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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
“POLIPEPTIDEOS ANTIGENICOS DE VIRUS SINCICIAL RESPIRA-
TORIO”.

[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Provisorio U.S. No. 62.652.199, depositado em 3 de abril de 2018, que
€ incorporado neste documento por referéncia em sua totalidade.
[0002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que
foi submetida eletronicamente em formato ASCII e é aqui incorporada
por referéncia em sua totalidade. A dita cépia ASCII, criada em 27 de
marco de 2019, ¢é denominada 2019-03-27_01121-0031-
OOPCT_SL_ST25.txt e tem 187.354 bytes de tamanho.

[0003] Mesmo com muitos sucessos no campo da vacinologia,
NOVOS avangos Sao hecessarios para proteger os seres humanos contra
muitas doencas infecciosas potencialmente fatais. Muitas vacinas
licenciadas atualmente dependem de tecnologias com décadas de
idade para produzir patdgenos vivos atenuados ou mortos inativados,
que carregam preocupacdes de seguranca inerentes e, em muitos
casos, estimulam apenas respostas imunes fracas e de curta duracao
que exigem a administracdo de doses multiplas. Embora os avancos na
engenharia genética e bioquimica tenham possibilitado o desenvol-
vimento de agentes terapéuticos para desafiar os alvos de doencas,
essas aplicacbes no campo da vacinologia ndo foram totalmente
realizadas. As tecnologias de proteinas recombinantes agora permitem
a concepcéao de antigenos ideais. Aléem disso, as nanoparticulas tém
demonstrado cada vez mais o potencial para a apresentacéo ideal do
antigeno e entrega de farmaco direcionada. Foi demonstrado que as
nanoparticulas com varios antigenos anexados tém maior avidez de
ligacdo fornecida pela exibicdo multivalente de suas cargas
moleculares, e uma capacidade de cruzar barreiras biol6gicas com mais

eficiéncia devido ao seu tamanho nanoscopico. As nanoparticulas de
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ferritina de Helicobacter pylori (H. pylori) fusionadas a proteina
hemaglutinina (HA) do virus influenza permitiram uma estabilidade do
antigeno melhorada e uma imunogenicidade aumentada em modelos
de influenza em camundongos (ver Kanekiyo e outros, Nature 499: 102
a 106 (2013)). Esta proteina de fusdo se auto-montou em uma
nanoparticula octaedricamente simétrica e apresentou 8 picos de HA
trimérica para fornecer uma resposta imune robusta em varios modelos
pré-clinicos quando usada com um adjuvante.

[0004] O virus sincicial respiratorio (VSR) € uma das principais
causas de doencas respiratdrias graves em bebés e uma das principais
causas de doencas respiratorias em idosos. Continua a ser uma
necessidade de vacina ndo atendida, apesar de décadas de pesquisa.
Embora a necessidade de uma vacina seja clara, o desenvolvimento de
uma vacina contra o VSR foi bloqueado na década de 1960, quando um
ensaio clinico usando um virus VSR inativado por formalina tornou a
doenca, apos a infeccdo por VSR, mais grave em bebés. Ver, Hurwitz
(2011) Expert Rev Vaccines 10 (10): 1415 a 1433. Mais recentemente,
0os programas clinicos usando um antigeno F de VSR em sua
conformacéo pés-fusdo ndo conseguiram obter eficacia suficiente em
adultos. Ver, Faloon e outros (2017) JID 216: 1362 a 1370. No entanto,
os antigenos F de VSR estabilizados na conformagéo pré-fusdo podem
produzir uma resposta de neutralizacdo superior a dos antigenos pos-
fusdo que falharam na clinica.

[0005] Aqui, € apresentado um conjunto de novos polipeptideos,
nanoparticulas, composicdes, métodos e usos envolvendo
polipeptideos de VSR. Novos polipeptideos de F do VSR foram gerados,
incluindo polipeptideos nos quais um epitopo do polipeptideo de VSR
gue é compartilhado entre F de VSR pré-fusédo e F de VSR pos-fuséo &
bloqueado, por exemplo, por um N-glicano em um sitio de glicosilacéo

adicionado por uma mutacdo. Também foram gerados polipeptideos
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antigénicos e nanoparticulas compreendendo esses novos
polipeptideos de VSR e ferritina. Os polipeptideos de ferritina
antigénicos compreendendo polipeptideos G do VSR também foram
gerados. Além disso, os polipeptideos antigénicos auto-adjuvantes
compreendendo polipeptideos de VSR e ferritina foram desenvolvidos
em que porcdes imunoestimulatorias, tal como adjuvantes, foram
diretamente ligadas quimicamente ao polipeptideo antigénico. A
conjugacao direta de uma porcdo imunoestimulatéria ao polipeptideo
antigénico permite a co-entrega direcionada da porcéo
imunoestimulatéria e do polipeptideo de VSR em uma Unica entidade
macromolecular, que pode diminuir muito o potencial de toxicidade
sistémica que é temida com vacinas tradicionais que compreendem
antigenos e moléculas imunoestimulatérias, tal como adjuvantes como
moléculas separadas. A co-entrega de por¢des imunoestimulatérias
juntamente com polipeptideos de VSR em uma entidade
macromolecular e sua apresentacdo multivalente também pode reduzir
a dose geral necessaria para obter protecdo, reduzindo encargos e
custos de fabricacéo.

SUMARIO

[0006] E um objetivo desta descricdo fornecer composicdes, Kits,
métodos e usos que podem fornecer uma ou mais das vantagens
discutidas acima, ou pelo menos fornecer ao publico uma escolha util.
Consequentemente, as seguintes modalidades sdo descritas neste
documento.

[0007] A modalidade 1 € um polipeptideo antigénico de VSR
compreendendo um polipeptideo de F de VSR, em que um epitopo do
polipeptideo de VSR, que é compartilhado entre F de VSR pré-fusdo e
F de VSR pos-fuséo, é bloqueado.

[0008] A modalidade 2 € um polipeptideo antigénico de VSR

compreendendo um polipeptideo de F de VSR, em que o polipeptideo
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de F de VSR compreende os residuos de aminoacidos 62 a 69 e 196 a
209 da SEQ ID NO: 26 e uma asparagina correspondendo a posicao
328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26.

[0009] A modalidade 3 é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 2, em que um epitopo do polipeptideo de VSR, que é
compartilhado entre F de VSR pré-fusdo e F de VSR pos-fuséo, €
bloqueado.

[0010] A modalidade 3b é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 1 ou 3, em que o epitopo bloqueado é um epitopo do sitio
antigénico 1 de F de VSR.

[0011] A modalidade 3c é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 1 ou 3 a 3b, em que dois ou mais epitopos compartilhados
entre F de VSR pré-fusdo e F de VSR pés-fusédo sédo bloqueados.
[0012] Modalidade 3d é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 1 ou 3 a 3c, em que dois ou mais epitopos do sitio
antigénico 1 de F de VSR sao bloqueados.

[0013] A modalidade 3e é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 1 ou 3 a 3d, em que um ou mais, ou todos 0s epitopos que
se sobrepdem topologicamente com o epitopo bloqueado também estédo
bloqueados.

[0014] A modalidade 3f € o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 3e, em que o epitopo bloqueado é um epitopo do sitio
antigénico 1 de F de VSR.

[0015] A modalidade 4 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualgquer uma das modalidades anteriores, compreendendo um F de
VSR pré-fuséo.

[0016] A modalidade 5 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, que é reconhecido por um
anticorpo especifico de F de VSR pré-fuséo selecionado a partir de D25
ou AM14.
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[0017] A modalidade 6 € o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 4 ou 5, em que o F de VSR pré-fusdo compreende um
epitopo ndo encontrado no F de VSR pés-fuséao.

[0018] A modalidade 7 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualguer uma das modalidades 1 a 3, compreendendo um F de VSR
pos-fusao.

[0019] A modalidade 8 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades 1 ou 3 a 6, em que 0 epitopo €&
bloqueado com um N-glicano ligado a asparagina.

[0020] A modalidade 9 é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 7, em que a asparagina corresponde a um residuo nao
asparagina em uma sequéncia de F de VSR de ocorréncia natural (SEQ
ID NO: 26), opcionalmente em que o residuo ndo asparagina
corresponde a posicdo 328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26.

[0021] A modalidade 10 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, compreendendo ainda uma
proteina ferritina.

[0022] A modalidade 11 é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 11, em que a ferritina compreende uma mutagdo que
substitui um aminoacido exposto na superficie por uma cisteina.

[0023] A modalidade 12 é um polipeptideo antigénico de VSR
compreendendo um polipeptideo de F de VSR e uma proteina ferritina,
em que a proteina ferritina compreende uma mutacao que substitui um
aminoacido exposto na superficie por uma cisteina.

[0024] A modalidade 13 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades 11 a 12, em que a ferritina compreende
uma ou mais mutacbes E12C, S26C, S72C, A75C, K79C, S100C e
S111C de ferritina de H. pylori ou uma ou mais mutacbes
correspondentes em uma ferritina ndo de H. pylori determinadas por

alinhamento de pares ou estrutural.
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[0025] A modalidade 14 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades 10 a 13, compreendendo uma ou mais
por¢cdes imunoestimulatorias ligadas a ferritina por meio de um
aminoacido exposto na superficie, opcionalmente em que o aminoacido
exposto na superficie € uma cisteina resultante de uma mutacéo.
[0026] A modalidade 15 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualgquer uma das modalidades 10 a 14, em que a ferritina compreende
uma mutacdo que substitui uma asparagina exposta na superficie por
um aminoacido ndo asparagina, opcionalmente em que a asparagina
esta na posicéo 19 da ferritina de H. pylori, ou uma posicdo analoga em
uma ferritina de nao H. pylori, conforme determinado por alinhamento
de pares ou estrutural.

[0027] A modalidade 16 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualguer uma das modalidades 10 a 15, em que a ferritina compreende
uma mutacgao que substitui uma cisteina interna por um aminoacido nao
cisteina, opcionalmente em que a cisteina interna esta na posicao 31 da
ferritina de H. pylori, ou uma posi¢do que corresponde a posicdo 31 da
ferritina de H. pylori, conforme determinado por alinhamento de pares
ou estrutural.

[0028] A modalidade 17 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades 12 a 16, em que o polipeptideo de F de
VSR compreende um epitopo ndo encontrado no F de VSR pdés-fuséo
gue € um epitopo de sitio 0, opcionalmente em que o epitopo de sitio 0
compreende residuos de aminoacido 62 a 69 e 196 a 209 da SEQ ID
NO: 26.

[0029] A modalidade 18 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma asparagina em uma posi¢cao correspondente
a posicao 328 da SEQ ID NO: 26.

[0030] A modalidade 19 é o polipeptideo antigénico de VSR de
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qgualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma asparagina em uma posi¢cao correspondente
a posicao 348 da SEQ ID NO: 26.

[0031] A modalidade 20 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma asparagina em uma posi¢ao correspondente
a posicdo 507 da SEQ ID NO: 26.

[0032] A modalidade 21 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma leucina em uma posicado correspondente a
posicao 498 da lisina da SEQ ID NO: 26.

[0033] A modalidade 22 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qgualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma prolina em uma posi¢cao correspondente a
posicao 217da isoleucina da SEQ ID NO: 26.

[0034] A modalidade 23 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende um aminoacido que ndo a cisteina em uma
posicao correspondente a posicdo 155 da SEQ ID NO: 26 e / ou um
outro aminoacido que ndo a cisteina na posicdo correspondente a
posicédo 290 da SEQ ID NO: 26.

[0035] A Modalidade 24 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, compreendendo uma serina
em uma posicao correspondente a posi¢cdo 155 da SEQ ID NO: 26 e /
Ou uma serina em uma posi¢ao correspondente a posicdo 290 da SEQ
ID NO: 26.

[0036] A modalidade 25 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR carece de um sitio de clivagem pela furina, opcionalmente em

gue um ligante esta presente no lugar do sitio de clivagem pela furina.
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[0037] A modalidade 26 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com os aminoacidos 1 a 478
da SEQ ID NO: 17.

[0038] A Modalidade 27 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades anteriores, em que o polipeptideo de F
de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com a sequéncia de SEQ ID
NO: 17.

[0039] A modalidade 28 é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 20 ou 21, compreendendo os aminoacidos 1 a 478 da SEQ
ID NO: 17.

[0040] A Modalidade 29 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades 1 a 19, em que o polipeptideo de F de
VSR compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com os aminoacidos 1 a 478
da SEQ ID NO: 23.

[0041] A Modalidade 30 é o polipeptideo antigénico de VSR de
gualquer uma das modalidades 1 a 19 ou 23, em que o polipeptideo de
F de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99%, ou 99,5% de identidade com a sequéncia de SEQ
ID NO: 23.

[0042] A modalidade 31 é o polipeptideo antigénico de VSR da
modalidade 23 ou 24, compreendendo os aminoacidos 1 a 478 da SEQ
ID NO: 23.

[0043] A modalidade 32 é o polipeptideo antigénico de VSR de
qualquer uma das modalidades anteriores, compreendendo a
sequéncia de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 a 23.

[0044] A modalidade 32a € o polipeptideo antigénico de VSR da
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reivindicagdo 32, compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 17.
[0045] A modalidade 32b é o polipeptideo antigénico de VSR da
reivindicagao 32, compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO: 23.
[0046] A modalidade 33 € uma particula de ferritina compreendendo
o polipeptideo antigénico de VSR de qualquer uma das modalidades 10
a 32b.

[0047] A modalidade 34 é uma composicdo que compreende o
polipeptideo antigénico de VSR ou particula de ferritina de qualquer uma
das modalidades anteriores e um polipeptideo G de VSR.

[0048] A modalidade 34b é a composi¢cdo da modalidade 34, em
gue a composicdo compreende a particula de ferritina, e a particula de
ferritina compreende o polipeptideo G de VSR, opcionalmente em que
o polipeptideo G de VSR é quimicamente conjugado a particula de
ferritina.

[0049] A modalidade 34c € a composicdo da modalidade 34 ou 34b,
em que o polipeptideo G de VSR nao é glicosilado.

[0050] A modalidade 35 é uma composicdo que compreende o
polipeptideo antigénico de VSR ou particula de ferritina de qualquer uma
das modalidades 1 a 33, ou a composicdo de qualquer uma das
modalidades 34 a 34c, compreendendo ainda um carreador
farmaceuticamente aceitavel.

[0051] A modalidade 36 é o polipeptideo antigénico de VSR,
particula de ferritina ou composicéao de qualquer uma das modalidades
1 a 35 para uso em um método para produzir uma resposta imune ao
VSR ou para proteger um sujeito contra a infeccéo por VSR.

[0052] A Modalidade 37 € um método para produzir uma resposta
imune ao VSR ou proteger um sujeito contra a infeccdo por VSR,
compreendendo administrar qualquer um ou mais polipeptideos
antigénicos de VSR, particula de ferritina ou composicdo de qualquer

uma das modalidades 1 a 36 a um sujeito.
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[0053] A modalidade 38 é o polipeptideo antigénico de VSR,
particula de ferritina, composicdo ou método de qualquer uma das
modalidades 36 a 37, em que o sujeito € um ser humano.

[0054] A modalidade 39 é um acido nucleico que codifica o
polipeptideo antigénico de VSR de qualquer uma das modalidades 1 a
32h, opcionalmente em que o acido nucleico € um mRNA.

[0055] A modalidade 39b é uma composic¢ao ou kit compreendendo
0 acido nucleico da modalidade 39 e um acido nucleico que codifica um
polipeptideo G de VSR, opcionalmente em que um ou ambos os acidos
nucleicos sdo mMRNAs.

[0056] Objetivos e vantagens adicionais serdo apresentados em
parte na descricdo que se segue, e em parte serdo 6bvios a partir da
descricdo, ou podem ser aprendidos pela pratica. Os objetivos e
vantagens serdo realizados e alcancados por meio dos elementos e
combinagdes particularmente apontados nas reivindicagcdes em anexo.
[0057] Deve ser entendido que tanto a descricdo geral anterior
guanto a descricdo detalhada a seguir sdo apenas exemplificativas e
explicativas e ndo sao restritivas das reivindicacoes.

