPV

Uno o mas antigenos del polipéptido F de hMPV descritos en el presente documento pueden
administrarse a un sujeto como vacuna. Las vacunas contra el hMPV descritas en el presente documento
pueden formularse o envasarse para su administracion parenteral (p. €j., intramuscular, intradérmica o
subcutanea) o nasofaringea (p. €j., intranasal). En diversas realizaciones, las vacunas contra hMPV
pueden formularse o envasarse para su administracion pulmonar. En diversas realizaciones, las vacunas
contra hMPV pueden formularse o envasarse para su administracion intravenosa. Las composiciones de
vacunas pueden estar en forma de una formulacién extemporanea, donde la composicion se liofiliza y se
reconstituye con un tampon fisiolégico (p. €j., PBS) justo antes de su uso. Las composiciones de vacunas
también pueden enviarse y suministrarse en forma de solucion acuosa o soluciéon acuosa congelada y
pueden administrarse directamente a los sujetos sin reconstitucion (después de la descongelacion, si se
ha congelado previamente).

En consecuencia, la presente divulgacion proporciona un articulo de fabricacién, tal como un kit,
que proporciona la vacuna contra hMPV en un solo recipiente o proporciona la vacuna contra hMPV en
un recipiente (p. €j., un primer recipiente) y un tampon fisiolégico para la reconstitucion en otro recipiente

(p- €j., un segundo recipiente). El recipiente o los recipientes pueden contener una dosis de un solo uso o
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una dosis de varios usos. El recipiente o los recipientes pueden ser viales o ampollas de vidrio
pretratados. El articulo de fabricacion puede incluir también instrucciones de uso.

Los métodos de administracion de una vacuna contra hMPV incluyen, pero sin limitarse a, las
vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, intratraqueal,
epidural y oral. La composicion puede administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo, por
infusién o inyeccidn en bolo, por absorcién a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (p. €j.,
mucosa oral, rectal e intestinal, etc.) y puede administrarse junto con otros agentes biolégicamente
activos.

En realizaciones particularmente ilustrativas, la vacuna se administra por via intramuscular (IM)
mediante una inyeccion. La vacuna contra hMPV puede inyectarse en un sujeto en, por ejemplo, su
musculo deltoide en la parte superior del brazo. En tales realizaciones, los inyectables se preparan en
formas convencionales, es decir, como soluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas
para la solucion o suspension en liquido antes de la inyeccion, o como emulsiones. En algunas
realizaciones, las soluciones y suspensiones inyectables se preparan a partir de polvos estériles, polvos
liofilizados o granulos.

Una composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede suministrarse, p. €j., por
via intramuscular, subcutdnea o intravenosa, con una aguja y jeringa estandar, que opcionalmente esta
precargada. Ademas, un dispositivo de suministro tipo pluma (p. €j., un inyector (p. €j., de una o varias
camaras) o una pluma autoinyectora) tiene aplicaciones en el suministro de una composicion
farmacéutica descrita en el presente documento. Tal dispositivo de suministro tipo pluma puede ser
reutilizable o desechable. En algunas realizaciones, la vacuna se proporciona para su uso en inhalacion
y se proporciona en una bomba precargada, un aerosolizador o un inhalador. En ciertas realizaciones, se
puede utilizar una jeringa precargada para la administracion en forma de gotas para suministro intranasal.

Las vacunas contra hMPV pueden administrarse a los sujetos que las necesiten en una cantidad
profilacticamente eficaz, es decir, una cantidad que proporcione suficiente proteccién inmunitaria contra
un patégeno diana durante un periodo de tiempo suficiente (p. €j., un afo, dos afios, cinco afios, diez
afios o toda la vida). La proteccion inmunitaria suficiente puede ser, por ejemplo, la prevencion o el alivio
de los sintomas asociados a las infecciones por el patdgeno. En algunas realizaciones, se administran
multiples dosis (p. €j., dos dosis) de la vacuna (p. €j., se inyectan) a los sujetos que la necesitan para
lograr los efectos profilacticos deseados. Las dosis (p. €j., la primera dosis y la de refuerzo) pueden estar
separadas por un intervalo de al menos, p. €j., 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, un mes, dos meses,
tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio, dos afios, cinco afios o diez afos.

VIII. Composiciones farmacéuticas

Los antigenos del polipéptido de hMPV purificados segin esta divulgacion pueden ser Utiles
como componente de composiciones farmacéuticas, por ejemplo, para su uso como vacuna. Estas
composiciones incluiran tipicamente ARN o un polipeptido de unién y un portador farmacéuticamente
aceptable. Una composicion farmacéutica de la presente divulgacion también puede incluir uno o mas

componentes adicionales, tales como inmunopotenciadores de molécula pequefia (p. €j., agonistas de
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TLR). Una composicién farmacéutica de la presente divulgacion también puede incluir un sistema de
suministro para el ARN, tal como un liposoma, una emulsién de aceite en agua o una microparticula. En
algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una nanoparticula lipidica (NPL). En
ciertas realizaciones, la composicién comprende una molécula de acido nucleico codificante de antigeno
encapsulada dentro de una NPL.