[0058] Os desenhos em anexo, que sao incorporados e constituem
uma parte desta especificacdo, ilustram varias modalidades e,
juntamente com a descricdo, servem para explicar os principios aqui
descritos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0059] As Figuras 1A a 1D mostram uma estrutura de polipeptideo
de VSR Pré-F-NP exemplificativa. (Figura 1A) Diagrama linear que lista
0s numeros dos residuos correspondentes ao N-terminal de cada
segmento. A numeracdo € de acordo com a SEQ ID NO: 26. Os
dominios 1-3 s&o indicados com DI, DIl e DIII, respectivamente, e a
regido A de repeticdo hepta (HRA) e a regido B de repeticao hepta

(HRB) também estdo marcados. A ferritina C-terminal € marcada
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(Nanopatrticula de Ferritina). Os fragmentos F1 e F2 da porcédo F de VSR
estdo marcados abaixo do desenho. A regido entre o fragmento F1 e
F2, onde o fragmento de peptideo 27 (p27), o peptideo de fusado (FP) e
os sitios de clivagem pela furina (sitios de furina) foram deletados e
substituidos por um ligante flexivel para formar construtos F de cadeia
simples, é representada como uma linha e marcada acima do desenho.
As estrelas acima do diagrama indicam as localizagbes aproximadas
dos sitios de glicosilacdo manipulados E328N, S348N e R507N. (Figura
1B) Modelo estrutural da porcéao F de VSR pré-fusao indicando epitopos
neutralizantes chave (Nab) para anticorpos D25, AM14, 101F e
Palivizumab. A regido aproximada de epitopos estruturais pré-fusédo e
pos-fusdo compartilhados € indicada com um triangulo branco. As
localizacdes dos sitios de glicosilacdo modificados exemplificativos
E328N, S348N e R507N sdo marcadas. Os sitios de glicosilacdo
manipulados mapeiam para regides estruturalmente compartilhadas
entre as conformacfes pré-fusdo e pos-fusdo e longe de epitopos
neutralizantes chave reconhecidos por anticorpos tal como D25, AM14,
101F e Palivizumab. Como tal, os construtos contendo esses sitios de
glicano manipulados ainda se ligam aos anticorpos neutralizantes acima
(dados nao mostrados). (Figura 1C) Modelo estrutural da nanoparticula
de proteina F de VSR pré-fusdo (Pré-F-NP) com regiées HRA e HRB
sombreadas mais escuras. Os construtos Pré-F-NP dobrados
resultantes podem formar 24 mondmeros que exibem os epitopos chave
listados na Figura 1B. (Figura 1D) Médias de classe 2D de micrografias
eletrbnicas do construto de VSR Pré-F-NP RF8085 (SEQ ID NO: 1)
mostrando simetria de porcdes de trimero F de VSR na nanoparticula
de ferritina de 24 monomeros.

[0060] A Figura 2 mostra a expressao em pequena escala de varios
construtos de Pré-F-NP expressos em meio condicionado de células

293 conforme medido por Western blot de anticorpo D25. RF8090 é
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SEQ ID NO: 2, que é uma variante de clonagem usada na expressao de
CHO com a mesma sequéncia de RF8085, ou seja, SEQ ID NO: 1.
RF8085 e RF8090 sdo construtos de Pré-F-NP que abrigam as
mutacOes de dissulfeto e de preenchimento de cavidade de DS-CAV
com as dele¢cBes e o ligante de cadeia Unica descrito na Figura 1A
fusionado N-terminalmente a ferritina. RF8100-RF8105 e RF8108-
RF8112 tém as sequéncias de SEQ ID NOs: 3 a 8 e 11 a 14,
respectivamente. scF-pFerr = proteina de fusdo do polipeptideo de F de
VSR e ferritina. As mutacdes que parecem melhorar a expressao do
construto em relagéo ao referencial RF8090 séo indicadas abaixo do
Western blot. Mutacfes notaveis incluem a adi¢do de sitios de glicano
por meio das mutacdes E328N, S348N e R507N e a mutacédo de
capeamento da hélice central I1327P, que aumentou a expressao e a
secrecao da nanoparticula F de VSR no meio condicionado, conforme
medido por Western blot.

[0061] A Figura 3 mostra a expressao de RF8085 (SEQ ID NO: 1;
construto de controle) e RF8106 (SEQ ID NO: 9; compreendendo uma
mutacdo 1217P como em RF8108 e sem a mutacgao dissulfeto (DS) de
DS-CAV1) conforme medido pela analise de Western blot de meios
condicionados a partir da expressdo de 293. Substituir o DS pela
mutacdo de capeamento da hélice central 1217P aumentou
significativamente a expressdo. Substituir o DS pela mutacdo de
capeamento da hélice central ndo afeta a ligacdo do construto aos
anticorpos especificos de pré-fusdo D25 e AM14.

[0062] A Figura 4 mostra os resultados da purificacdo de
cromatografia de exclusdo por tamanho do construto RF8106 (SEQ ID
NO: 9). O volume de retencdo da nanoparticula RF8106 de
aproximadamente 65 ml na coluna SEC preparatéria Superose 6 é
consistente com uma nanoparticula de 24 mondémeros dobrada,

sugerindo que as mutacdes em RF8106 ndo impediram a formacéo de
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nanoparticulas.

[0063] As Figuras 5A a 5B mostram a analise de espalhamento
dindmico de luz (DLS) de RF8106 nao reduzido (5A) e reduzido (5B).
Como a analise SEC, o DLS demonstra que o Pré-F-NP de VSR formou
a nanoparticula dobrada esperada. Os dados reduzidos mostram ainda
gue a particula ndo foi rompida por reducéo, que foi realizada antes da
conjugacéo do adjuvante a cisteina exposta na superficie introduzida na
ferritina por uma mutacéao (ver Figura 6).

[0064] A Figura 6 mostra uma analise em gel de SDS-PAGE corado
com Coomassie de RF8106 com e sem conjugacao com o agonista de
TLR9 CpG. O aumento do deslocamento do gel da nanoparticula tratada
com CpG demonstrou que o adjuvante CpG pode ser adicionado a
nanoparticula F de VSR até aproximadamente 40 a 50% de concluséo.
A conjugacao de CpG ou outras por¢des imunoestimulatorias, tal como
0 agonista de TLR7/8 SM7/8, ndo inibiu a capacidade da particula de se
ligar aos anticorpos especificos pré-fusdo D25 e AM14.

[0065] A Figura 7 mostra Western blot de nanoparticulas
compreendendo F de VSR com (RF8117, SEQ ID NO: 17) e sem
glicanos adicionais (RF8085, SEQ ID NO: 1; e RF8113, SEQ ID NO:
16). RF8113 é como RF8106, mas a cisteina exposta na superficie
S111C (usando numeracdo de residuo de ferritina, ou seja,
correspondendo as posi¢cdes na sequéncia de ferritina de SEQ ID NO:
208) de RF8106 foi substituida por uma cisteina exposta na superficie
K79C (também usando numeracéo de residuo de ferritina) para colocar
o sitio de conjugacdo mais longe da porcdo Pré-F. Como RF8106,
RF8113 retém a expressdo melhorada sobre a molécula de referéncia
RF8085. RF8117 é como RF8113, mas compreende ainda as trés
mutacOes de glicosilacdo identificadas na Figura 2, ou seja, E328N,
S348N e R507N, para melhorar ainda mais a expresséao e bloquear os

epitopos ndo neutralizantes compartilhados entre as conformacdes de
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F pré-fuséo e F pos-fusdo, conforme descrito na Figura 1B.

[0066] A Figura 8 mostra a expressao de construtos F de VSR com
diferentes substituicdes em potenciais sitios de clivagem de protease
similar a tripsina. Foi observado na expressdo da linhagem de células
CHO de RF8090 (mesma sequéncia de proteina que RF8085 com uma
sequéncia de DNA diferente adaptada ao vetor de expressao de CHO)
que o polipeptideo foi cortado entre a por¢cdo F e a porcéo de ferritina,
resultando em expressao reduzida. Pelas massas resultantes da porcao
F, estimou-se que a protedlise poderia estar ocorrendo perto de HRB,
regido de ligacdo da ra-touro do construto Pré-F-NP. Mutacdes de
residuos de lisina e arginina nesta regido (residuos ~ 450 a 550) foram
exploradas para eliminar a potencial protedlise similar a tripsina do
construto. As mutacdes em RF8122 (SEQ ID NO: 18) em relacao a
RF8117 (K498L e K508Q) forneceram expressao melhorada em células
293 e podem reduzir ou eliminar a protedlise em células CHO. Mutac¢bes
alternativas limitaram a expressao.

[0067] As Figuras 9A a B. Expresséo de RF8090, RF8117 e RF8140
em células CHO transfectadas de forma estavel. O rendimento da
expressao de RF8090 (SEQ ID NO: 2) foi observado em niveis baixos.
Mutacdes para substituir o dissulfeto de DS-CAV1 e mutacdes para o
ligante entre a porcéo F e a porcéo de ferritina para eliminar potenciais
sitios de clivagem pela tripsina foram introduzidas como descrito acima
nos construtos RF8117 (SEQ ID NO: 17) e RF8140 (SEQ ID NO: 23),
que foram clonados em células CHO de expressao estavel. (Figura 9A)
A expressao de RF8117 e RF8140 a partir de trés e quatro grupos de
células CHO, respectivamente, em meio condicionado por CHO foi
comparada com os rendimentos de RF8090 em meio condicionado por
CHO por anélise de D25-Western blot. Todos os trés grupos de CHO
para RF8117 e todos os quatro grupos de CHO para RF8140 expressam

para rendimentos mais elevados do que RF8090. (Figura 9B) Expresséao
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de RF8117 em meio condicionado por CHO conforme medida pelo
anticorpo especifico F de pré-fusdo D25 por Octeto. O painel esquerdo
mostra a resposta de RF8140 purificado a partir de meios 293 de
concentragcbes conhecidas representadas graficamente contra a
resposta de ligacdo a D25 em uma ponta de Proteina A fornecendo uma
curva padréo. Os pontos individuais representam as respostas a ligacao
D25 do meio condicionado por CHO RF8117. O painel direito mostra o
rendimento calculado de RF8117 ou RF8140 em meio condicionado por
grupo de CHO com base na resposta de ligagdo a D25. Ambos RF8117
e RF8140 foram expressos no meio conforme medido pela ligacéo a
D25 e AM14, demonstrando que, como as células 293, as células CHO
sao capazes de expressar 0os Pré-F-NPs de uma maneira dobrada que
retém a estrutura do trimero F pré-fuséo.

[0068] As Figuras 10A a B mostram a resposta de anticorpos
neutralizantes para Pré-F-NP RF8117. (Figura 10A) Comparacdo de
titulacdes de neutralizacdo de VSR produzidas por imunizacao de Alta
Dose (1 pg) e Baixa Dose (0,1 pg) de DS-CAV1 (Trimero Pré-F, SEQ ID
NO: 25), Trimero F pos-fusdo (trimero pés-F; SEQ ID NO: 24) ou Pré-
F-NP com glicosilacdo manipulada (Pré-F-NP; RF8117, SEQ ID NO: 17)
foi medida por ensaio com células VERO. Todos os polipeptideos de
VSR foram administrados com o adjuvante AFO3 como aqui descrito.
Por todo o documento, a menos que indicado de outra forma, AF03 foi
administrado com o polipeptideo ou nanoparticula de VSR, mas nao
conjugado a ela. Polipeptideos e doses de VSR sdo marcados abaixo
do eixo x. A andlise estatistica de respostas a altas doses em relagéo a
imunizacdo Pré-F-NP é indicada. (Figura 10B) Comparacdo de
titulacbes de neutralizacdo de VSR produzidas por imunizacdo de Alta
Dose (1 pg) e Baixa Dose (0,1 ug) com DS-CAV1 (Trimero Pre-F), pre-
F-NP sem glicosilacdo manipulada (RF8113, SEQ ID NO: 16) ou Pré-F-
NP com glicosilacdo manipulada (RF8117, SEQ ID NO: 17) conforme
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medido pelo ensaio com células VERO. Todos os polipeptideos de VSR
foram administrados com o adjuvante AF03 (ndo conjugado a qualquer
polipeptideo ou nanoparticula) como aqui descrito. Os polipeptideos e
doses de VSR s&o marcados abaixo do eixo x.

[0069] As Figuras 11A a D mostram a comparagao do anticorpo de
ligacdo ao trimero F pré-fusdo de VSR (DS-CAV1) e anticorpos
neutralizantes de VSR produzidos por imunizagdo com trimero F pos-
fusdo (SEQ ID NO: 24) ou Pré-F-NP (RF8140 SEQ ID NO: 23) em
modelos de camundongos ou primatas nao humanos. (Figura 11A) As
respostas de anticorpos de ligacdo ao trimero F pré-fusdo produzidas
em camundongos a partir da imunizacdo entre F pos-fusdo e Pré-F-NP
(RF8140, SEQ ID NO: 23) sdo comparadas. (Figura 11B) As respostas
de anticorpos neutralizantes produzidas em camundongos a partir da
imunizacdo com F pés-fusdo e Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID NO: 23) sao
mostradas. (Figura 11C) As respostas do anticorpo de ligacao ao
trimero F pré-fusdo produzidas em primatas ndo humanos por Pré-F-NP
com ou sem adjuvante (AFO03, indicado entre parénteses abaixo) sao
comparadas. (Figura 11D) As titulacbes de neutralizacdo de VSR
produzidas por imunizagcdo com Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID NO: 23)
com e sem adjuvante AF03 sdo comparadas. Em camundongos, Pré-F-
NP produz uma resposta de ligacdo a F pré-fusdo e resposta de
neutralizacdo de VSR mais altas em comparacdo com o trimero pos-
fusdo. Em primatas ndo humanos, o Pré-F-NP produz uma potente
resposta de neutralizagao.

[0070] As Figuras 12A a 12B mostram gue os sitios de glicosilacéo
manipulados bloqueiam os epitopos pos-fusdo. (Figura 12A) A resposta
de anticorpo a F pré-fusdo (DS-CAV1) produzida por imunizacdo com
Pré-F-NP sem glicosilacdo manipulada (RF8113) ou Pré-F-NP com
glicosilacdo manipulada (Particula Gly manipulada) em alta dose (1 ug)

e baixa dose (0,1 pg) medida pelo Octeto € mostrada. (Figura 12B) A
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resposta de anticorpo ao trimero pos-fusdo produzida por imunizacao
com Pré-F-NP sem glicosilacdo manipulada (RF8113) ou Pré-F-NP com
glicosilagédo manipulada (RF8117) em alta dose (1 ug) e baixa dose (0,1
Hg) medida por Octet € mostrada. Como acima, todos os polipeptideos
de VSR foram misturados com AF03 durante a imunizagdo. Enquanto
RF8113 e RF8117 produzem respostas robustas de anticorpos para F
pré-fusdo, a resposta de anticorpos a F poés-fusdo produzida por
RF8117 € muito reduzida. Isto é devido ao mapeamento de glicanos
manipulados para os epitopos pré-fusdao e pos-fusdo compartilhados
(Figura 2B).

[0071] As Figuras 13A a C mostram o bloqueio de epitopos néo
neutralizantes por sitios de glicosilacdo manipulados. (Figura 13A)
Comparacao de titulacdes de neutralizacdo de VSR produzidas por
imunizagdo com Pré-F-NP com sitios de glicosilacdo de ocorréncia
natural (“Particula de glicano de ocorréncia natural”’; RF8113, SEQ ID
NO: 16) versus Pré-F NP com sitios de glicosilagdo adicionais
manipulados (“Particula de Glicano+”; RF8117, SEQ ID NO: 17) na dose
de 0,1 ug em estudos com camundongo, conforme medido pelo ensaio
com células VERO. (Figura 13B) Comparacdo de respostas de
anticorpo de ligacdo a trimero F poés-fusdo de VSR produzidas por
imunizagdo com particula de glicano de ocorréncia natural (RF8113,
SEQ ID NO: 16) versus particula de Glicano+ (RF8117, SEQ ID NO: 17)
na dose de 0,1 pg em estudos em camundongo. (Figura 13C) Relacéao
das titulacbes de neutralizacdo medidas para as titulacdes de ligacao
dos painéis A e B demonstrando que os glicanos manipulados nao
reduziram a resposta funcional do anticorpo neutralizante, mas
diminuiram os anticorpos ndo neutralizantes produzidos para o0s
epitopos pré-fuséo / pés-fusdo compartilhados (Figura 1B), melhorando
assim a relagao de anticorpos neutralizantes / de ligagao.

[0072] As Figuras 14A a D mostram a caracterizacdo de peptideo
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de dominio central G de VSR (Gcc) conjugado a nanoparticula de
ferritina. (Figura 14A) Gel de SDS-PAGE corado com Coomassie
mostrando a conjugacéo de clique do dominio central de G de VSR
(SEQ ID NO. 29) com a nanoparticula de ferritina, formando o antigeno
Gce-NP. (Figura 14B) Modelo estrutural de Gcece-NP. (Figura 14C)
Comparacéao de respostas de Gcce-anticorpo de ligacéo produzidas por
imunizacdo com peptideo Gcece isoladamente (peptideo Gee, SEQ ID NO.
29) versus peptideo Gece conjugado a nanoparticulas (Gece-NP) em
estudos em camundongo. Uma resposta representativa a partir de soros
de animais virgens de tratamento € mostrada na caixa branca, enquanto
as respostas da poés-segunda imunizacdo sdo mostradas em caixas
cinza claro e as respostas de pos-terceira imunizacdo sdo mostradas
em caixas cinza escuro. (Figura 14D) Comparacéao de titulacbes de
neutralizacdo de VSR produzidas por imunizacdo com peptideo Gcc
(SEQ ID NO. 29) versus Gce-NP em estudos em camundongo apés a
terceira injecdo, conforme medido por ensaio com células HAE. Os
soros de animais virgens de tratamento e os soros de animais
imunizados com o peptideo Gcce foram agrupados e as titulacfes séo
mostrados como barras.

[0073] As Figuras 15A a C mostram a coadministracéo Pré-F-NP de
VSR (RF8140) e Gce-NP produz uma resposta de neutralizagdo. Os
camundongos foram imunizados com Pré-F-NP  (RF8140)
isoladamente, Gcc-NP  isoladamente ou Pré-F-NP e Gce-NP
combinados na dose de 1 pg por antigeno. Todas as imunizacdes foram
adjuvantadas com AF03 como acima. (Figura 15A) A imunizacdo de
camundongos com RF8140 isoladamente (Pré-F-NP) ou RF8140 e Gcc-
NP (Pré-F-NP + Gce-NP) produziu anticorpos que se ligam ao trimero F
pré-fusdo. (Figura 15B) A imunizacdo de camundongos com Gcc-NP
isoladamente (Gcc-NP) ou RF8140 e Gcece-NP (Pre-F-NO + Gcee-NP)

produziu anticorpos que se ligam ao peptideo Gcc. (Figura 15C) Animais
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imunizados com Pré-F-NP isoladamente, Gce-NP isoladamente ou a
coadministracdo de Pré-F-NP e Gcc-NP produzem uma resposta de
neutralizacao pdés-segunda e pés-terceira imunizacao, conforme medido
por Ensaio de neutralizacdo de HAE. A coadministracdo de Pré-F-NP +
Gce-NP produziu uma resposta de neutralizacdo superior a produzida
pela imunizacdo apenas com Pré-F-NP.

[0074] As Figuras 16A a B mostram que a coadministracao de Pré-
F-NP e Gce-NP nao interfere com a producdo de anticorpos que se
ligam ao trimero F de pré-fusdo ou nanoparticula de Gcce. As titulacdes
de neutralizacdo medidas pelo ensaio de células VERO sensiveis a F
estdo a esquerda na Figura 16A, enquanto as titulacbes de
neutralizacdo medidos pelo ensaio HAE sensiveis a F e G séo
mostradas a direita na Figura 16B. As imunizacbes de animais foram
como na Figura 15. Os polipeptideos de VSR usados na imunizacéo
estdo abaixo do eixo horizontal. As barras pretas representam soros
reunidos a partir dos grupos de imunizacao descritos na Figura 15 e séao
marcados de forma similar. Os soros de animais virgens de tratamento
também sdo mostrados como barras pretas e marcados para
comparacdo. Os soros depletados com o trimero F pré-fusdo estdo em
branco, logo a direita da barra preta correspondente. Os soros
depletados com ectodominio de G estdo em barras listradas
diagonalmente, logo a direita da barra preta correspondente. O soro
depletado com o trimero F pré-fusdo seguido pela deplecdo com o
ectodominio de G estd em uma barra listrada verticalmente. (Figura
16A) As titulacdes de neutralizacédo foram observadas em ensaios com
células VERO para soros a partir de imunizacdo com RF8140 e
coadministracdo de RF8140 + Gcc-NP, mas ndo soros de animais
virgens de tratamento ou soros de imunizagcdo com Gce-NP
isoladamente. A deplecao dos soros a partir dos grupos RF8140 ou

RF8140 + Gce-NP com o trimero F pré-fusdo reduziu as titulagdes de
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neutralizacdo mensuraveis. (Figura 16B) As titulacbes de neutralizagéo
foram observadas em ensaios com células HAE para soros de animais
imunizados com RF8140, Gce-NP ou RF8140 coadministrado com Gec-
NP. Os soros de animais virgens de tratamento nao apresentaram
resposta de neutralizacdo. O soro de animais imunizados com RF8140
que é depletado com o trimero F pré-fusdo tem uma reducédo na
titulacdo de neutralizagdo mensuravel. O soro de animais imunizados
com Gcc-NP que esta depletado com ectodominio de G tem uma
reducdo na titulacdo de neutralizacdo mensuravel. O soro de animais
imunizados com uma coadministracdo de RF8140 e Gcce-NP néo tem
uma titulacdo de neutralizagcdo mensuravel reduzida quando depletado
com o trimero F pré-fusdo isoladamente, mas tem uma titulacdo de
neutralizacdo mensuravel reduzida quando depletado com ambos os
trimeros de F pré-fusdo e ectodominio de G. Juntos, esses dados
sugerem que a coadministracdo com o Pré-F-NP e Gce-NP néo interfere
com as respectivas capacidades dos antigenos para produzir anticorpos
neutralizantes para F ou G pré-fuséo.

[0075] As Figuras 17A a B mostram que adjuvantar RF8117 ou
RF8140 com AFO03, SPA09 ou Alume produz uma resposta de
neutralizagdo superior em camundongos em relacdo ao RF8117 sem
adjuvante. (Figura 17A) As titulacbes de neutralizacdo para soros a
partir de camundongos imunizados com RF8117 sem adjuvante (Sem
Adj), com adjuvante com Alume ou com adjuvante com AF03 sé&o
mostradas conforme medidas pelo ensaio com células VERO. (Figura
17B) As titulacbes de neutralizacdo para soros de camundongos
imunizados com RF8117 sem adjuvante (Sem Adj), RF8117 com
adjuvante SPA09 ou RF8140 com adjuvante AF03 sao mostradas como
medidas pelo ensaio com células VERO. Em todos os casos, tanto para
RF8117 quanto para RF8140, em camundongos virgens de tratamento,

0s grupos com adjuvante produziram um titulacéo de neutralizacdo mais
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alta do que os grupos sem adjuvante.

[0076] As Figuras 18A a B mostram que adjuvantar RF8140 com
AF03 ou SPAOQO9 produz uma resposta de neutralizacdo superior em
primatas ndo humanos (NHPs) em relacdo a imunizacées com RF8140
sem adjuvante. (Figura 18A) As respostas do trimero F de pré-fuséo
medidas em soros de NHP apds imunizacdo com RF8140 sem
adjuvante (Sem Adj), com adjuvante AF03 ou com adjuvante SPA09
(duas doses de SPAQ9 foram usadas, conforme indicado abaixo)
conforme medidas por ELISA. Em todos os pontos no tempo, adjuvantar
com AF03 ou SPAQ09 produz uma resposta de neutralizacdo superior.
(Figura 18B) As titulacdes de neutralizacao para soros a partir de NHPs
imunizados com RF8140 ou sem adjuvante (Sem Adj), com adjuvante
AFO03 ou com adjuvante SPAQ9 (duas doses de SPAQ9 foram usadas,
conforme indicado abaixo) conforme medido pelo ensaio com células
VERO. Em todos os casos, a imunizacdo com RF8140 com adjuvante
produz uma titulagéo de neutralizacdo mais alta do que os grupos sem
adjuvante em todos 0s pontos no tempo.

[0077] As Figuras 19A a B mostram que a conjugacédo de RF8140
com o agonista de TLR7/8 SM7/8 ou o agonista de TLR9 CpG produz
uma titulacdo superior de ligacdo a F pré-fusdo em relacdo ao RF8140
sem adjuvante isoladamente. (Figura 19A) As respostas de ligacéo ao
trimero F de pré-fusdo medidas em soros de camundongos virgens de
tratamento, camundongos imunizados com RF8140 sem adjuvante,
camundongos imunizados com RF8140 conjugado com adjuvante
SM7/8, RF8140 adjuvantado com 130 ng de SM7/8 ou RF8140
adjuvantado com 20 ug de SM7/8 sdo mostradas. RF8140 conjugado
com SM7/8 produz uma titulagcéo de ligacdo ao trimero F pré-fusdo mais
alta do que grupos sem adjuvante ou adjuvantados com SM7/8. (Figura
19B) As respostas de ligacdo ao trimero F de pré-fusdo medidas em

soros de camundongos virgens de tratamento, camundongos

Peticéo 870200122644, de 29/09/2020, pag. 31/315



22/118

imunizados com RF8140 sem adjuvante, camundongos imunizados
com RF8140 conjugado com adjuvante CpG, RF8140 adjuvantado com
680 ng de CpG ou RF8140 adjuvantado com 20 ug de SM7/8 sao
mostradas. RF8140 conjugado com SM7/8 produz uma titulacdo de
ligacdo ao trimero F pré-fusdo mais alta do que grupos sem adjuvante
ou com adjuvante SM7/8.

[0078] As Figuras 20A a G mostram que as vacinas candidatas de
subunidade F produzem anticorpos neutralizantes pré-F direcionados e
uma resposta das células T CD4" Thl no sistema MIMIC. (Figura 20A)
As titulagBes anti-pré-F no sistema MIMIC foram medidas por AF apés
a iniciacdo com cada Ag na concentracdo de equivalente molar de F
com 10 ng / ml de pre-F NP (n = 48 a 49 doadores por grupo). (Figura
20B) As titulacdbes de microneutralizacdo foram medidas e sao
representadas em unidades internacionais / ml (IU / ml). (Figura 20C)
Uma razao entre anti-pré-F e pdés-F > 1 representa um nivel mais alto
de anticorpo pré-ligacéo a F versus anticorpo pds-ligacédo a F, enquanto
um valor de razdo < 1 representa uma resposta Ab maior para pos-
ligacdo a F. (Figura 20D) A producédo de TNFa em células T CD154" /
CD4" ativadas reestimuladas com células alvo carregadas com proteina
F foi medida usando citometria de fluxo, n = 48. A significancia
estatistica foi determinada por comparacao multipla de Tukey-Kramer-
HSD (Figura 20E) A titulacdo de anticorpos pré-existente em individuos
humanos (soroestado) esta fortemente correlacionada com a magnitude
da resposta imune do VSR no sistema MIMIC. O grafico de regressao
linear mostra que a resposta anti-pré-F 1gG no soro de cada doador
versus a resposta anti-pré-F 1gG total foi gerada por software ou
algoritmo e o valor p para o declive comum foi analisado pelo método
estatistico (n = 50). O eixo Y representa os niveis de anti-pré-F IgG
obtidos apoés a iniciacdo com VSR. (Figura 20 F) Como na Figura 20E,

o grafico de regresséo linear mostrando anti-pré-F IgG no soro de cada
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doador versus anti-pré-F 1gG total apos a iniciagdo com candidatos de
vacina de subunidade F (p6s-F em quadrados, pré-F-NP em circulos e
DC-Cavl em losangos). As titulagdes circulantes pré-existentes de anti-
pré-F IgG variaram de 199.800 a 3.037.600.000. Cada ponto representa
o valor de IgG de cada doador individual. (Figura 20G) Comparacgao de
respostas de anticorpos de ligacdo a Gcc produzidas por tratamento
com peptideo Gece isoladamente (peptideo Gcec) versus peptideo Gece
conjugado a nanoparticulas (Gcec-NP) em células B humanas. Um grupo
sem tratamento € mostrado para compara¢do como acima.

[0079] As Figuras 21A a C mostram as titulagbes de anticorpos
neutralizantes produzidas por uma dose baixa (0,5 pg) de
nanoparticulas de ferritina-Gcc de VSR (“Gce-NP”). S&o mostradas as
titulacbes de neutralizacdo de HAE de cepa de VSR A produzidas a
partir da imunizacdo com Gce-NP de VSR contendo a sequéncia de Gee
de VSR A2 (formulada com AF03), de soros colhidos duas semanas
apos a segunda imunizacao (2wp2) (Figura 21A) ou duas semanas apos
a terceira imunizacdo (2wp3) (Figura 21B), com soros virgens de
tratamento e hiperimunes como controles negativos e positivos.
Também é mostrada uma titulacéo de neutralizacdo de HAE de cepa B
de VSR obtida a partir da imunizagdo com Gce-NP de VSR contendo a
sequéncia de Gcc de VSR A2 (formulada com AF03), a partir de soros
colhidos duas semanas ap0s a terceira imunizacédo (2wp3) (Figura 21C).
[0080] As Figuras 22A a B mostram as respostas de anticorpos de
ligacdo ao antigeno da cepa A2 de VSR produzidas por Gce-NP de
VSR. (Figura 22A) Respostas de anticorpos de ligacdo a Gcc
produzidos para a cepa Gcec A2 medidas duas semanas apos a segunda
injecdo (caixas cinza claro) e duas semanas apos a terceira injecao
(caixas cinza escuro) produzidas pela alta dose (5 pg) de Gcee-NP de
VSR. A resposta do soro do camundongo virgem de tratamento é

mostrada como um controle negativo. (Figura 22B) Respostas de
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anticorpos de ligacdo a Gcce produzidos para a cepa Geec A2 medidas
duas semanas ap0s a segunda injecdo (caixas cinza claro) e duas
semanas apos a terceira injecao (caixas cinza escuras) produzidas pela
baixa dose (0,5 pug) de Gee-NP de VSR.

[0081] As Figuras 23A a B mostram as respostas de anticorpos de
ligacdo ao antigeno da cepa Bl de VSR produzidos por Gce-NP de
VSR. (Figura 23A) Respostas de anticorpos de ligagcdo a Gcc
produzidos para a cepa Gecce B1 medidas duas semanas ap0s a segunda
injecdo (caixas cinza claro) e duas semanas apos a terceira injecao
(caixas cinza escuro) produzidas por uma alta dose (5 pg) de Gee-NP
de VSR. A resposta do soro do camundongo virgem de tratamento €
mostrada como um controle negativo. (Figura 23B) Respostas de
anticorpos de ligacédo a Gcce produzidas para a cepa Gee B1 medidas
duas semanas ap0s a segunda injecdo (caixas cinza claro) e duas
semanas apos a terceira injecdo (caixas cinza escuro) produzidas por
uma baixa dose (0,5 pg) de Gee-NP de VSR.

DESCRICAO DETALHADA

[0082] Sédo fornecidos polipeptideos de VSR, que podem ser
antigénicos quando administrados isoladamente, com adjuvante como
uma molécula separada, e / ou como parte de uma nanoparticula (por
exemplo, particula de ferritina ou particula de lumazina sintase), que
podem ser autoadjuvantes. Em algumas modalidades, os polipeptideos
antigénicos de VSR compreendem um polipeptideo de F de VSR e uma
ferritina, e / ou um polipeptideo de F de VSR no qual um epitopo do
polipeptideo de VSR que € compartilhado entre F de VSR pré-fusdo e F
de VSR poés-fuséo é blogueado. Os polipeptideos de F de VSR que
dirigem a producao de anticorpos contra a conformacao de F de VSR
pré-fusdo induziram uma maior resposta de anticorpos in vivo ao F de
VSR de pré-fusdo em comparacao com F de VSR pés-fusdo. Também

sdo descritos neste documento os polipeptideos G de VSR
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compreendendo a totalidade ou parte de G de VSR, e pode ainda
compreender uma ferritina. As proteinas G de VSR e F de VSR séo
essenciais para a ligacéo e fusdo de VSR as células hospedeiras.
[0083] F de VSR existe em dois estados conformacionais, as
conformacdes pré-fusdo e pos-fusdo. Em seu estado nativo pré-fuséo,
F de VSR é um trimero composto por 3 protdmeros. Assim, a
imunizacdo com polipeptideos de F de VSR na conformacao pré-fusao
pode ter propriedades melhoradas. Em algumas modalidades, o
polipeptideo de F de VSR é manipulado para induzir imunidade contra
F de VSR na conformacédo pré-fusdo. G de VSR é uma proteina de
ligacdo responsavel por associar o VSR as células epiteliais das vias
aéreas humanas.

[0084] A. Defini¢cbes

[0085] “Sitio antigénico 0” ou “epitopo do sitio 0”7, tal como aqui
utilizado, refere-se a um sitio localizado no apice do trimero F de VSR
pré-fusdo, compreendendo os residuos de aminoacidos 62 a 69 e 196
a 209 de F de VSR de ocorréncia natural (SEQ ID NO: 26). O epitopo
do sitio 0 € um sitio de ligacdo para anticorpos que tém especificidade
para F de VSR pré-fusdo, tal como D25 e AM14, e a ligacdo de
anticorpos ao epitopo do sitio 0 bloqueia a ligacdo na superficie celular
de VSR (ver McLellan e outros, Science 340 (6136): 1113 a 1117
(2013)).