Se proporcionan métodos que comprenden la administracion de un polipéptido de unién a hMPV
a un paciente, en los que el antagonista del polipéptido de unién a hMPV esta contenido en una
composicién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se
formulan con portadores, excipientes y otros agentes adecuados que proporcionan una transferencia,
suministro, tolerancia y similares adecuados. Se puede encontrar una multitud de formulaciones
apropiadas en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos,
pastas, unglentos, jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas que contienen lipidos (catidnicos o0 aniénicos)
(tales como LIPOFECTIN™), productos conjugados de ADN, pastas de absorcién anhidra, emulsiones de
aceite en agua y agua en aceite, emulsiones carbowax (polietilenglicoles de varios pesos moleculares),
geles semisélidos y mezclas semisélidas que contienen carbowax. Véase también Powell et al.
"Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol. 52:238-311.

Se conocen varios sistemas de suministro que pueden utilizarse para administrar las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento, p. €j., encapsulacion en liposomas,
microparticulas, microcapsulas, células recombinantes capaces de expresar los virus mutantes,
endocitosis mediada por receptores (véase, por ejemplo, Wu et al., 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432).
Los métodos de administracion incluyen, pero sin limitarse a, las vias intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, intratraqueal, epidural y oral. La composicién puede
administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo por infusién o inyeccién en bolo, por absorcién a
través de revestimientos epiteliales o0 mucocutaneos (p. ej., mucosa oral, rectal e intestinal, etc.) y puede
administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos.

Una composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede suministrarse por via
subcutanea o intravenosa con una aguja y jeringa estandar (p. €j., una jeringa precargada). Ademas, con
respecto al suministro subcutaneo, un dispositivo de suministro tipo pluma (p. €j., una pluma
autoinyectora) tiene facilmente aplicaciones en el suministro de una composicion farmacéutica descrita
en el presente documento.

Para la administracién directa a los senos paranasales, las composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento pueden administrarse utilizando, p. €j., un microcatéter (p. ej., un
endoscopio y un microcatéter), un aerosolizador, un dispensador de polvo, un nebulizador o un inhalador.
Los métodos incluyen la administracion de un polipéptido de union a hMPV a un sujeto que lo necesite en
una formulacién aerosolizada. Los anticuerpos aerosolizados pueden prepararse como se describe, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos Num. US 8.178.098, incorporada al presente documento como
referencia en su totalidad.
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Las preparaciones inyectables pueden incluir formas de dosificacibn para inyecciones
intravenosas, subcutdneas, intracutaneas e intramusculares, infusiones por goteo, etc. Estas
preparaciones inyectables pueden prepararse por métodos conocidos. Por ejemplo, las preparaciones
inyectables pueden prepararse, p. ej., disolviendo, suspendiendo o emulsionando el anticuerpo o su sal
descritos anteriormente en un medio acuoso estéril o un medio oleoso utilizado convencionalmente para
las inyectables. Como medio acuoso para inyectables, existen, por ejemplo, la solucién salina fisioldgica,
una solucion isoténica que contiene glucosa y otros agentes auxiliares, etc., que pueden utilizarse
combinados con un agente solubilizante apropiado, tal como un alcohol (p. €j., etanol), un polialcohol (p.
ej., propilenglicol, polietilenglicol), un tensioactivo no iénico (p. e€j., polisorbato 80, HCO-50 [aducto de
polioxietileno (50 moles) de aceite de ricino hidrogenado]), etc. Como medio oleoso, se emplean, p. €j.,
aceite de sésamo, aceite de soja, etc., que pueden utilizarse combinados con un agente solubilizante tal
como benzoato de bencilo, alcohol bencilico, etc. El inyectable asi preparado se carga tipicamente en
una ampolla adecuada.

Ventajosamente, las composiciones farmacéuticas para uso oral o parenteral descritas
anteriormente se preparan en formas de dosificacion en una dosis unitaria adecuada para ajustar una
dosis de los ingredientes activos. Tales formas de dosificacion en una dosis unitaria incluyen, por
ejemplo, comprimidos, pildoras, cipsulas, inyectables (ampollas), supositorios, etc.

IX. Métodos de vacunacion

La vacuna contra el hMPV divulgada en el presente documento puede administrarse a un sujeto
para inducir una respuesta inmunitaria dirigida contra la proteina F de hMPV, en donde el titulo de
anticuerpos antiantigeno en el sujeto aumenta tras la vacunacion con relacion al titulo de anticuerpos
antiantigeno en un sujeto que no se vacuna con la vacuna contra el hMPV divulgada en el presente
documento, o con relacién a una vacuna alternativa contra el hMPV. Un "anticuerpo antiantigeno" es un
anticuerpo sérico que se une especificamente al antigeno.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para provocar una respuesta inmunitaria al
hMPV o para proteger a un sujeto contra la infeccion por hMPV que comprende la administracion de la
vacuna contra hMPV descrita en el presente documento a un sujeto. La divulgacion también proporciona
una vacuna contra hMPV descrita en el presente documento para su uso en la obtencion de una
respuesta inmunitaria contra hMPV o en la protecciéon de un sujeto contra la infeccion por hMPV. La
divulgacién también proporciona un ARNm de hMPV descrito en el presente documento para su uso en la
fabricacion de una vacuna para provocar una respuesta inmunitaria al hMPV o para proteger a un sujeto
contra la infeccién por hMPV.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una concentracion sérica de anticuerpos neutralizantes
contra el hMPV comparable tras la administracion de la vacuna contra hMPV, con relacién a un sujeto al
gue se le administra una vacuna proteica contra hMPV que se coadministra junto con un adyuvante.

En ciertas realizaciones, la vacuna contra hMPV aumenta la concentracion sérica de anticuerpos
con especificidad de unién al sitio @ de la proteina F de hMPV.

En ciertas realizaciones, la vacuna contra hMPV aumenta la concentracion sérica de anticuerpos
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con especificidad de unién al sitio V de la proteina F de hMPV.

En ciertas realizaciones, la vacuna contra el hMPV aumenta la concentracion sérica de
anticuerpos neutralizantes en un sujeto con inmunidad preexistente al hMPV.

Para que esta invencién pueda entenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos
ejemplos son solo para fines de ilustracién y no deben interpretarse como una limitacion del alcance de la
invencién de ninguna manera.

EJEMPLOS

La descripcion anterior de las realizaciones especificas revelara tan completamente la naturaleza
general de la divulgacioén que otros pueden, aplicando conocimientos dentro de la habilidad de la técnica,
modificar y/o adaptar facilmente para varias aplicaciones tales realizaciones especificas, sin
experimentacion indebida, sin apartarse del concepto general de la presente divulgacion. Por lo tanto,
tales adaptaciones y modificaciones estan destinadas a estar dentro del significado y el rango de
equivalencias de las realizaciones divulgadas, basadas en la ensefianza y la orientacion presentadas en
el presente documento. Debe entenderse que la fraseologia o la terminologia que se utilizan en el
presente documento es a efectos de descripcion y no de limitaciéon, de modo que la terminologia o la
fraseologia de la presente memoria descriptiva deben ser interpretadas por el experto en la técnica a la
luz de las ensefianzas y la orientacion.

Ejemplo 1: Generacién de las construcciones de antigenos de la glicoproteina F de hMPV estabilizadas

antes de la fusién

Para mejorar la estabilidad de la conformacion de prefusion, mejorar la purificacion e inducir
titulos més altos de anticuerpos neutralizantes, se disefié un panel de construcciones de antigeno F de
prefusion de hMPV candidatas con mutaciones en el antigeno F de hMPV de tipo salvaje basandose en
el subtipo A2 de Canada designado A2-CAN97-83 (SEQ ID NO: 1).

En la FIG. 1 se muestra una representacion grafica de las consideraciones de disefio para el
panel de construcciones de antigeno F de prefusion de hMPV candidatas para dos construcciones
ilustrativas, D185P (SEQ ID NO: 5) y T160F/N46V (SEQ ID NO: 7). Cada construccion contenia las
siguientes caracteristicas: (1) péptido sefial; (2) mutaciones en el sitio de escision pre-F en el aminoacido
100-101 (QS a RR); (3) eliminacién del dominio transmembrana y de la cola citoplasmica; (4) adicion de
un motivo fibritina (es decir, un dominio foldén); (5) sitio de escision RVH-3C; (6) etiqueta His 8x y
etiquetas Strep II; y (7) conectores adecuados para los puntos (4) a (6) (SEQ ID NO: 3).

A partir de esta cadena principal, se realizdé un analisis in silico para determinar mutaciones de
uno o dos puntos que aumentaran la estabilidad de la conformacién pre-F afiadiendo mutaciones de
cavidad de llenado o mutaciones de estabilidad de interfaz. En total, el panel de antigenos F de prefusién
de hMPV candidatos estaba compuesto por 21 construcciones diferentes, como se muestra en la
columna 1 de la Tabla 1.

Ejemplo 2: Evaluaciéon de la expresion de la proteina para las construcciones de antigeno F de hMPV

estabilizadas antes de la fusién

Se aisl6é la molécula de &cido nucleico de cada una de las construcciones de antigeno F de
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prefusion de hMPV candidatas y se clond en un vector de expresion. La produccién de la expresién
proteica de cada construccion se evalud tras la transfeccién transitoria en mamiferos utilizando células
humanas Expi293F. Veinticuatro horas después de la transfeccién de las construcciones, se recuperaron
los productos lisados celulares o sobrenadantes para su analisis mediante transferencia western.

De los 21 disefios candidatos, se produjeron nueve antigenos proteicos. Sin embargo, sélo cuatro
antigenos proteicos tenian una pureza = 90%, determinada por SDS-PAGE a partir de un cultivo de 1L.
Las caracteristicas de expresion de la proteina para todas las 21 construcciones se muestran en la Tabla
1. Las construcciones que tenian una alta produccion de proteinas y pureza tenian las siguientes
mutaciones: D185P, T160F N46V, K138F y G366F K362F.