[0086] “Estabilidade do antigeno”, tal como aqui utilizado, refere-se
a estabilidade do antigeno ao longo do tempo ou em solucgéo.

[0087] “Substituicdes de preenchimento de cavidade”, tal como aqui
utilizado, refere-se a substituicdes hidrofébicas manipuladas para
preencher cavidades presentes no trimero F de VSR pré-fusao.

[0088] “Proteina F” ou “proteina F de VSR’ refere-se a proteina de
VSR responsavel por dirigir a fusdo do envelope viral com a membrana

da célula hospedeira durante a entrada viral.
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[0089] “Polipeptideo F de VSR” ou “polipeptideo de F” refere-se a
um polipeptideo compreendendo pelo menos um epitopo da proteina F.
[0090] “Adicdo de glicano”, tal como aqui utilizado, refere-se a
adicdo de mutacdes que introduzem sitios de glicosilacdo néo presentes
em F de VSR de ocorréncia natural, que podem ser manipulados para
aumentar a expressdo do construto, aumentar a estabilidade do
construto, ou bloquear epitopos compartilhados entre a conformacéo
pré-fusdo e pos-fusdo. Uma proteina modificada compreendendo
adicoes de glicano teria mais glicosilacdo e, portanto, um peso
molecular mais alto. A adicdo de glicano pode reduzir a extensdo em
que um polipeptideo de F de VSR produz anticorpos para a
conformacéo de F de VSR pés-fusao.

[0091] “Proteina G” ou “proteina G de VSR”, como aqui utilizado,
refere-se a proteina de ligacdo responsavel por associar VSR com
células epiteliais das vias aéreas humanas. Uma sequéncia de
aminoacidos de G de VSR de ocorréncia natural exemplificativa é
fornecida como SEQ ID NO: 27. A proteina G de VSR compreende um
ectodominio (aproximadamente aminoacidos 66 a 297 de G de VSR
(SEQ ID NO: 27)) que reside extracelularmente. Dentro do ectodominio
de VSR, G é uma regido central conservada (Gcc ou CCR,
aproximadamente aminoacidos 151 a 193 de SEQ ID NO: 27). O CCR
de G de VSR compreende um motivo CX3C. O motivo CX3C medeia a
ligac&o da proteina G ao receptor CX3CR1.

[0092] “Capeamento de hélice PRO” ou “capeamento de hélice de
prolina”, conforme usado neste documento, refere-se a quando um cap
de hélice compreende uma prolina, que pode estabilizar a formacéo de
hélice.

[0093] “Substituicbes de estabilizacdo intra-protdmero”, tal como
aqui utilizado, descreve substituicées de aminoacidos em F de VSR que

estabilizam a conformacao pré-fusdo estabilizando a interacédo dentro
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de um protébmero do trimero F de VSR.

[0094] “Substituicbes de estabilizacdo inter-protdmero”, tal como
aqui utilizado, descreve substituicdes de aminoacidos em F de VSR que
estabilizam a conformacdo pré-fusdo estabilizando a interacdo dos
protdmeros do trimero F de VSR entre si.

[0095] “Clivagem de protease”, tal como aqui utilizado, refere-se a
protedlise (as vezes também chamada de “corte” na técnica) de
residuos susceptiveis (por exemplo, lisina ou arginina) em uma
sequéncia de polipeptideos.

[0096] “Pbs-fusdo”, tal como aqui utilizado em relagcédo a F de VSR,
refere-se a uma conformacao estavel de F de VSR que ocorre apoés a
fus@o do virus e das membranas celulares.

[0097] “Pré-fusdo”, tal como aqui utilizado em relacédo a F de VSR,
refere-se a uma conformacdo de F de VSR que é adotada antes da
interacéo virus-célula.

[0098] “Protdmero”, tal como aqui utilizado, refere-se a uma unidade
estrutural de uma proteina oligomérica. No caso de F de VSR, uma
unidade individual do trimero F de VSR € um protémero.

[0099] “Ferritina” ou “proteina ferritina”, tal como aqui utilizado,
refere-se a uma proteina com identidade de sequéncia detectavel para
ferritina de H. pylori (SEQ ID NO: 208 ou 209) ou outra ferritina aqui
discutida, tal como ferritina de P. furiosus, ferritina de Trichoplusia ni, ou
ferritina humana, que serve para armazenar ferro, por exemplo,
intracelularmente ou em tecidos ou para transportar ferro na corrente
sanguinea. Tais ferritinas exemplificativas, incluindo aquelas que
ocorrem como duas cadeias de polipeptideos, conhecidas como
cadeias pesadas e leves (por exemplo, ferritina de T. ni e ferritina
humana), séo discutidas em detalhes abaixo. Em algumas modalidades,
uma ferritina compreende uma sequéncia tendo pelo menos 15%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%,
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99% ou 99,5% de identidade com uma sequéncia de ferritina aqui
descrita, por exemplo, na Tabela 1 (Tabela de Sequéncia). Uma ferritina
pode ser um fragmento de uma sequéncia de ocorréncia natural de
comprimento total.

[0100] “Ferritina de ocorréncia natural”’, tal como aqui utilizado,
refere-se a uma ferritina cuja sequéncia consiste de uma sequéncia de
ocorréncia natural. As ferritinas também incluem ferritina de
comprimento total ou um fragmento de ferritina com uma ou mais
diferencas em sua sequéncia de aminoacidos a partir de uma ferritina
de ocorréncia natural.

[0101] Como usado aqui, um “monémero de ferritina” se refere a
uma unica molécula de ferritina (ou, quando aplicavel, uma Unica cadeia
pesada ou leve de ferritina) que néo foi montada com outras moléculas
de ferritina. Um “multimero de ferritina” compreende varios monémeros
de ferritina associados. Uma “proteina ferritina” inclui ferritina monomé-
rica e ferritina multimérica.

[0102] Conforme usado neste documento, “particula de ferritina”
refere-se a ferritina que se auto-montou em uma forma globular. As
particulas de ferritina sdo as vezes chamadas de “nanoparticulas de
ferritina” ou simplesmente “nanoparticulas”. Em algumas modalidades,
uma particula de ferritina compreende 24 monémeros de ferritina (ou,
guando aplicavel, 24 cadeias pesadas e leves totais).

[0103] “Ferritina hibrida”, tal como aqui utilizado, refere-se a ferritina
gue compreende ferritina de H. pylori com uma extensdo amino terminal
da ferritina de ré-touro. Uma sequéncia exemplificativa usada como uma
extensao amino terminal da ferritina de ra-touro aparece como SEQ ID
NO: 217. Na ferritina hibrida, a extensdao amino terminal da ferritina de
ré-touro pode ser fusionada com a ferritina de H. pylori de modo que os
sitios de ligacdo da porcdo imunoestimulatdria sejam distribuidos

uniformemente na superficie da particula de ferritina. “Ligante de ra-
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touro”, conforme usado neste documento, € um ligante que compreende
a sequéncia da SEQ ID NO: 217. A ferritina hibrida também € as vezes
chamada de “bfpFerr” ou “ferritina bfp”. Qualquer um dos construtos que
compreendem uma sequéncia de ra-touro pode ser fornecido sem a
sequéncia de ra-touro, tal como, por exemplo, sem um ligante ou com
um ligante alternativo. Sequéncias de ligante de ra-touro exemplifi-
cativas sao fornecidas na Tabela 1. Onde a Tabela 1 mostra um ligante
de ra-touro, 0 mesmo construto pode ser feito sem um ligante ou com
um ligante alternativo.

[0104] “N-glicano”, tal como aqui utilizado, refere-se a uma cadeia
de sacarideo ligada a uma proteina no nitrogénio da amida de um
residuo N (asparagina) da proteina. Como tal, um N-glicano é formado
pelo processo de N-glicosilacdo. Este glicano pode ser um
polissacarideo.

[0105] “Glicosilagéo”, tal como aqui utilizado, refere-se a adicdo de
uma unidade de sacarideo a uma proteina.

[0106] “‘Resposta imune”, tal como aqui utilizado, refere-se a uma
resposta de uma célula do sistema imunoldgico, tal como uma célula B,
célula T, célula dendritica, macréfago ou polimorfonucledcito, a um
estimulo, tal como um antigeno ou vacina. Uma resposta imune pode
incluir qualquer célula do corpo envolvida em uma resposta de defesa
do hospedeiro, incluindo, por exemplo, uma célula epitelial que secreta
um interferon ou uma citocina. Uma resposta imune inclui, mas néo esta
limitada a, uma resposta imune inata e / ou adaptativa. Tal como aqui
utilizado, uma “resposta imune protetora” refere-se a uma resposta
imune que protege um sujeito de infeccéo (por exemplo, evita a infec¢éo
ou previne o desenvolvimento de doenca associada a infec¢do). Os
métodos de medicdo das respostas imunes sdo bem conhecidos na
técnica e incluem, por exemplo, medir a proliferacéo e / ou atividade de

linfocitos (tal como células B ou T), secrecdo de citocinas ou
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quimiocinas, inflamacédo, producdo de anticorpos e similares. Uma
“resposta de anticorpo” € uma resposta imune na qual anticorpos sao
produzidos.

[0107] Conforme usado neste documento, um “antigeno” se refere
a um agente que produz uma resposta imune e / ou um agente que é
ligado por um receptor de células T (por exemplo, quando apresentado
por uma molécula de MHC) ou a um anticorpo (por exemplo, produzido
por uma célula B) quando exposto ou administrado a um organismo. Em
algumas modalidades, um antigeno produz uma resposta humoral (por
exemplo, incluindo a producdo de anticorpos especificos para o
antigeno) em um organismo. Alternativamente, ou adicionalmente, em
algumas modalidades, um antigeno produz uma resposta celular (por
exemplo, envolvendo células T cujos receptores interagem especifi-
camente com o antigeno) em um organismo. Um antigeno particular
pode produzir uma resposta imune em um ou varios membros de um
organismo alvo (por exemplo, camundongos, coelhos, primatas,
humanos), mas ndo em todos os membros da espécie do organismo
alvo. Em algumas modalidades, um antigeno produz uma resposta
imune em pelo menos cerca de 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% dos membros de uma espécie de organismo alvo.
Em algumas modalidades, um antigeno se liga a um anticorpo e / ou
receptor de células T, e pode ou ndo produzir uma resposta fisiolégica
especifica em um organismo. Em algumas modalidades, por exemplo,
um antigeno pode se ligar a um anticorpo e / ou a um receptor de células
T in vitro, independentemente de tal interagcdo ocorrer in vivo. Em
algumas modalidades, um antigeno reage com o0s produtos da
imunidade humoral ou celular especifica, incluindo aqueles induzidos
por imunogenes heterdlogos. Os antigenos incluem proteinas ferritina

antigénicas compreendendo ferritina (por exemplo, compreendendo
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uma ou mais mutacfes) e um polipeptideo nao ferritina (por exemplo,
polipeptideo de VSR) como aqui descrito.

[0108] Uma “porcdo imunoestimulatéria”, tal como aqui utilizado,
refere-se a uma porcéo que € covalentemente ligada a uma ferritina ou
polipeptideo antigénico de ferritina e que pode ativar um componente
do sistema imunolégico (isoladamente ou quando ligado a ferritina ou
polipeptideo antigénico de ferritina). As por¢cdes imunoestimulatérias
exemplificativas incluem agonistas de receptores do tipo Toll (TLRS), por
exemplo, TLR 4, 7, 8 ou 9. Em algumas modalidades, uma por¢ao
imunoestimulatdria € um adjuvante.

[0109] ‘Adjuvante”, tal como aqui utilizado, refere-se a uma
substancia ou veiculo que aumenta nao especificamente a resposta
imune a um antigeno. Os adjuvantes podem incluir, sem limitacdo, uma
suspensado de minerais (por exemplo, alume, hidroxido de aluminio, ou
fosfato) em que o antigeno é adsorvido; uma emulsédo de agua em 6leo
ou de 6leo em agua em que a solucdo de antigeno é emulsificada em
O0leo mineral ou em &gua (por exemplo, adjuvante incompleto de
Freund). As vezes, micobactérias mortas s&o incluidas (por exemplo,
adjuvante completo de Freund) para aumentar ainda mais a
antigenicidade. Os oligonucleotideos imunoestimuladores (por exemplo,
um motivo CpG) também podem ser usados como adjuvantes (por
exemplo, ver Patentes U.S. Nos. 6.194.388, 6.207.646, 6.214.806,
6.218.371, 6.239.116, 6.339.068, 6.406.705, e 6.429.199). Os
adjuvantes também podem incluir moléculas biologicas, tal como
agonistas do receptor do tipo Toll (TLR) e moléculas coestimulatérias.
Um adjuvante pode ser administrado como uma molécula separada em
uma composicao ou ligado covalentemente (conjugado) a ferritina ou a
um polipeptideo antigénico de ferritina.

[0110] Um “polipeptideo antigénico de VSR” €& usado neste

documento para se referir a um polipeptideo compreendendo toda ou
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parte de uma sequéncia de aminoacidos de VSR de comprimento
suficiente para que a molécula seja antigénica em relacdo ao VSR. A
antigenicidade pode ser uma caracteristica da sequéncia de VSR como
parte de um construto que compreende ainda uma sequéncia
heterdloga, tal como uma ferritina e / ou por¢cédo imunoestimulatéria. Ou
seja, se uma sequéncia de VSR é parte de um construto que
compreende ainda uma sequéncia heteréloga, entdo € suficiente que o
construto possa servir como um antigeno que gera anticorpos anti-VSR,
independentemente de a sequéncia de VSR sem a sequéncia
heterdloga poder fazé-lo.

[0111] “Polipeptideo antigénico de ferritina” e “proteina ferritina
antigénica” sdo usados aqui de forma intercambiavel para se referir a
um polipeptideo que compreende uma ferritina e um polipeptideo néo
ferritina (por exemplo, um polipeptideo de VSR) de comprimento
suficiente para que a molécula seja antigénica em relacdo ao
polipeptideo néo ferritina. O polipeptideo antigénico de ferritina pode
compreender ainda uma por¢do imunoestimulatéria. A antigenicidade
pode ser uma caracteristica da sequéncia de nao ferritina como parte
do construto maior. Ou seja, € suficiente que o construto possa servir
como um antigeno contra 0 polipeptideo nédo ferritina,
independentemente de se o polipeptideo ndo ferritina sem a ferritina (e
porcdo imunoestimulatoria se aplicavel) poderia fazé-lo. Em algumas
modalidades, o polipeptideo néo ferritina € um polipeptideo de VSR,
caso em que o0 polipeptideo antigénico de ferritina também €& um
“polipeptideo antigénico de VSR”. Para ser claro, no entanto, um
polipeptideo antigénico de VSR n&o precisa compreender ferritina.
“Polipeptideo antigénico” é usado neste documento para se referir a um
polipeptideo que € um ou ambos de um polipeptideo antigénico de
ferritina e um polipeptideo antigénico de VSR.

[0112] “Autoadjuvante”, tal como aqui utilizado, refere-se a uma
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composicdo ou polipeptideo compreendendo uma ferritina e uma
porcdo imunoestimulatéria diretamente conjugada com a ferritina, de
modo que a ferritina e a por¢cédo imunoestimulatéria estejam na mesma
entidade molecular. Um polipeptideo antigénico de ferritina compre-
endendo um polipeptideo néo ferritina pode ser conjugado a uma porgao
imunoestimulatoria para gerar um polipeptideo autoadjuvante.

[0113] Um aminoacido “exposto na superficie”, tal como aqui
utilizado, refere-se a um residuo de aminoacido em uma proteina (por
exemplo, uma ferritina) com uma cadeia lateral que pode entrar em
contato com moléculas de solvente quando a proteina estd em sua
conformacéo tridimensional apds a multimerizacéo, se aplicavel. Assim,
por exemplo, no caso da ferritina que forma 24 monémeros, um residuo
de aminoéacido exposto na superficie é aquele cuja cadeia lateral pode
entrar em contato com o solvente quando a ferritina € montada como 24
mondmeros, por exemplo, como uma ferritina multimérica ou particula
de ferritina.