Tabla 1 - Caracteristicas de la expresion proteica de las 21 construcciones de antigeno F de
prefusién de hMPV candidatas

Num. ID | Mutaciones simples o dobles 1€ cultivo Pureza por SDS-PAGE
1 D185P Alta >95%
2 G366F_K362Y N/D
3 K126F_E431A N/D
4 D87F_E327F N/D
5 R253F_E327F N/D
6 Y425F _Al116Y Baja >70%
7 Q426F _T119F Baja > 75 %
8 T160F_N46V Alta >95 %
9 K166F_ES51F N/D
10 E327F_R329F N/D
11 R304K_D306W N/D
12 T160F_T49Y N/D
13 K126A N/D
14 K138F Alta >90 %
15 T83F_K75F N/D
16 K362L_DA454E Baja > 75 %
17 E305F N/D
18 A159F Baja > 60 %
19 G366F_K362F Alta >95%

20 G366D Baja >40 %
21 K126F_E431F N/D
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Ejemplo 3: Inmunogenicidad de las construcciones de proteina del antigeno F de hMPV estabilizadas

antes de la fusion en ratones

Las cuatro construcciones de antigeno F de hMPV candidatas con una pureza de = 90%
descritas en la Tabla 1 fueron posteriormente evaluadas en cuanto a su inmunogenicidad en ratones en
comparacion con la proteina F de hMPV de referencia de una cepa Al.

A grupos de 8 ratones BALB/c (N=8), como se muestra en la Tabla 2, se les administré una dosis
de 0.5 pg de antigeno proteico adyuvado con hidréxido de aluminio (Al(OH)z;) mediante inyeccion
intramuscular (IM) el dia (D) 0 y D21. Se tomaron muestras de sangre de todos los ratones y se extrajo el
suero antes de cada administracion de la vacuna, asi como dos semanas después de la ultima
vacunacién (D35). A continuacién, se utilizd el suero para determinar los titulos de 1gG anti-F de hMPV
circulantes, medidos mediante un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (FIG. 2) y
mediante un ensayo de microneutralizacién de hMPV (FIG. 3) para determinar la actividad neutralizadora
de las respuestas de anticuerpos. Para garantizar que todas las proteinas del grupo post-F estuvieran
realmente en la conformacién post-F, las proteinas se calentaron a 70°C durante 10 minutos antes de su
preparacion para la administracion.

Tabla 2 - Disefio del estudio de la vacuna de antigeno F de hMPV en ratones

Grupo | Niomero de | Antigeno proteico mas | Dosis | Administracién Fundamento
ratones adyuvante (alumbre) (Hg)

1 8 hMPV A2-F D185P 0.5 50 ul por pata (100 ul | Construccién
en total) de prueba

2 8 hMPV A2-F T160F_N46V 0.5 50 pl por pata (100 ul | Construccion
en total) de prueba

3 8 hMPV A2-F K138F 0.5 50 pl por pata (100 ul | Construccion
en total) de prueba

4 8 hMPV A2-F G366F K362F | 0.5 50 pl por pata (100 ul | Construccién
en total) de prueba

5 8 hMPV Al pre-F lote 1 0.5 50 pl por pata (100 ul | Referencia Al
en total) pre-F

6 8 hMPV Al pre-F lote 2 0.5 50 pl por pata (100 yl | Referencia Al
en total) pre-F

7 8 hMPV Al post-F (tratado | 0.5 50 pl por pata (100 yl | Referencia Al

térmicamente) en total) post-F

8 8 hMPV B2 pre-F 0.5 50 pl por pata (100 yl | Referencia B2

en total) pre-F

Los datos muestran que la construccion con la mutacion A2-K138F indujo el mayor titulo de
anticuerpos de unién por ELISA de F de hMPV, seguido de A2-T160F N46V, A2-G366F K362F vy,
finalmente, A2-D185P (FIG. 2). Cuando se evalué por microneutralizacién utilizando un virus hMPV A2-
GFP, A2-T160F _N46V tuvo el titulo de neutralizacién mas alto, seguido de A2-K138F, A2-D185P y A2-
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G366F_K362F (FIG. 3).

Aunque A2-K138F tenia el titulo méas alto de anticuerpos de unién y el segundo titulo mas alto de
anticuerpos neutralizantes, se descubrié que esta construccion formaba agregados en solucién, lo que
indicaba un posible plegamiento incorrecto de la proteina, y por lo tanto se eliminé de la evaluacion
posterior. A2-G366F_K362F también fue eliminado de la evaluacion posterior ya que tenia el segundo
titulo de anticuerpos de unién més bajo y el titulo de anticuerpos neutralizantes mas bajo. Por lo tanto, se
descubrié que A2-D185P y A2-T160F_N46V inducian los anticuerpos de mayor calidad, y se eligieron
para el andlisis analitico avanzado para evaluar la pureza, el tamafio y la estabilidad térmica, como se
describe en el Ejemplo 4.

Ejemplo 4: Caracterizacion fisicoguimica de las construcciones de antigeno F de hMPV estabilizadas

antes de la fusién

Para caracterizar mejor la pureza, el tamafio y la estabilidad térmica de la proteina producida a
partir de las construcciones A2-D185P y A2-T160F_N46V, se realizaron analisis HP-SEC, SEC-HPLC,
SEC-MALS y nanoDSF.