[0114] Conforme usado neste documento, um “sujeito” se refere a
gualgquer membro do reino animal. Em algumas modalidades, “sujeito”
se refere a humanos. Em algumas modalidades, “sujeito” se refere a
animais ndao humanos. Em algumas modalidades, os sujeitos incluem,
mas ndo estdo limitados a, mamiferos, passaros, répteis, anfibios,
peixes, insetos e / ou vermes. Em certas modalidades, o sujeito ndo um
ser humano € um mamifero (por exemplo, um roedor, um camundongo,
um rato, um coelho, um macaco, um cachorro, um gato, uma ovelha,
gado, um primata e / ou um porco). Em algumas modalidades, um
sujeito pode ser um animal transgénico, animal geneticamente
modificado, e / ou um clone. Em certas modalidades da presente
invencdo, o sujeito € um adulto, um adolescente ou uma crianga. Em
algumas modalidades, os termos “individuo” ou “paciente” sdo usados

e se destinam a ser intercambiaveis com “sujeito”.
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[0115] Conforme usado neste documento, o termo “vacinacao” ou
“vacinar’ refere-se a administracdo de uma composicdo destinada a
gerar uma resposta imune, por exemplo, a um agente causador de
doencas. A vacinacao pode ser administrada antes, durante e / ou apés
a exposicdo a um agente causador de doengas e / ou ao
desenvolvimento de um ou mais sintomas e, em algumas modalidades,
antes, durante e / ou logo ap0s a exposicdo ao agente. Em algumas
modalidades, a vacinacao inclui multiplas administracGes, apropriada-
mente espacadas no tempo, de uma composi¢cao de vacinacao.

[0116] A descricdo descreve sequéncias de acidos nucleicos e
sequéncias de aminoacidos com um certo grau de identidade com uma
determinada sequéncia de acido nucleico ou sequéncia de
aminoacidos, respectivamente (uma sequéncia de referéncia).

[0117] “Identidade de sequéncias” entre duas sequéncias de acido
nucleico indica a porcentagem de nucleotideos que séo idénticos entre
as sequéncias. A “identidade de sequéncias” entre duas sequéncias de
aminoacidos indica a porcentagem de aminoacidos que séo idénticos
entre as sequéncias.

[0118] Os termos “% idéntica”, “% de identidade” ou termos simila-
res se destinam a se referir, em particular, a porcentagem de
nucleotideos ou aminoacidos que séo idénticos em um alinhamento
ideal entre as sequéncias a serem comparadas. A dita porcentagem é
puramente estatistica, e as diferencas entre as duas sequéncias podem
ser, mas néo necessariamente, distribuidas aleatoriamente ao longo de
todo o comprimento das sequéncias a serem comparadas. As
comparacdes de duas sequéncias sao geralmente realizadas compa-
rando-se as ditas sequéncias, apds o alinhamento ideal, com relacéo a
um segmento ou “janela de comparacao”, a fim de identificar regides
locais das sequéncias correspondentes. O alinhamento ideal para uma

comparacdo pode ser realizado manualmente ou com a ajuda do
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algoritmo de homologia local de Smith e Waterman, 1981, Ads App.
Math. 2, 482, com a ajuda do algoritmo de homologia local de
Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, com a ajuda do
algoritmo de busca de similaridade de Pearson e Lipman, 1988, Proc.
Natl Acad. Sci. USA 88, 2444, ou com a ajuda de programas de
computador usando os ditos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA,
BLAST P, BLAST N e TFASTA em Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wis.).

[0119] A identidade percentual é obtida determinando-se o nimero
de posicdes idénticas as quais as sequéncias a serem comparadas
correspondem, dividindo-se esse numero pelo nimero de posicdes
comparadas (por exemplo, o numero de posi¢cdes na sequéncia de
referéncia) e multiplicando-se esse resultado por 100.

[0120] Em algumas modalidades, o grau de identidade € dado para
uma regido que é pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%,
pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca
de 90% ou cerca de 100% do comprimento inteiro da sequéncia de
referéncia. Por exemplo, se a sequéncia de &cido nucleico de referéncia
consiste de 200 nucleotideos, o grau de identidade é dado para pelo
menos cerca de 100, pelo menos cerca de 120, pelo menos cerca de
140, pelo menos cerca de 160, pelo menos cerca de 180 ou cerca de
200 nucleotideos, em algumas modalidades em nucleotideos continuos.
Em algumas modalidades, o grau de identidade é dado para o
comprimento inteiro da sequéncia de referéncia.

[0121] As sequéncias de &cido nucleico ou sequéncias de
aminoacidos tendo um determinado grau de identidade com uma
determinada sequéncia de acido nucleico ou sequéncia de
aminoacidos, respectivamente, podem ter pelo menos uma propriedade

funcional da dita sequéncia, por exemplo, e em alguns casos, séo
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funcionalmente equivalente a dita sequéncia dada. Uma propriedade
importante inclui a capacidade de agir como uma citocina, em particular
guando administrada a um sujeito. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de acido nucleico ou sequéncia de aminoacidos tendo um
determinado grau de identidade com uma determinada sequéncia de
acido nucleico ou sequéncia de aminoacidos € funcionalmente
equivalente a dita sequéncia.

[0122] Conforme usado neste documento, o termo “kit” refere-se a
um conjunto embalado de componentes relacionados, tal como um ou
mais compostos ou composi¢des e um ou mais materiais relacionados,
tal como solventes, solucdes, tampdes, instrucdes, ou dessecantes.

B. Polipeptideos antigénicos de VSR compreendendo um
polipeptideo de F de VSR compreendendo uma ou mais
asparaginas em certas posicoes

[0123] Séo fornecidos aqui polipeptideos antigénicos de VSR que
compreendem um polipeptideo de F de VSR. O polipeptideo de F de
VSR pode compreender toda a sequéncia de F de VSR ou uma porc¢éo
de F de VSR. Em algumas modalidades, um epitopo do polipeptideo de
VSR que € compartilhado entre F de VSR pré-fusdo e F de VSR pos-
fusdo é bloqueado. O bloqueio de um epitopo reduz ou elimina a
geracdo de anticorpos contra o epitopo quando o polipeptideo
antigénico de VSR € administrado a um sujeito. Isso pode aumentar a
proporcao de anticorpos que tém como alvo um epitopo especifico para
uma conformacéo particular de F, tal como a conformacéo pre-fuséo.
Como F tem a conformacao pré-fusdo em virus que ainda ndo entraram
nas ceélulas, uma propor¢cdo aumentada de anticorpos que tém como
alvo F pré-fusdo pode fornecer um maior grau de neutralizagdo (por
exemplo, expresso como uma relagcdo de neutralizacdo para ligacao,
conforme descrito neste documento). O bloqueio pode ser conseguido

manipulando-se uma porcdo volumosa, tal como um N-glicano na
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vizinhanca do epitopo compartilhado. Por exemplo, um sitio de N-
glicosilagdo nao presente em F de ocorréncia natural pode ser
adicionado, por exemplo, por mutacdo de um residuo apropriado em
asparagina. Em algumas modalidades, o epitopo bloqueado € um
epitopo do sitio antigénico 1 de F de VSR. Em algumas modalidades,
dois ou mais epitopos compartilhados entre F de VSR pré-fusédo e F de
VSR pés-fusdo sdo blogueados. Em algumas modalidades, dois ou
mais epitopos do sitio antigénico 1 de F de VSR séo bloqueados. Em
algumas modalidades, um ou mais ou todos o0s epitopos que se
sobrepdem topologicamente com o epitopo bloqueado também sao
bloqueados, opcionalmente em que o epitopo blogueado € um epitopo
do sitio antigénico 1 de F de VSR.

[0124] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende uma asparagina correspondente a posi¢cdo 328, 348 ou
507 da SEQ ID NO: 26. Em algumas modalidades, o polipeptideo
compreende asparaginas que correspondem a pelo menos duas das
posicbes 328, 348, ou 507 da SEQ ID NO: 26. Em algumas
modalidades, o0 polipeptideo compreende asparaginas que
correspondem as posicBes 328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26.
Conforme descrito nos exemplos, verificou-se que tais asparaginas
podem funcionar como sitios de glicosilacdo. Além disso, sem desejar
estar vinculado a qualquer teoria particular, os glicanos nestes sitios
podem inibir o desenvolvimento de anticorpos para epitopos proximos,
qgue incluem epitopos comuns a proteina F de VSR pré e pos-fusao,
guando o polipeptideo € administrado a um sujeito. Em algumas
modalidades, a glicosilacdo da asparagina correspondente a posicao
328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26 blogueia pelo menos um epitopo
compartilhado entre F de VSR pré-fusédo e F de VSR pos-fuséo, tal como
um epitopo do sitio antigénico 1. A inibicdo do desenvolvimento de

anticorpos para epitopos comuns a proteina F de VSR pré e pos-fusdo
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pode ser benéfica porque pode direcionar o desenvolvimento de
anticorpos contra epitopos especificos para a proteina F de VSR pré-
fusdo, tal como o epitopo do sitio 0, que pode ter mais atividade
neutralizante eficaz do que anticorpos para outros epitopos de F de
VSR. O epitopo do sitio 0 envolve os residuos de aminoacidos 62 a 69
e 196 a 209 da SEQ ID NO: 26. Consequentemente, em algumas
modalidades, o polipeptideo de F de VSR compreende os residuos de
aminoacidos 62 a 69 e 196 a 209 da SEQ ID NO: 26.

[0125] Dever-se-ia notar que o0s construtos descritos neste
documento podem ter delecbes ou substituicbes de comprimento
diferente em relacdo a F de VSR de ocorréncia natural. Por exemplo, no
construto da SEQ ID NO: 23 e outros, as posicbes 98 a 144 da
sequéncia de ocorréncia natural (SEQ ID NO: 26) séo substituidas por
GSGNVGL (posicdes 98 a 104 da SEQ ID NO: 23; também SEQ ID NO:
31), resultando em uma remocéo liquida de 40 aminoacidos, de modo
que as posicdes 328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26 correspondem as
posicdes 288, 308 e 467 da SEQ ID NO: 23. Em geral, as posi¢des nos
construtos aqui descritos podem ser mapeadas na sequéncia de
ocorréncia natural da SEQ ID NO: 26 por alinhamento de pares, por
exemplo, usando o algoritmo de Needleman-Wunsch com parametros
padrao (matriz EBLOSUMG62, penalidade de lacuna 10, penalidade por
extensdo de lacuna 0,5). Ver também a discussdo de alinhamento
estrutural fornecida neste documento como uma abordagem alternativa
para identificar as posi¢cfes correspondentes.

[0126] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende mutacdes que adicionam glicanos para bloquear os
epitopos no antigeno pré-fusdo que sdo estruturalmente similares
agueles na superficie de F de VSR poés-fusdo. Em algumas modali-
dades, os glicanos sao adicionados para bloquear especificamente os

epitopos que podem estar presentes na conformacao pos-fusdo de F de
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VSR. Em algumas modalidades, os glicanos sédo adicionados para
bloguear epitopos que podem estar presentes na conformacdo pos-
fusdo de F de VSR, mas ndo afetam um ou mais epitopos presentes na
conformacéo pré-fusdo de F de VSR, tal como o epitopo do sitio 0.
[0127] Em algumas modalidades, os glicanos adicionados em um
ou mais sitios de glicosilacédo discutidos acima aumentam a secrecao
em sistemas de expressao, tal como células de mamiferos, em
comparagado com outros construtos.

[0128] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% ou 99,5% de identidade com os aminoacidos 1 a 478 da SEQ
ID NO: 17. Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% ou 99,5% de identidade com a sequéncia de SEQ ID NO: 17.
Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR compreende os
aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, o
polipeptideo de F de VSR compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 17.
[0129] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% ou 99,5% de identidade com os aminoacidos 1 a 478 de SEQ
ID NO: 23. Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende uma sequéncia tendo pelo menos 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% ou 99,5% de identidade com a sequéncia de SEQ ID NO: 23.
Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR compreende os
aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 23. Em algumas modalidades, o
polipeptideo de F de VSR compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 23.
[0130] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende a sequéncia DS-CAV1 (como descrito, por exemplo, por
McLellan, JS, e outros, Science 342 (6158): 592 a 598 (2013)) (SEQ ID

NO: 25) em que outras modificacdes séo feitas incluindo pelo menos
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uma, duas ou trés das asparaginas descritas acima.

[0131] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende ainda
uma proteina ferritina. A proteina ferritina pode compreender ainda
qualquer uma das caracteristicas descritas abaixo na secéo relativa a
ferritina, ou uma combinacdo das mesmas.

[0132] O polipeptideo de F de VSR pode compreender ainda
gualquer uma das caracteristicas adicionais estabelecidas na discussao
a sequir, ou qualquer combinacéao viavel de tais caracteristicas.
Construtos de Cadeia Unica

[0133] Em algumas modalidades, o polipeptideo de VSR é um
construto de cadeia Unica, por exemplo, um polipeptideo de VSR que
nao tem sitios de clivagem pela furina. Em algumas modalidades, um F
de VSR ndo tem um ou mais sitios de clivagem pela furina. Os
construtos que ndo tém sitios de clivagem pela furina sdo expressos
como polipeptideos Unicos que nao sao clivados nos fragmentos F1/ F2
biolégicos da proteina F nativa.

Substituicdes de Aminoacidos

[0134] Em algumas modalidades, um F de VSR compreende uma
Gnica substituicdo de aminoacido em relacdo a uma sequéncia de
ocorréncia natural. Em algumas modalidades, um F de VSR
compreende mais de uma Unica substituicho de aminoé&cido, por
exemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 substituicbes em
relacdo a uma sequéncia de ocorréncia natural. Uma sequéncia de
ocorréncia natural exemplificativa € SEQ ID NO: 26.

[0135] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacidos
ou par de substituicbes de aminoacidos s&o substituicbes
estabilizadoras inter-protdmero. As substituicdes exemplificativas que
podem ser estabilizadoras inter-protdmero séo V207L; N228F; 1217V e
E218F; 1221L e E222M; ou Q224A e Q225L, usando a numeracgao de
posicdo de SEQ ID NO: 26.
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[0136] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacidos
ou par de substituicbes de aminoacidos sdo estabilizadoras intra-
protdbmero. As substituicbes exemplificativas que podem ser
estabilizadoras intra-protdmero sdo V220I; e A74L e Q81L, usando a
numeracgao de posicao de SEQ ID NO: 26.

[0137] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacidos
€ estabilizacdo de hélice, isto é, prevista para estabilizar o dominio
helicoidal de F de VSR. A estabilizacdo do dominio helicoidal pode
contribuir para a estabilidade do epitopo do sitio O e da conformacéo
pré-fusdo de F de VSR geralmente. As substituicbes exemplificativas
gue podem ser estabilizadoras de hélice sdo N216P ou 1217P, usando
a numeracao de posicédo de SEQ ID NO: 26.

[0138] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacido
€ o0 capeamento de hélice. Em algumas modalidades, uma substituicao
de aminoéacido é capeamento de hélice PRO. O capeamento de hélice
€ baseado na observacdo biofisica de que, enquanto um sitio de
mutacdo de residuo de prolina em uma hélice alfa pode romper a
formacao da hélice, uma prolina no N-terminal de uma regiéo helicoidal
pode ajudar a produzir a formacao helicoidal estabilizando os angulos
de ligacdo PHI / PSI. As substituicbes exemplificativas que podem ser
capeamento de hélice sdo N216P ou 1217P, usando a numeracao de
posicao de SEQ ID NO: 26

[0139] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacido
substitui  uma mutacdo dissulfeto de DS-CAV1. Em algumas
modalidades, o dissulfeto manipulado de DS-CAV1 é revertido para de
ocorréncia natural (mutagdes C69S e / ou C212S de DS-CAV1, usando
a numeracao de posicao de SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades,
um ou mais residuos C de DS-CAV1 sao substituidos por um residuo S
para eliminar uma ligacado dissulfeto. Em algumas modalidades, a

substituicdo C69S ou C212S usando a numeracao de posicdo da SEQ
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ID NO: 26 elimina uma ligacao dissulfeto. Em algumas modalidades, um
polipeptideo de F de VSR compreende tanto C69S quanto C212S
usando a numeracdo de posicdo de SEQ ID NO: 26. Em algumas
modalidades, substituir tais cisteinas e, assim, eliminar uma reduc¢éo de
blocos de ligacéo dissulfeto (ou seja, aceitacdo de elétrons a partir de
um agente de reducdo) do polipeptideo de F de VSR. Em algumas
modalidades, uma substituicdo 1217P usando a numeragao de posi¢cao
da SEQ ID NO: 26 esta compreendida em um antigeno em vez da
substituicdo em C69 e / ou C212. A posicao 217 na SEQ ID NO: 26
corresponde a posicdo 177 na SEQ ID NO: 23.