Pureza y tamafio

Los resultados de los analisis HP-SEC, SEC-HPLC y SEC-MALS se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3 - Resumen de las evaluaciones SEC para las construcciones de antigeno F de hMPV

estabilizado pre-fusion y controles.

Al A185P Al Post-F A2 T160F_N46V | A2 D185P
Trimero HP-SEC (%) 98.8 100 94.7 97.1
SEC-HPLC MW (kDa) | 341.4 337.2 384.0 321.7
SEC-MALS MW (KDa) | 224.4 282.5 266.5 224.3

Se determiné el peso molecular (MW) de MALS para el pico del trimero. Las condiciones para la
SEC-HPLC fueron las siguientes: Columna SEC TSK 3000SWxI, tampdn de fosfato (NaH,PO, 0.2M,
Arginina 0.1M, IPA al 1%, pH 6.5), velocidad de flujo 0.5 ml/min. Las condiciones para SEC-MALS fueron
las siguientes: Columna de Proteina BEH de 1.7 uM, 200 A y tamp6n Tris 50 mM a pH 7.5, velocidad de
flujo 0.3 ml/min.

La FIG. 4 muestra los resultados de SEC-MALS para las proteinas Al de referencia, A1-A185P y
Al-post-F, y debajo, los candidatos a antigeno proteico A2, A2-T160F _N46V y A2-D185P. Los datos de
las cuatro proteinas también se resumen en la Tabla 3. Ambas proteinas de referencia A1 muestran 2
98.8% de formacion de trimero y un MW de 224 y 283 kDa para A1-A185P y Al-post-F, respectivamente.
La proteina de las construcciones A2-T160F N46V y A2-D185P estaba compuesta por 97.4% y 97.1% de
trimero con un MW de 267 y 224 kDa, respectivamente.

Estabilidad térmica

Se determinaron las temperaturas de inicio (Tonset) y los puntos de fusién (Tm) de la

desnaturalizacion de las proteinas mediante fluorimetria de barrido diferencial a nanoescala (nanoDSF)



10

15

20

25

30

35

59
en lotes grandes y pequefios de proteinas Al-pre-F y Al-post-F, asi como en los antigenos proteicos
candidatos A2, A2-T160F_N46V y A2-D185P. Las muestras se diluyeron en tampén de formulacion hasta
una concentracién final de 0.5 mg/ml y se cargaron en capilares nanoDSF por duplicado. Todas las
mediciones se realizaron con un dispositivo nanoDSF. La velocidad de calentamiento fue de 1.5 °C por
minuto, de 20°C a 95°C. Los datos se registraron y analizaron utilizando PR.Stability Analysis v1.01.

La FIG. 5 muestra las curvas de fusion de Al-preF (A185P) y A2-postF (n=3), con valores de Tm
de 60.12°C y 86.7°C, respectivamente. Estos datos muestran que nanoDSF pudo diferenciar entre los
antigenos Al pre- y post-fusién, con una diferencia de aproximadamente 27°C en la temperatura de
fusion.

Curiosamente, al comparar las propiedades de termoestabilidad de los antigenos proteicos
candidatos a F de hMPV A2, como se observa en la FIG. 6, se encontré que la proteina derivada de la
construccion A2-T160F _N46V era mas termoestable que la proteina mas minimamente modificada
mediante ingenieria genética producida a partir de la construccién A2-D185P, con un aumento del punto
de fusién de casi 9°C (Tm 70.4°C y 79.3°C, respectivamente).

Ejemplo 5: ARNm que codifica construcciones de antigeno F de hMPV estabilizadas de prefusién

Para determinar si la inmunogenicidad de las construcciones de antigeno F de hMPV podria
mejorarse adicionalmente, se seleccionaron las construcciones A2-D185P y A2-T160F_N46V para
probarlas en una vacuna basada en ARNm. Las secuencias de aminoacidos de las construcciones A2-
D185P y A2-T160F_N46V se exponen en SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 11, respectivamente. Los ORF de
ARNmM para las construcciones A2-D185P y A2-T160F N46V se exponen en SEQ ID NO: 6 y SEQ ID
NO: 8, respectivamente. Los ORF de los ARNm con codones optimizados para las construcciones A2-
D185P y A2-T160F_N46V se establecen en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18, respectivamente.

Los ARNm descritos en el presente documento comprendian un marco de lectura abierto (ORF)
gue codificaba un antigeno proteico F del hMPV, al menos una region no traducida 5' (UTR 5, al menos
una region no traducida 3' (UTR 3'), y al menos una secuencia de poliadenilacion (poli(A)). Los ARNm

comprendian adicionalmente una proteccion terminal 5' con la siguiente estructura:

o
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Las secuencias de &cido nucleico para la UTR 5"y la UTR 3' se citan en SEQ ID NO: 13 y 14,
respectivamente.