[0140] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacidos
evita a protedlise por tripsina ou proteases similares a tripsina. Em
algumas modalidades, a substituicio de aminoacidos que impede tal
protedlise esta na regido B de repeticdo hepta (HRB) da regido de F de
VSR. O aparecimento de fragmentos consistentes com a protedlise de
um construto de ferritina F de VSR que compreendia uma regido de
HRB de ocorréncia natural sugeriu que uma lisina ou arginina nesta
regido estava sendo alvo de protedlise. Uma substituicdo de aminoaci-
dos para remover um residuo K ou R pode ser denominada nocaute
(KO). Em algumas modalidades, um K ou R é substituido por L ou Q.
Em algumas modalidades, um K é substituido por L ou Q. Em algumas
modalidades, o polipeptideo de F de VSR compreende K498L e / ou
K508Q, usando a numeracdo de posicdo de SEQ ID NO: 26. As
posicbes correspondentes na SEQ ID NO: 23 sédo 458 e 468,
respectivamente. Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende K498L e K508Q.

[0141] Em algumas modalidades, uma substituicdo de aminoacidos
adiciona glicanos. Em algumas modalidades, uma substituicdo de
aminoacidos aumenta a glicosilacdo ao adicionar glicanos aos

polipeptideos de F de VSR. As substituicbes para adicionar glicanos

Peticéo 870200122644, de 29/09/2020, pag. 52/315



43/118

também podem ser chamadas de glicosilacdo manipulada, em
comparacdo com a glicosilagéo nativa (sem glicanos adicionais).

[0142] Em algumas modalidades, a substituicdo de aminoé&cidos
para adicionar glicanos foi a substituicdo por um N. Em algumas
modalidades, a substituicAo de aminoacidos por um N permite a
glicosilacéo ligada a N. Em algumas modalidades, a substituicdo por um
N € acompanhada pela substituicdo por um T ou S na segunda posi¢ao
de aminoacido C-terminal para o N, que forma um motivo de glicosilacdo
NxT/S. Em algumas modalidades, o N é exposto na superficie. Como
mostrado nos exemplos abaixo, as mutacbfes que aumentaram a
glicosilacédo podem fornecer expressdo aumentada de um polipeptideo
compreendendo um polipeptideo de F de VSR.

AlteracOes nas Propriedades do Polipeptideo de F de VSR Com Base
nas Modificacdes

[0143] As modificacbes na sequéncia de aminoacidos de F de VSR
podem alterar as propriedades de um polipeptideo de F de VSR. Uma
propriedade de um polipeptideo de F de VSR pode incluir qualquer
caracteristica estrutural ou funcional do polipeptideo de F de VSR.
[0144] Em algumas modalidades, uma unica modificacdo na
sequéncia de aminoacidos altera multiplas propriedades do polipeptideo
de F de VSR. Em algumas modalidades, um polipeptideo de F de VSR
pode compreender varias modificacbes que alteram diferentes
propriedades de um polipeptideo de F de VSR. Em algumas modali-
dades, varias modificacbes produzem uma alteragcdo maior nas
propriedades de um polipeptideo de F de VSR.

[0145] Em algumas modalidades, varias modificagbes podem ter
um efeito aditivo em uma propriedade particular. Por exemplo, duas
substituicdes de aminoacidos para adicionar glicanos podem produzir
um maior aumento na glicosilacdo do polipeptideo de F de VSR em

comparacdo com qualquer uma das substituicbes de aminoacidos
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anicas.

[0146] Em algumas modalidades, varias modificacbes afetam
diferentes propriedades de um polipeptideo de F de VSR. Por exemplo,
uma ou mais substituicdes de aminoacidos para aumentar a glicosilagéao
podem ser feitas em conjunto com uma ou mais substituicOes de
aminoacidos para bloquear a reducéo.

[0147] Em algumas modalidades, as modificacbes em um
polipeptideo de F de VSR estabilizam a conformacéo pré-fuséo.

[0148] Em algumas modalidades, as modificacbes estabilizam o
epitopo do sitio 0 (também conhecido como sitio antigénico 0) de F de
VSR pré-fusdo, conforme descrito, por exemplo, por McLellan e outros,
Science 340 (6136): 1113 a 1117 (2013). Em algumas modalidades,
uma modificacdo que estabiliza o epitopo do sitio 0 é a estabilizacéo
inter-protdbmero. Em algumas modalidades, uma modificacdo que
estabiliza o epitopo do sitio 0 estabiliza F pré-fusdo, conforme medido
pela ligacdo do Sitio 0 e do Sitio V, conforme medido pela ligacdo aos
anticorpos D25 ou AM14, respectivamente.

[0149] Em algumas modalidades, as modificacbes aumentam a
expressdo de F de VSR em sistemas de expressdo. Em algumas
modalidades, as modificacbes aumentam a secrecéo de F de VSR em
sistemas de expressdo. Em algumas modalidades, as modificacbes
aumentam a estabilidade de F de VSR recombinante ap0s a expressao.
Essa alteracdo pode ocorrer em qualquer tipo de sistema de expresséo,
tal como bacteriano, fungico, de inseto ou de mamifero.

[0150] Em algumas modalidades, as substituicbes de aminoacidos
que introduzem uma prolina aumentam a expressao em comparacao
com outros construtos. Em algumas modalidades, as substituicbes de
aminoacidos que adicionam glicanos aumentam a expressao em
comparagcdo com outros construtos. Em algumas modalidades, as

substituicbes de aminoacidos que substituem K ou R por outros
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aminoacidos aumentam a expressdao em comparacdo com outros
construtos. Um aumento observavel na expressdo pode resultar de
gualguer mecanismo que aumenta o rendimento de uma corrida de
fermentacéo ou outro processo de producéo, incluindo a inibicéo relativa
da clivagem ou degradacéo da protease e / ou aumento da estabilidade
na célula hospedeira ou no meio extracelular. Em algumas modalidades,
as substituicdes de aminodcidos que substituem um ou mais residuos
K na regido HRB de F de VSR por outros aminoacidos aumentam a
expressao em comparagdo com outros construtos.

[0151] Em algumas modalidades, as substituicbes de aminoacidos
gue substituem K por outros aminoacidos aumentam a estabilidade de
polipeptideos de F de VSR. Em algumas modalidades, as substituicdes
de aminoacidos que substituem um ou mais residuos K na regido HRB
de F de VSR por outros aminoacidos aumentam a estabilidade dos
polipeptideos de F de VSR. Em algumas modalidades, esta estabilidade
aumentada é devido a uma reducédo na clivagem pela protease.

[0152] Em algumas modalidades, um F de VSR compreende
mutacéo(6es) que remove(m) um dissulfeto, por exemplo, para evitar a
conjugacdo apos a reducdo. Em algumas modalidades, a substituicao
1217P bloqueia a reducédo do polipeptideo de F de VSR. Em algumas
modalidades, as substituicdes de aminoacidos que substituem K por
outros aminoacidos bloqueiam a reducao do polipeptideo de F de VSR
na presenca de um agente redutor.

[0153] Em algumas modalidades, os construtos de cadeia Unica
aumentam a expressdo em comparag¢ao com outros construtos.

[0154] Em algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR
compreende a sequéncia DS-CAV1 (SEQ ID NO: 25) (conforme descrito
por McLellan, J.S., e outros, Science 342 (6158): 592 a 598 (2013)). Em
algumas modalidades, o polipeptideo de F de VSR compreende a

sequéncia de DS-CAV1 na qual outras modificacdes séo feitas, por
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exemplo, incluindo pelo menos uma, duas ou trés das asparaginas
descritas acima.

C. Polipeptideos de G de VSR

[0155] Tal como aqui utilizado, um polipeptideo de G de VSR pode
compreender a sequéncia inteira de G de VSR ou uma porc¢éo de G de
VSR. Um polipeptideo de G de VSR pode compreender modificacdes
em comparagao com uma sequéncia de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, o polipeptideo de G de VSR é um G de VSR modificado
em comparacédo com G de VSR de ocorréncia natural (SEQ ID NO: 27).
[0156] Em algumas modalidades, essas modificacbes s&o altera-
¢Bes no aminoacido do polipeptideo de G de VSR em comparacéo com
G de VSR de ocorréncia natural

[0157] Em algumas modalidades, o polipeptideo de G de VSR
compreende todo ou parte do ectodominio de G de VSR (SEQ ID NO:
28 ou posicoes correspondentes). Em algumas modalidades, o
polipeptideo de G de VSR compreende toda ou parte da regido Gcc
(aminoé&cidos 151 a 193 de G de VSR (SEQ ID NO: 27)). Em algumas
modalidades, o polipeptideo de G de VSR compreende um motivo
CX3C. Em algumas modalidades, o polipeptideo de G de VSR se liga
ao receptor CX3CR1. A regido Gcc é tanto conservada quanto
imunogénica e, portanto, pode ser usada para produzir anticorpos com
ampla atividade contra cepas de VSR. Em algumas modalidades, um
Gcce de VSR cepa A é fornecido como mostrado em SEQ ID NO: 32. Em
algumas modalidades, um Gcc de VSR cepa B € fornecido como
mostrado em SEQ ID NO: 33.

[0158] Em algumas modalidades, o polipeptideo de G de VSR néo
é glicosilado. Por exemplo, um polipeptideo de G de VSR pode nao ter
sitios de glicosilagdo NXS/TX, devido ao truncamento ou mutagéo de
residuos N ou S/T (por exemplo, para Q ou A, respectivamente), ou uma

combinacdo dos mesmos.
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[0159] Em algumas modalidades, o polipeptideo de G de VSR é
parte de um polipeptideo antigénico de ferritina. Por exemplo, o
polipeptideo de G de VSR pode ser conjugado a uma ferritina como aqui
descrito, tal como através de uma cisteina exposta na superficie na
ferritina. Em algumas modalidades, esta nanoparticula de ferritina é uma
proteina de fusdo também compreendendo um polipeptideo de F de
VSR, tal como qualquer um dos polipeptideos compreendendo um
polipeptideo de F de VSR e uma proteina ferritina descrita acima.

D. Polipeptideos Antigénicos de VSR Compreendendo Ferritina
[0160] Também é fornecido aqui um polipeptideo antigénico de
VSR compreendendo uma ferritina e um polipeptideo de VSR. O
polipeptideo de VSR pode ser um polipeptideo de F de VSR, tal como
qualquer um dos polipeptideos de F de VSR aqui descritos. O
polipeptideo de F de VSR pode compreender a sequéncia inteira de F
de VSR ou uma porcédo de F de VSR. O polipeptideo de F de VSR pode
compreender uma ou mais modificacdes (por exemplo, substituicdo de
aminoacidos) em comparacdo com uma sequéncia de ocorréncia
natural. O polipeptideo de VSR pode ser um polipeptideo de G de VSR,
tal como qualquer um dos polipeptideos de G de VSR aqui descritos.
[0161] Em algumas modalidades, a ferritina no polipeptideo é uma
ferritina de ocorréncia natural. Em algumas modalidades, a ferritina €
bacteriana, de inseto, fungica, de ave ou de mamifero. Em algumas
modalidades, a ferritina € humana. Em algumas modalidades, a ferritina
é bacteriana.

[0162] Em algumas modalidades, a ferritina € uma ferritina de
cadeia leve e / ou cadeia pesada. Em algumas modalidades, a ferritina
€ uma ferritina de inseto, tal como ferritina de cadeia pesada de
Trichoplusia ni (SEQ ID NO: 211) ou ferritina de cadeia leve de
Trichoplusia ni (SEQ ID NO: 212). Em algumas modalidades, a ferritina

€ uma ferritina humana, tal como a ferritina de cadeia pesada humana
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(SEQ ID NO: 214 ou FTH1, GENE ID No: 2495) ou ferritina de cadeia
leve humana (SEQ ID NO: 215 ou FTL, GENE ID No: 2512). Em
algumas modalidades, uma nanoparticula de ferritina compreende 24
subunidades totais de ferritina de cadeia pesada e ferritina de cadeia
leve, como em nanoparticulas de ferritina humana ou de Trichoplusia ni.
As nanoparticulas de ferritina de T. ni podem compreender 12
subunidades de ferritina de cadeia pesada e 12 subunidades de ferritina
de cadeia leve.

[0163] Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico de
VSR compreende uma ferritina de cadeia leve e um polipeptideo de
VSR. Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico de VSR
compreende uma ferritina de cadeia pesada e um polipeptideo de VSR.
Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico de VSR
compreendendo uma ferritina de cadeia leve e um polipeptideo de VSR
gue pode se montar com uma ferritina de cadeia pesada que nao esta
ligada a um polipeptideo de VSR. Em algumas modalidades, um
polipeptideo antigénico de VSR compreendendo uma ferritina de cadeia
pesada e um polipeptideo de VSR que pode ser montado com uma
ferritina de cadeia leve que néo esté ligada a um polipeptideo de VSR.
Uma ferritina néo ligada a um polipeptideo de VSR (ou, mais geral-
mente, um polipeptideo ndo ferritina) pode ser chamada de uma
“ferritina nua”.

[0164] Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico
compreendendo uma ferritina de cadeia pesada e um polipeptideo pode
se montar com um polipeptideo antigénico compreendendo uma
ferritina de cadeia leve e um polipeptideo de VSR para permitir a
apresentacdo de dois dos mesmos polipeptideos ou polipeptideos
diferentes n&o ferritina em uma uUnica nanoparticula de ferritina. Em
algumas modalidades, os dois polipeptideos diferentes nao ferritina sdo

polipeptideos de VSR. Em algumas modalidades, os dois polipeptideos
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diferentes néo ferritina sdo codificados por VSR e um agente infeccioso
diferente. Em algumas modalidades, o polipeptideo néo ferritina dife-
rente de um agente infeccioso diferente € de um virus ou uma bactéria.
[0165] Em algumas modalidades, um polipeptideo antigénico
compreendendo uma ferritina de cadeia pesada e um polipeptideo néao
ferritina pode se montar com um polipeptideo compreendendo uma
ferritina de cadeia leve e um polipeptideo nao ferritina para produzir uma
composicdo bivalente, em que um ou ambos o0s polipeptideos nédo
ferritina s@o polipeptideos de VSR, tal como polipeptideos de F ou G de
VSR, por exemplo, um polipeptideo de F ou G de VSR aqui descrito.
[0166] Em algumas modalidades, a ferritina é ferritina de H. pylori
(ver SEQ ID NO: 208 ou 209 para uma sequéncia de ferritina
exemplificativa de H. pylori), opcionalmente com uma ou mais
mutagdes, tal como aquelas aqui descritas. Em algumas modalidades,
a homologia de sequéncia inferior entre a ferritina de H. pylori (ou outras
ferritinas bacterianas) e a ferritina humana pode diminuir o potencial de
autoimunidade quando usada como uma plataforma de vacina (ver
Kanekiyo e outros, Cell 162, 1090 a 1100 (2015)).

[0167] Em algumas modalidades, a ferritina € ferritina de
Pyrococcus furiosus (NCBI seq WP_011011871.1) com uma ou mais
mutacgdes aqui descritas.

[0168] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
sequéncia tendo mais de 70%, mais de 75%, mais de 80%, mais de
85%, mais de 90%, mais de 95%, mais de 97%, mais de 98% ou mais
de 99% de identidade com uma ferritina de ocorréncia natural.

[0169] Em algumas modalidades, uma nanoparticula & fornecida
compreendendo um polipeptideo antigénico de VSR, conforme descrito
neste documento, compreendendo um polipeptideo de VSR e uma
ferritina.

[0170] Em algumas modalidades, uma proteina diferente capaz de
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formar uma nanoparticula € substituida por ferritina. Em algumas
modalidades, esta proteina € lumazina sintase (ver Ra e outros, Clin
Exp Vaccine Res 3: 227 a 234 (2014)). Em algumas modalidades, esta
proteina € a lumazina sintetase sorotipo 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7. As
sequéncias de lumazina sintase exemplificativas sao fornecidas como
SEQ ID NO: 216 e 219. Em algumas modalidades, a lumazina sintase
compreende uma sequéncia tendo 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 99%
de identidade com a SEQ ID NO: 216 ou 219.

1. Cisteina Para Conjugacéo

[0171] Em algumas modalidades, a ferritina € mutada para fornecer
uma alga quimica para a conjugacéo de uma por¢ao imunoestimulatoria
e / ou polipeptideo de VSR. Isso pode ser conseguido com uma mutacao
substituindo um aminoacido nédo cisteina exposto na superficie por uma
cisteina. Para evitar duavidas, linguagem tal como “substituir um
aminoacido exposto na superficie por uma cisteina” implica
necessariamente que o aminoacido exposto na superficie na sequéncia
de ocorréncia natural ou pré-mutacédo nao é cisteina. Outra abordagem
para fornecer uma alga quimica para a conjugacdo de uma porgao
imunoestimulatéria ou polipeptideo de VSR € incluir um segmento de
aminoacidos, tal como um ligante, N- ou C-terminal a ferritina, em que o
segmento de aminoacidos compreende um cisteina. Em algumas
modalidades, esta cisteina (seja substituindo um aminoacido exposto
na superficie ou em um ligante N- ou C-terminal) é ndo pareada, o que
significa que ela ndo tem uma cisteina parceira apropriada para formar
uma ligacdo dissulfeto. Em algumas modalidades, essa cisteina nao
altera a estrutura secundaria da ferritina. Em algumas modalidades,
essa cisteina ndo altera a estrutura terciaria da ferritina.

[0172] Em algumas modalidades, essa cisteina pode ser usada
para conjugar agentes, tal como porcdes imunoestimulatorias, a

ferritina. Em algumas modalidades, essa cisteina fornece um grupo tiol
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livre que € reativo. Em algumas modalidades, os agentes conjugados a
esta cisteina na ferritina sdo expostos na superficie de uma particula de
ferritina montada. Em algumas modalidades, essa cisteina pode
interagir com moléculas e células do sujeito apés a administracao
enquanto a particula de ferritina € montada.

[0173] Em algumas modalidades, a presenca desta cisteina permite
a conjugacdo de uma ou mais por¢cdes imunoestimulatorias, por
exemplo, adjuvantes. Em algumas modalidades, a conjugacdo da
porcdo imunoestimulatéria ndo ocorreria na auséncia dessa cisteina.
[0174] Em algumas modalidades, o aminoacido nédo cisteina que é
substituido por uma cisteina é selecionado a partir de E12, S72, A75,
K79, S100 e S111 de ferritina de H. pylori. Assim, em algumas
modalidades, o0 aminoacido exposto na superficie que € substituido em
favor da cisteina € um residuo de aminoacido que corresponde a E12,
S26, S72, A75, K79, S100 ou S111 de ferritina de H. pylori. Aminoacidos
anadlogos podem ser encontrados em ferritina de ndo H. pylori por
alinhamento de pares ou estrutural. Em algumas modalidades, o
aminoacido néo cisteina que é substituido por uma cisteina pode ser
selecionado a partir de um aminoacido que corresponde a S3, S19, S33,
182, A86, A102 e A120 da ferritina de cadeia leve humana. Em algumas
modalidades, o aminoacido exposto na superficie a ser substituido por
uma cisteina é selecionado com base no entendimento de que se o
aminoacido nativo fosse substituido por cisteina, seria reativo em um
multimero ou particula de ferritina montada e / ou que essa cisteina ndo
rompe a estabilidade do multimero ou particula de ferritina e / ou que
essa cisteina nédo leva a reducgdo nos niveis de expressao da ferritina.
[0175] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo E12C. Em algumas modalidades, o residuo E12C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, porcdes

imunoestimulatorias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em
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algumas modalidades, o residuo E12C fornece um grupo tiol livre que &
reativo. Em algumas modalidades, os agentes conjugados ao residuo
E12C em mondmeros de ferritina sdo expressos na superficie em um
multimero ou particula de ferritina montada. Em algumas modalidades,
vinte e quatro residuos E12C (um de cada mondmero) estao presentes
na superficie de um multimero ou particula de ferritina.

[0176] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo S26C. Em algumas modalidades, o residuo S26C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢des imunoestimu-
latérias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas modali-
dades, o residuo S26C fornece um grupo tiol livre que é reativo. Em
algumas modalidades, os agentes conjugados ao residuo S26C em
mondmeros de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero
ou particula de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e
quatro residuos S26C (um de cada mondémero) estdo presentes na
superficie de um multimero ou particula de ferritina.

[0177] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo S72C. Em algumas modalidades, o residuo S72C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢cdes imunoesti-
mulatérias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas
modalidades, o residuo S72C fornece um grupo tiol livre que € reativo.
Em algumas modalidades, os agentes conjugados ao residuo S72C em
mondmeros de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero
ou particula de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e
quatro residuos S72C (um de cada mondémero) estdo presentes na
superficie de um multimero ou particula de ferritina.

[0178] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo A75C. Em algumas modalidades, o residuo A75C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢des imunoestimula-

torias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas modalidades,
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o residuo A75C fornece um grupo tiol livre que é reativo. Em algumas
modalidades, os agentes conjugados ao residuo A75C em monémeros
de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero ou particula
de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e quatro residuos
A75C (um de cada mondmero) estdo presentes na superficie de um
multimero ou particula de ferritina.

[0179] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo K79C. Em algumas modalidades, o residuo K79C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢cbes imunoestimula-
térias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas modalidades,
o residuo K79C fornece um grupo tiol livre que é reativo. Em algumas
modalidades, os agentes conjugados ao residuo K79C em monémeros
de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero ou particula
de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e quatro residuos
K79C (um de cada mondmero) estdo presentes na superficie de um
multimero ou particula de ferritina.

[0180] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo S100C. Em algumas modalidades, o residuo S100C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢cbes imunoestimula-
térias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas modalidades,
o residuo S100C fornece um grupo tiol livre que é reativo. Em algumas
modalidades, os agentes conjugados ao residuo S100C em mondémeros
de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero ou particula
de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e quatro residuos
de S100C (um de cada mondmero) estdo presentes na superficie de um
multimero ou particula de ferritina.

[0181] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo S111C. Em algumas modalidades, o residuo S111C pode ser
usado para conjugar agentes (por exemplo, por¢des imunoestimula-

torias e / ou polipeptideos de VSR) a ferritina. Em algumas modalidades,
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o residuo S111C fornece um grupo tiol livre que é reativo. Em algumas
modalidades, os agentes conjugados ao residuo S111C em mondmeros
de ferritina sdo expressos na superficie em um multimero ou particula
de ferritina montada. Em algumas modalidades, vinte e quatro residuos
S111C (um de cada monbmero) estdo presentes na superficie de um
multimero ou particula de ferritina.

2. Remocao de Cisteina Interna

[0182] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutagdo que substitui uma cisteina interna por um aminoacido néo
cisteina. A remog¢do de um residuo de cisteina interno nativo pode
garantir que haja apenas uma cisteina ndo pareada por monémero de
ferritina e evitar reacdes indesejadas, tal como a formacao de dissulfeto
e pode resultar em um resultado mais estavel e eficiente (por exemplo,
apresentacéao de adjuvante). Em algumas modalidades, C31 de ferritina
de H. pylori é substituida por um aminoacido néo cisteina. Em algumas
modalidades, C31 de ferritina H. pylori € substituida por uma serina
(C31S), embora qualquer residuo ndo cisteina possa ser usado, por
exemplo, alanina, glicina, treonina ou asparagina. Aminoacidos
analogos podem ser encontrados em ferritina de ndo H. pylori por
alinhamento de pares ou estrutural. Assim, em algumas modalidades, a
cisteina interna que é substituida em favor de uma néo cisteina € um
residuo de aminoacido que se alinha com C31 da ferritina de H. pylori.
Sequéncias exemplificativas de ferritina mostrando uma mutacéo C31S
sdo mostradas em SEQ ID NOS: 201-207. Em algumas modalidades,
guando mais de uma cisteina interna esta presente na ferritina, duas ou
mais (por exemplo, cada) cisteinas internas sé&o substituidas por um
aminoacido nao cisteina, tal como serina ou um aminoacido selecionado
a partir de serina, alanina, glicina, treonina ou asparagina.

3. Glicosilacao

[0183] A glicosilacdo compativel com humanos pode contribuir para
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a seguranca e eficacia em medicamentos recombinantes. A aprovacao
regulatéria pode depender da demonstracéo da glicosilacédo apropriada
como um atributo crucial de qualidade (ver Zhang e outros, Drug
Discovery Today 21 (5): 740 a 765 (2016)). Os N-glicanos podem
resultar da glicosilacdo das cadeias laterais da asparagina e podem
diferir na estrutura entre humanos e outros organismos, tal como
bactérias e leveduras. Assim, pode ser desejavel reduzir ou eliminar a
glicosilacdo ndo humana e / ou a formacgao de N-glicano em ferritina de
acordo com a descricdo. Em algumas modalidades, o controle da
glicosilacdo da ferritina melhora a eficacia e / ou a seguranca da
composicéo, especialmente quando usada para vacinagcao humana.
[0184] Em algumas modalidades, a ferritina € mutada para inibir a
formacdo de um N-glicano. Em algumas modalidades, uma ferritina
mutada tem glicosilagéo reduzida em comparacao com sua ferritina de
ocorréncia natural correspondente.

[0185] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo que substitui uma asparagina exposta na superficie por um
aminoacido ndo asparagina. Em algumas modalidades, a asparagina
exposta na superficie € N19 de ferritina de H. pylori ou uma posi¢ao que
corresponde a posicao 31 de ferritina de H. pylori conforme determinado
por alinhamento de pares ou estrutural. Em algumas modalidades, a
mutacdo de tal asparagina, por exemplo, N19 da ferritina de H. pylori,
diminui a glicosilagao da ferritina. Em algumas modalidades, a mutagéo
substitui a asparagina por uma glutamina. Em algumas modalidades, a
ferritina € uma ferritina de H. pylori que compreende uma mutacéo
N19Q. SEQ ID NOS: 201-207 s&o sequéncias de ferritina exemplificati-
vas compreendendo mutactes N19Q.

[0186] Um mamifero exposto a uma proteina glicosilada produzida
em bactérias ou leveduras pode gerar uma resposta imune a proteina

glicosilada, porque o padrédo de glicosilacdo de uma determinada
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proteina em bactérias ou leveduras pode ser diferente do padrdo de
glicosilacdo da mesma proteina em um mamifero. Assim, algumas
proteinas terapéuticas glicosiladas podem ndo ser apropriadas para
producédo em bactérias ou leveduras.

[0187] Em algumas modalidades, a glicosilacdo diminuida de
ferritina por mutacdo de aminoacidos facilita a producéo de proteinas
em bactérias ou leveduras. Em algumas modalidades, a glicosilacao
diminuida da ferritina reduz o potencial para efeitos adversos em
mamiferos apds a administracao de ferritina mutada que é expressa em
bactérias ou leveduras. Em algumas modalidades, a reatogenicidade
em um sujeito humano de uma ferritina mutada produzida em bactérias
ou leveduras é menor porque a glicosilacdo é reduzida. Em algumas
modalidades, a incidéncia de respostas de hipersensibilidade em
sujeitos humanos é menor ap6s o tratamento com uma ferritina mutada
com glicosilacdo reduzida em comparacao com a ferritina de ocorréncia
natural.

[0188] Em algumas modalidades, a degradacdo em um sujeito de
uma composicdo que compreende uma ferritina mutada com
glicosilacdo reduzida é mais lenta em comparacdo com uma compo-
sicdo que compreende uma ferritina de ocorréncia natural, ou uma
composicdo que compreende uma ferritina correspondente com
glicosilacdo de ocorréncia natural. Em algumas modalidades, uma
composi¢do que compreende uma ferritina mutada com glicosilacao
reduzida tem depuracgéo reduzida em um sujeito em comparagédo com
uma composicao que compreende uma ferritina de ocorréncia natural,
Ou uma composicao que compreende uma ferritina correspondente com
glicosilacdo de ocorréncia natural. Em algumas modalidades, uma
composi¢do que compreende uma ferritina mutada com glicosilagéo
reduzida tem uma meia-vida sérica mais longa em comparagcdo com a

ferritina de ocorréncia natural, ou uma composicdo que compreende
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uma ferritina correspondente com glicosilacdo de ocorréncia natural.

4. Combinacfes de Mutacdes

[0189] Em algumas modalidades, uma ferritina compreende mais
de um tipo de mutacdo aqui descrita. Em algumas modalidades, a
ferritina compreende uma ou mais mutagbes independentemente
selecionadas a partir de: uma mutacao para diminuir a glicosilacdo, uma
mutacao para remover uma cisteina interna, e uma mutacao para gerar
uma cisteina exposta na superficie. Em algumas modalidades, a ferritina
compreende uma mutacao para diminuir a glicosilagdo, uma mutacgao
para remover uma cisteina interna, e uma mutacao para gerar uma
cisteina exposta na superficie.

[0190] Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma
mutacdo N19Q, uma mutacdo C31S e uma mutacao para gerar uma
cisteina exposta na superficie. Em algumas modalidades, a ferritina
compreende uma mutacdo N19Q, uma mutacao C31S e uma mutacao
E12C. Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma mutacgéo
N19Q, uma mutacdo C31S e uma mutacdo S72C. Em algumas
modalidades, a ferritina compreende uma mutacao N19Q, uma mutacéao
C31S e uma mutacdo A75C. Em algumas modalidades, a ferritina
compreende uma mutacdo N19Q, uma mutacao C31S e uma mutacao
K79C. Em algumas modalidades, a ferritina compreende uma mutacgéo
N19Q, uma mutacdo C31S e uma mutacdo S100C. Em algumas
modalidades, a ferritina compreende uma mutacao N19Q, uma mutagao
C31S e uma mutacdo S111C. Em algumas modalidades, a ferritina
compreende mutacdes correspondentes a qualquer um dos conjuntos
de mutacdes anteriores, em que as mutacdes correspondentes mudam
um N para um Q, um C para um S e um aminoacido exposto na
superficie ndo cisteina para uma cisteina nas posicoes determinado
pelo alinhamento de pares da sequéncia de aminoacidos da ferritina

para uma sequéncia de aminoacidos de ferritina de H. pylori (SEQ ID
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NO: 208 ou 209).

[0191] As ferritinas exemplificativas compreendendo mais de um
tipo de mutacgéo sdo fornecidas em SEQ ID NOS: 201-207.

5. Alinhamento Estrutural

[0192] Conforme discutido neste documento, as posi¢des de
mutacdes correspondentes as descritas em relacdo a um determinado
polipeptideo (por exemplo, ferritina de H. pylori) podem ser identificadas
por alinhamento de pares ou estrutural. O alinhamento estrutural é
relevante para grandes familias de proteinas, tal como ferritina, onde as
proteinas compartilham estruturas similares, apesar da variacdo de
sequéncia consideravel e muitos membros da familia foram estrutural-
mente caracterizados, e também podem ser usados para identificar
posicdes correspondentes em diferentes versdes de outros polipepti-
deos aqui descritos, tal como polipeptideos de VSR (por exemplo, F ou
G de VSR). O banco de dados de proteinas (PDB) compreende
estruturas 3D para muitas ferritinas, incluindo aquelas listadas abaixo
com seus numeros de acesso.

[0193] 2jd6, 2jd7 - PfFR - Pyrococcus furiosus. 2jd8 - PfFR + Zn.
3a68 - soFR do gene SferH4 - soja. 3a9q - soFR do gene SferH4
(mutante). 3egm, 3bvf, 3bvi, 3bvk, 3bvl - HpFR - Heliobacter pylori. 5c6f
- HpFR (mutante) + Fe. 1z4a, 1vilg - FR - Thermotoga maritime. 1s3q,
1sq3, 3kx9 - FR - Archaeoglubus fulgidus. 1krq - FR - Campylobacter
jejuni. leum - EcFR - Escherichia coli. 4reu - ECFR + Fe. 4xgs - ECFR
(mutante) + Fe202. 4ztt - ECFR (mutante) + Fe20 + Fe2 + Fe + O2.
1qgh - LiFR - Listeria innocua. 39z3 - VcFR - Vibrio cholerae. 3vnx - FR
- Ulva pertusa. 4ism, 4isp, 4itt, 4itw, 4iwj, 4iwk, 4ixk, 3e6s - PnmFR -
Multissérie de pseudo-nitschia. 4zkh, 4zkw, 4zkx, 4zI5, 4z16, 4zlw, 4zmc
- PnmFR (mutante) + Fe. 1z60 - FR - Trichoplusia ni. 4cmy - FR + Fe -
Chlorobaculum tepidum. Cadeia leve de ferritina (FTL). 11b3, 1h96 -

mFTL - camundongo. 1rcc, 1rcd, 1rci - bFTL + tartarato + Mg. 1rc, 1rcg
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- bFTL + tartarato + Mn. 3noz, 3np0, 3np2, 307r - hoFTL (mutante) -
cavalo. 307s, 3u90 - hoFTL. 4vlw - hoFTL - cryo EM. 3rav, 3rdO - hoFTL
+ barbiturico. Cadeias leves + pesadas de ferritina: 5gn8 - hFTH + Ca.