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de las construcciones de ARNm del antigeno F de hMPV estabilizadas de

pre-fusién en ratones

La inmunogenicidad relativa de las construcciones A2-D185P y A2-T160F_N46V que expresaban

ARNmM se probé en ratones midiendo los titulos circulantes de anti-F de hMPV antes y después de la
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inyeccién IM con ARNm formulado con una Nanoparticula Lipidica (NPL). Cada ARNm se encapsulé en
una NPL compuesta por 40% de lipido catiénico OF-02, 30% de fosfolipido DOPE, 1.5% de lipido
PEGilado DMGPEG2000 y 28.5% de colesterol. Alternativamente, los lipidos de la NPL pueden citarse en
razones en las que lipido cationico : lipido PEGilado : colesterol : fosfolipido es 40 : 1.5 : 28.5 : 30.

A grupos de ocho ratones BALB/c (N=8) se les administr6 con una dosis de 1 ug mediante
inyeccion IM el DO y el D21. Se tomaron muestras de sangre de todos los ratones y se extrajo suero
antes de cada administracion de la vacuna, asi como dos semanas después de la Ultima vacunacion
(D35). A continuacién, se utilizé el suero para determinar los titulos de IgG anti- F de hMPV circulante,
medidos mediante ELISA (FIG. 7) y mediante el ensayo de microneutralizacion de hMPV (FIG. 8) para
determinar la actividad neutralizante de las respuestas de anticuerpos.

Tanto las construcciones A2-D185P como A2-T160F_N46V que expresaban ARNm indujeron
titulos igualmente altos de anticuerpos de union en todos los puntos de tiempo por ELISA para F de
hMPV (FIG. 7). Cuando se evalu6 mediante microneutralizacion utilizando un virus A2-GFP, ambas
construcciones indujeron titulos de neutralizaciéon igualmente potentes (FIG. 8). Por lo tanto, ambos
antigenos fueron igualmente inmunogénicos cuando se expresaron a través de ARNm-LNP.

Ejemplo 7: Disefo racional de una vacuna multipatdgena de ARNm dirigida al hMPV y al VRS

El VRS y el hMPV son virus respiratorios que causan una amplia morbilidad en la poblacion
humana, sélo superada por el virus de la gripe (Collins et al. 2013, Fields Virology. 6 ed: Lippincott
Williams and Wilkins). A pesar de la carga de la enfermedad, las estrategias vacunales y terapéuticas
para ambos virus siguen siendo limitadas. Dada la homologia sustancial entre las glicoproteinas de
superficie del hMPV y del VRS, asi como la consideracion practica de que la proteccion contra ambos
virus daria lugar a menos inyecciones y simplificaria los calendarios de vacunacién (Lauer et al. 2017,
Clin Vaccine Immunol. 24(1):e00298-16), se disefi6 una vacuna combinada de ARNm que comprendia
las construcciones de antigeno del VRS y del hMPV.

En consecuencia, se coformulé una vacuna combinada que comprendia dos ARNm: (1) la
construccion del antigeno F de VRS, FD3; y (2) la construccion del antigeno F de hMPV, A2-CAN97-83.

La construccion de ARNm de hMPV, asi como las UTR 5' y 3' utilizadas se describen en el
Ejemplo 6.

La construccién de ARNm de VRS utilizada se describe en la Solicitud de Patente Provisional de
Estados Unidos NUm. de Serie 63/276.233, que se incorpora al presente documento como referencia en
su totalidad a todos los efectos.

Ejemplo 8: Inmunogenicidad de la vacuna multipatbgena de ARNm dirigida a hMPV y VRS en ratones

La inmunogenicidad relativa de la vacuna multipatégena de ARNm dirigida al hMPV y al VRS
descrita en el Ejemplo 7 se evalud en ratones midiendo los titulos circulantes anti-FD3 de VRS y anti-F de
hMPV antes y después de la inyeccion IM con ARNm formulado con una nanoparticula lipidica (NPL).
Cada ARNm se encapsulé en una NPL compuesta por 40% de lipido cationico OF-02, 30% de fosfolipido
DOPE, 1.5% de lipido PEGilado DMGPEG2000 y 28.5% de colesterol. Alternativamente, los lipidos de la

NPL pueden citarse como razones en las que lipido catidnico : Lipido PEGilado : colesterol : fosfolipido
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es40:1.5:28.5: 30.

Cinco grupos de ratones BALB/c (N=8) fueron inmunizados mediante inyecciéon IM en DO y D21
segln los siguientes regimenes: (1) Grupo 1 - se administré una dosis de 1 uyg de ARNm de VRS
formulado con NPL cOrn-EE1 en 50 pl de volumen total administrado en la extremidad posterior derecha;
(2) Grupo 2 - se administro una dosis de 1 ug de ARNm de hMPV formulado con NPL cOrn-EE1 en 50 pl
de volumen total administrado en la extremidad posterior derecha; (3) Grupo 3 - se administré una
coformulacién que contenia 1 pug de VRS y 1 ug de ARNm de hMPV en una Unica NPL cOrn-EE1 en un
volumen total de 100 pl, suministrando 50 ul a cada extremidad trasera; (4) Grupo 4 - se administré 1 ug
de nanoparticula de proteina pre-F de VRS adyuvada con Alumbre en 50 pL de volumen total
administrado a la extremidad posterior derecha como control de inmunogenicidad de VRS; y (5) Grupo 5 -
se administré 1 ug de pre-F de hMPV adyuvado con Alumbre en 50 L de volumen total administrado a la
extremidad posterior derecha como control de inmunogenicidad de hMPV.

Se tomaron muertas de sangre de todos los ratones antes de cada administracion de la vacuna,
asi como a las 2 semanas después de la ultima vacunacion (D35), y los sueros D35 se analizaron
mediante ELISA para determinar los titulos circulantes anti-VRS y anti-F de hMPV y mediante ensayos de
microneutralizacion para determinar la actividad neutralizante de las respuestas de anticuerpos contra
VRS y hMPV.

El ARNm de VRS indujo titulos similares mediante ELISA para F de VRS cuando se administré
solo o cuando se coformulé con hMPV (FIG. 9). Del mismo modo, el ARNm de hMPV indujo titulos
similares por ELISA para F de hMPV cuando se administré solo o cuando se coformulé con VRS (FIG.
10). Cuando se evalu6 por microneutralizacion utilizando un virus VRS A2-GFP, se indujeron titulos de
neutralizacion igualmente potentes por el ARNm de VRS suministrado solo o combinado con hMPV (FIG.
11). Cuando se evalud la microneutralizacién utilizando un virus hMPV A2-GFP, se indujeron titulos de
neutralizacién igualmente potentes con el ARNm de hMPV suministrado solo o combinado con VRS (FIG.
12). Por lo tanto, la inmunizacién con una coformulacion ARNm de VRS y hMPV suministrada como una
Unica NPL es similarmente inmunogénica a cualquiera de los dos antigenos suministrados solos.

Ejemplo 9: Andlisis de la unién antigeno-anticuerpo del polipéptido F de hMPV

La unidn de los anticuerpos a las construcciones de F de hMPV se prob6 en Octet. Todas las
muestras y los anticuerpos se diluyeron en tampdn cinético (tampén ForteBio Kinetic dilucién 1X + PBS) a
concentraciones finales de 5 pg/mL y 1 pug/mL, respectivamente. Los anticuerpos se cargaron en los
biosensores de proteina A y la unién de todos los antigenos se probd con las siguientes condiciones:
base de referencia inicial (120 s), carga de anticuerpo (180 s), segunda base de referencia (120 s),
asociacion del antigeno (180 s), disociacion del antigeno (120 s). Los resultados de la union se
analizaron con el soporte logico ForteBio Data Analysis 12.0.

La Tabla 4 muestra que A2-T160F_N46V y A2-D185P tenian los patrones de unién esperados
para los mAb MPES, 101F, 338 y DS7.
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Tabla 4 - Caracteristicas de unién de las construcciones antigénicas de F de hMPV

Anticuerpo Sitio Al pre-F Al post-F* A2 pre-F A2 pre-F
(A185P) (D185P) (T160F/N46V)

MPES 1 + - + +

101F v + + + +

338 I + + + +

DS7 I + (baja) + + (baja) + (baja)

Ejemplo 10: Expresiéon del antigeno F de hMPV

Células HEK?293 - 0.3 millones de células/pocillo

A continuacion, las células HELA se sembraron en placas de 6 pocillos a 0.3 millones de
células/pocillo en 2 mL de DMEM + FBS al 10%. Las células se transfectaron al dia siguiente con
construcciones de ARNm de hMPV de 1 pg/pocillo con lipofectamina 2000. Las células se cosecharon al
dia siguiente y se lisaron en 500 pl por pocillo de RIPA +1x HALT + Omnicleave al 0.2%. Los productos
lisados se incubaron en hielo durante 10 minutos. Se combinaron 15 pL de Producto lisado con 5 pL de
tampdn de muestra NUPAGE LDS.

Las muestras se sometieron a SDS-PAGE de gradiente 8-16% a 185 V durante 75 minutos. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Los transferencias se bloquearon con
tampon de bloqueo sin proteinas Intercept durante 1 hora a temperatura ambiente. Las transferencias se
tiferon con el anticuerpo primario, Anti-F de hMPV de Ratén (hMPV24) NBP2-50505 (Novus), en tampén
de bloqueo sin proteinas Intercept durante una noche a 4°C. Las transferencias se lavaron con TBST 3x5
minutos. Las transferencias se tifieron con el anticuerpo secundario anti-800 de raton de burro en tampén
de bloqueo Intercept durante 1 hora a temperatura ambiente. Las transferencias se lavaron con TBST
4x5 minutos, y a continuacion, se escanearon en Licor Odyssey.

Los resultados se muestran en la FIG. 13. D185P mostré una expresion robusta cerca del peso
molecular esperado de 60kDa. T160F_N46V mostré una expresion proteica, pero la sefial fue
significativamente menor que D185P.

Células HSKM

Los ARNm se transfectaron a células de musculo esquelético humano (HSKM) en placas de 24
pocillos. Tras 24 horas, se utilizé la citometria de flujo para medir la expresién del epitopo. Nimero de
células/pocillo = 100k. Tras 24 horas de transfeccion, los pocillos se lavaron con PBS y se afiadio tripsina
(0.25%) para desprender las células. Las células se distribuyeron en placas de 96 pocillos para la
citometria de flujo y se trataron para la tincion intracelular (Cytoperm) antes de afiadir los anticuerpos. El
anticuerpo secundario fue anti-lgG Humana de Cabra (Jackson Immuno Research - Nim. Cat. 109-115-
098).

Los niveles de expresién del D185P de hMPV MNR fueron similares a los de CAN97-83 de hMPV
MNR. T160F_N46V de hMPV MNR mostré mayores niveles de expresion para todos los epitopos.
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Ejemplo 11: Inmunogenicidad de las construcciones proteicas del antigeno F de hMPV pre- y post-

estabilizadas en un sistema MIMIC

Introduccion:

El sistema MIMIC© (Modular Immune In vitro Construct) puede estimular respuestas inmunitarias
innatas y adaptativas in vitro que se producen en el sitio de vacunacién/infeccién in vivo. Williams et al.
(2015) Sanofi Pasteur Poster, "In vitro differentiation of class-switched YF specific antibody secreting cells
from naive B cells". El uso del sistema MIMIC puede recapitular algunos aspectos exclusivos de la
fisiologia humana, p. €j., los haplotipos HLA, la edad, el estado autoinmunitario y el sexo,
complementando asi los estudios de inmunogenicidad realizados en modelos animales. Higbee et al.
(2009) ATLA 37: 19-27.

Para ello, se probaron construcciones proteicas de antigeno F pre- y post-hMPV en un sistema
MIMIC para evaluar la calidad de la respuesta inmunogénica con relacion a los controles. Los grupos de
control incluyeron: control sin tratar (sin antigeno sin células musculares esqueléticas humanas (sin
HSK)), antigeno de referencia - proteina pre-F de VRS fusionada a nanoparticulas de ferritina (pre-F NP)
y vacuna contra la polio (IPOL).

Material y métodos

Brevemente, se cosecharon PBMC mediante un kit de separacion de cuentas magnéticas de 22
donantes de sangre humanos diferentes. Se afiadieron células dendriticas humanas (CD) y células B
seleccionadas de las mismas y se cocultivaron con células musculares esqueléticas humanas (HSKMC) y
se estimularon con la proteina del antigeno pre-F de hMPV (a 100 ng/ml o 500 ng/ml) o con la proteina
del antigeno post-F de hMPV (100 ng/ml). Para las respuestas de las células B, después de 14 dias de
cocultivo, se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para determinar la especificidad y la funciéon
de los anticuerpos.

Resultados:

La FIG. 15 muestra la configuracién MIMIC. Se observaron niveles similares de expresion para
T160F_N46V y D185P a dosis de 75 ng/ml y 375 ng/ml para el epitopo pre-F/post-F compartido (FIG. 14,
paneles A-C). Para confirmar la activacion de los cocultivos MIMIC, se utilizaron como controles positivos
la vacuna antipoliomielitica previamente analizada (IPOL) y el antigeno (pre-F de VRS-NP). Como se
muestra en la FIG. 16, paneles A-C, el tratamiento con IPOL a una dilucién de 1:50 provocd una
respuesta de anticuerpos a tres cepas de polio (Polio 1, 2 y 3) con respecto al control no tratado. Del
mismo modo, el tratamiento con 50 ng/ml de pre-F de VRS NP del cocultivo provocd una respuesta de
anticuerpos especificos IgG tanto contra pre-F de VRS (FIG. 17, panel A) como contra post-F VRS (FIG.
17, panel B). Adicionalmente, estos anticuerpos también fueron funcionales segun se midié en un ensayo
de neutralizacion de VRS (FIG. 17, panel C).

Las proteinas pre-F y post-F de hMPV mostraron altas respuestas de anticuerpos pre-F y post-F
(FIG. 18, paneles Ay B) y altos titulos de anticuerpos neutralizantes (FIG. 19).

Los sobrenadantes de los cocultivos tratados con los grupos experimentales, la proteina del

antigeno pre-F de hMPV o la proteina del antigeno post-F de hMPV provocaron una respuesta robusta de
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anticuerpos IgG tanto al antigeno pre-F de hMPV (FIG. 20, panel A) como post-F de hMPV (FIG. 20,
panel B) con respecto al control sin antigeno. Asimismo, estos anticuerpos fueron funcionales segun se
midid en un ensayo de neutralizacion de hMPV (FIG. 21). Los anticuerpos de los tres grupos de
tratamiento se unieron al antigeno F pre- y post-fusion de hMPV y neutralizaron la infectividad viral
apoyando la nocion de que el hMPV pre- y post-fusidn comparten epitopos neutralizantes.

Otras realizaciones de la divulgacion seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la
consideracion de la memoria descriptiva y de la practica de la divulgacién divulgada en el presente
documento. Se pretende que la memoria descriptiva y los ejemplos se consideren Unicamente como
ilustrativos, siendo el verdadero alcance y espiritu de la divulgacién el indicado por las siguientes
reivindicaciones.

Todas las patentes y publicaciones citadas en el presente documento se incorporan al presente

documento como referencia en su totalidad.
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