[0194] O alinhamento estrutural envolve a identificacdo de residuos
correspondentes em duas (ou mais) sequéncias polipeptidicas (i)
modelando a estrutura de uma primeira sequéncia usando a estrutura
conhecida da segunda sequéncia ou (i) comparando as estruturas da
primeira e segunda sequéncias onde ambas sdo conhecidas e
identificam o residuo na primeira sequéncia posicionado de forma mais
similar a um residuo de interesse na segunda sequéncia. Os residuos
correspondentes sao identificados em alguns algoritmos com base na
minimizagao da distancia do carbono alfa nas estruturas sobrepostas
(por exemplo, qual conjunto de carbonos alfa pareados fornece um
desvio minimo quadratico minimizado para o alinhamento). Ao
identificar as posi¢cdes em uma ferritina ndo H. pylori correspondente as
posicdes descritas em relacao a ferritina de H. pylori, a ferritina de H.
pylori pode ser a “segunda” sequéncia. Quando uma ferritina néo H.
pylori de interesse ndo tem uma estrutura conhecida disponivel, mas
esta mais intimamente relacionada a outra ferritina ndo H. pylori que tem
uma estrutura conhecida do que a ferritina de H. pylori, pode ser mais
eficaz modelar a ferritina ndo H. pylori de interesse usando a estrutura
conhecida da ferritina ndao H. pylori intimamente relacionada e, em
seguida, comparar esse modelo com a estrutura da ferritina de H. pylori
para identificar o residuo correspondente desejado na ferritina de
interesse. Existe uma vasta literatura sobre modelagem e alinhamento
estrutural; as descricbes representativas incluem US 6859736; US
8738343; e aqueles citados por Aslam e outros, Electronic Journal of
Biotechnology 20 (2016) 9 a 13. Para uma discussdo sobre a
modelagem de uma estrutura com base em uma estrutura ou estruturas

relacionadas conhecidas, consultar, por exemplo, Bordoli e outros,
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Nature Protocols 4 (2009) 1 a 13, e as referéncias citadas no mesmo.
6. Por¢cdes Imunoestimulatérias; Adjuvantes; Polipeptideos de
VSR Conjugados

[0195] Em algumas modalidades, um polipeptideo de VSR e / ou
uma porcdo imunoestimulatéria, tal como um adjuvante, é ligado a um
aminoacido exposto na superficie. Em algumas modalidades, o
aminoacido exposto na superficie € uma cisteina, por exemplo,
resultante de uma mutacao discutida acima. Em algumas modalidades,
0 aminoacido exposto na superficie € uma lisina, aspartato ou
glutamato. Procedimentos de conjugacédo usando glutaraldeido (para a
conjugacao de uma lisina com um ligante ou por¢céo contendo amino)
ou uma carbodiimida (por exemplo, 1-ciclohexil-3- (2-morfolin-4-il-etil)
carbodiimida ou 1-etil-3- (3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDC,;
EDAC) para conjugar um aspartato ou glutamato a um ligante ou porgéao
contendo amino, ou uma lisina a um ligante ou porcdo contendo
carboxila) sdo descritos, por exemplo, no Capitulo 4 de Holtzhauer, M.,
Basic Methods for the Biochemical Lab, Springer 2006, ISBN 978-3-540-
32785-1, disponivel em www.springer.com.

[0196] Em algumas modalidades, uma porcdo imunoestimulatoria,
tal como um adjuvante, é ligada a um aminoacido exposto na superficie
de ferritna. Em algumas modalidades, mais de uma porcdo
imunoestimulatéria, tal como um adjuvante, € ligada a um aminodacido
de ferritina exposto na superficie. Em algumas modalidades, vinte e
quatro porcdes imunoestimulatérias sdo ligadas a um multimero ou
particula de ferritina (por exemplo, uma porcéo para cada mondémero na
particula de ferritina de H. pylori). Em algumas modalidades com
multiplas por¢cbes imunoestimulatorias ligadas a uma nanoparticula de
ferritina, todas as porcbes imunoestimulatorias sdo idénticas. Em
algumas modalidades com multiplas por¢cdes imunoestimulatérias

ligadas a uma nanoparticula de ferritina, as porcoes
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imunoestimulatérias ndo séo idénticas.

a) Tipos de Por¢des Imunoestimulatorias; Adjuvantes

[0197] Qualquer porgcédo imunoestimulatéria que pode ser ligada a
um aminoacido exposto na superficie (por exemplo, cisteina) pode ser
usada em ferritinas de acordo com esta descricdo. Em algumas
modalidades, a por¢cao imunoestimulatoria € um agonista de células B.
[0198] Em algumas modalidades, a por¢éo imunoestimulatéria ndo
é hidrofébica. Em algumas modalidades, a por¢cao imunoestimulatoria €
hidrofilica. Em algumas modalidades, a por¢cdo imunoestimulatéria é
polar. Em algumas modalidades, a por¢cdo imunoestimulatoria é capaz
de ligacdo de hidrogénio ou ligacéo ibnica, por exemplo, compreende
um doador de ligacao de hidrogénio, aceitador de ligacao de hidrogénio,
porcdo catidnica ou porcdo anibnica. Uma porcdo € considerada
cationica ou anidnica se for ionizada em solu¢cdo aquosa em um pH
fisiologicamente relevante, tal como pH 6, 7, 7,4 ou 8.

[0199] Em algumas modalidades, a por¢cao imunoestimulatoria € um
adjuvante. Em algumas modalidades, o adjuvante compreende um
padrdo molecular associado a patégenos (PAMP). Em algumas
modalidades, o adjuvante € um agonista do receptor tipo Toll (TLR) ou
estimulador dos genes do interferon (STING). Em algumas modali-
dades, o adjuvante ativa a sinalizacdo de TLR em célulasBe/ou T. Em
algumas modalidades, o adjuvante regula a resposta imune adaptativa.
(1) Agonistas de TLR2

[0200] Em algumas modalidades, a por¢ao imunoestimulatoria € um
agonista de TLR2. Em algumas modalidades, a por¢ado imunoesti-
mulatoria estimula a sinalizagdo de TLR2. Em algumas modalidades, a
porcdo imunoestimulatéria € um ligando de pequena molécula sintético
de TLR2. Em algumas modalidades, a por¢cédo imunoestimulatoria € um
agonista de pequena molécula sintético de sinalizacdo de TLR2.

7

[0201] Em algumas modalidades, o agonista de TLR2 ¢é
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PAM2CSK4, FSL-1 ou PAM3CSK4.

(2) Agonistas de TLR7/8

[0202] Em algumas modalidades, a por¢do imunoestimulatoria € um
agonista de TLR7 e / ou TLR8 (isto €, um agonista de pelo menos um
dentre TLR7 e TLR8). Em algumas modalidades, a porcdo
imunoestimulatéria estimula a sinalizacdo de TLR7 e / ou TLR8. Em
algumas modalidades, a por¢cdo imunoestimulatoria € um ligando de
pequena molécula sintético de TLR7 e / ou TLR8. Em algumas
modalidades, a porcdo imunoestimulatoria € um agonista de pequena
molécula sintético de sinalizacédo de TLR7 e / ou TLRS.

[0203] Em algumas modalidades, o agonista de TLR7 e / ou TLRS8
é de fita simples (ssRNA). Em algumas modalidades, o agonista de
TLR7 e / ou TLR8 é uma imidazoquinolina. Em algumas modalidades, o
agonista de TLR7 e / ou TLR8 é um analogo de nucleosideo.

[0204] Em algumas modalidades, o agonista de TLR7 e / ou TLRS8
€ um agonista do receptor do tipo Toll de imidazoquinolinamina (TLR),
tal como 3M-012 (3M Pharmaceuticals). A estrutura de 3M-012 livre é:

[0205] Entende-se que uma porcédo imunoestimulatéria, tal como
3M-012 ou qualquer por¢cao aqui discutida, pode ser conjugada a uma
ferritina substituindo um atomo periférico apropriado da porcéo (por
exemplo, um hidrogénio) por uma ligagcdo a uma ferritina aqui descrita,
por exemplo, no enxofre de uma cisteina exposta na superficie ou um
ligante ligado a tal enxofre. Assim, quando conjugado a uma ferritina, a
estrutura da porcdo imunoestimulatéria sera ligeiramente diferente da
estrutura da molécula livre.

[0206] Em algumas modalidades, o agonista de TLR7 e / ou TLR8
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€ SM 7/8a. A estrutura de SM 7/8a livre é:

[0207] Ver, por exemplo, Nat Biotechnol. Novembro de 2015; 33
(11): 1201-10. doi: 10.1038/nbt.3371.

(3) Agonistas de TLR9

[0208] Em algumas modalidades, a por¢do imunoestimulatoria € um
agonista de TLR9. Em algumas modalidades, a por¢cdo imunoesti-
mulatéria estimula a sinalizacdo de TLR9. Em algumas modalidades, a
porcdo imunoestimulatéria € um ligando de pequena molécula sintético
de TLR9. Em algumas modalidades, a por¢cédo imunoestimulatoria é um
agonista de pequena molécula sintético de sinalizacdo de TLR9.

[0209] Em algumas modalidades, o agonista de TLR9 é um
oligodeoxinucleotideo CpG (ODN). Em algumas modalidades, o
agonista de TLR9 é um CpG ODN ndo metilado. Em algumas
modalidades, o CpG ODN compreende uma estrutura de fosforotioato
(PS) parcial ou completa em vez da estrutura de fosfodiéster (PO)
natural encontrada no DNA comum.

[0210] Em algumas modalidades, o CpG ODN é um ODN de Classe
B, que compreende um ou mais motivos CpG de 6 mondmeros
compreendendo 5’ Purina (Pu)-Pirimidina (Py)-C-G-Py-Pu 3’; tem uma
estrutura totalmente fosforotioato (isto €, modificada com PS); e tem um
comprimento de 18 a 28 nucleotideos. Em algumas modalidades, o CpG
ODN compreende a sequéncia de SEQ ID NO: 210, opcionalmente
compreendendo ligacdes fosforotioato na estrutura.

[0211] Em algumas modalidades, o agonista de TLR9 compreende
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uma sequéncia imunoestimulatoria (ISS). Em algumas modalidades, o
agonista de TLR9 é ISS-1018 (Dynavax) (SEQ ID NO: 210).

(4) Agonistas de STING

[0212] Em algumas modalidades, a porcédo imunoestimulatoria € um
agonista de STING (estimulador da proteina dos genes interferon,
também conhecido como estimulador do reticulo endoplasmatico IFN).
Em algumas modalidades, a por¢do imunoestimulatoria estimula a
sinalizacdo de STING. Em algumas modalidades, a porcao imunoesti-
mulatéria € um ligante de pequena molécula sintético de STING. Em
algumas modalidades, a por¢do imunoestimulatdria € um agonista de
peguena molécula sintético de sinalizacdo de STING.

[0213] Em algumas modalidades, o agonista de STING €& um
dinucleotideo ciclico (CDN). Ver, por exemplo, Danilchanka e outros,
Cell 154: 962 a 970 (2013). CDNs exemplificativos incluem cdA, cdG,
CAMP-cGMP e 2'-5’, 3-5° cGAMP (ver Danilchanka e outros para
estruturas). Os agonistas de STING também incluem agonistas

sintéticos, tal como DMXAA

O

CHj O
OH

b) Polipeptideos de VSR Conjugados

[0214] Em algumas modalidades, um polipeptideo de VSR é
conjugado a um aminoacido de ferritina exposto na superficie. Em
algumas modalidades, o polipeptideo de VSR torna a proteina ferritina
antigénica. Em algumas modalidades, o polipeptideo de VSR é
antigénico isoladamente, enquanto em algumas modalidades, o

polipeptideo de VSR € antigénico devido a sua associacdo com a
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ferritina. Em algumas modalidades, o polipeptideo de VSR é qualquer
um dos polipeptideos de F ou G de VSR aqui descritos.

c) Conjugacéao

[0215] Em algumas modalidades, uma cisteina exposta ha
superficie (por exemplo, resultante de uma mutacéo aqui descrita) ou
uma cisteina em um ligante peptidico ligado a ferritina (por exemplo, N-
terminalmente a ferritina) é usada para conjugar uma porcao
imunoestimulatéria, tal como um adjuvante ou um polipeptideo de VSR
a uma ferritina. Em algumas modalidades, um ligante é conjugado a tal
cisteina, cujo ligante pode ser subsequentemente conjugado a uma
porcdo imunoestimulatoria, tal como um adjuvante ou um polipeptideo
de VSR. Em algumas modalidades, tal cisteina cria uma alga quimica
para reacOes de conjugacao para ligar um adjuvante, ligante, ou um
polipeptideo de VSR. Em algumas modalidades, os bioconjugados sao
produzidos, em que uma por¢ado imunoestimulatéria, tal como um
adjuvante ou um polipeptideo de VSR, é ligada a uma ferritina ap6s a
reducdo de tal cisteina. Em algumas modalidades, a cisteina € uma
cisteina exposta na superficie ndo pareada, isto é, que ndo tem uma
cisteina parceira em uma posicao apropriada para formar uma ligacao
dissulfeto. Em algumas modalidades, a cisteina é uma cisteina nao
pareada que compreende uma cadeia lateral de tiol livre.

(1) Tipos de Reacdes Quimicas de Conjugacéao

[0216] Qualquer tipo de reacdo quimica pode ser usado para
conjugar a porcéo imunoestimulatoria, tal como um adjuvante, ou um
polipeptideo de VSR com a ferritina, por exemplo, por meio da reacao
de um aminoacido exposto na superficie, tal como cisteina ou outro
aminoacido, tal como Lys, Glu ou Asp.

[0217] Em algumas modalidades, a conjugacéo é realizada usando
reacdo quimica de clique. Conforme usado neste documento, “reacéo

quimica de clique” se refere a uma reacdo entre um par de grupos

Peticao 870200122644, de 29/09/2020, pag. 75/315



66/118

funcionais que reagem rapida e seletivamente (isto €, “clique”) entre si.
Em algumas modalidades, a reacdo quimica de clique pode ser
realizada em condigbes aquosas suaves. Em algumas modalidades,
uma reacdo quimica de clique tira vantagem de uma cisteina na
superficie da ferritina, tal como uma cisteina resultante da mutacédo de
um aminoacido exposto na superficie, para realizar a reacéo quimica de
clique usando um grupo funcional que pode reagir com a cisteina.
[0218] Uma variedade de reacfes que cumprem os critérios para a
reacdo quimica de clique é conhecida no campo, e um versado na
técnica poderia usar qualquer uma de uma série de metodologias
publicadas (ver, por exemplo, Hein e outros, Pharm Res 25 (10): 2216
a 2230 (2008)). Uma ampla gama de reagentes disponiveis
comercialmente para reacao quimica de clique pode ser usada, tal como
os de Sigma Aldrich, Jena Bioscience, ou Lumiprobe. Em algumas
modalidades, a conjugacdo € realizada usando reag¢do quimica de
cligue, conforme descrito nos Exemplos abaixo.

[0219] Em algumas modalidades, a reag&o quimica de clique ocorre
apos a reducéao da ferritina.

[0220] Em algumas modalidades, a reacdo quimica de clique pode
ser uma reacao de cliqgue de 1 etapa. Em algumas modalidades, a
reacdo quimica de cliqgue pode ser uma reacédo de clique em 2 etapas.
[0221] Em algumas modalidades, as reacbes compreendem
reacdes quimicas de clique livres de metal. Em algumas modalidades,
a(s) reacao(bes) compreende(m) troca de tiol-maleimida e / ou
dissulfeto.

Reacdo Quimica de Clique Livre de Metal

[0222] A reacdo quimica de clique livre de metal pode ser usada
para reacdes de conjugacdo para evitar a oxidacdo potencial de
proteinas. A reacdo quimica de clique livre de metal tem sido usada para

formar conjugados de anticorpos (ver van Geel e outros, Bioconjugate
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Chem. 2015, 26, 2233 a 2242).

[0223] Em algumas modalidades, a reacdo quimica de clique sem
metal é usada em reac¢des para ligar o adjuvante a ferritina. Em algumas
modalidades, a conjugacéo livre de cobre € usada nas reacdes para
ligar o adjuvante a ferritina. Em algumas modalidades, a rea¢do quimica
de clique livre de metal usa biciclo[6.1.0]Jnonyne (BCN). Em algumas
modalidades, a reacdo quimica de clique livre de metal usa
dibenzoazaciclooctina (DBCO). Em algumas modalidades, BCN ou
DBCO reage com um grupo azida.

[0224] DBCO tem alta especificidade para grupos azida por meio de
uma reacdo de cliqgue promovida por cepa na auséncia de um
catalisador, resultando em alto rendimento de um triazol estavel. Em
algumas modalidades, DBCO reage com azida na auséncia de
catalisador de cobre.

[0225] Em algumas modalidades, a reacdo quimica de clique livre
de metal é usada em uma reacado de cliqgue de 1 etapa. Em algumas
modalidades, a reac&o quimica de clique livre de metal € usada em uma
reacao de clique de 2 etapas.

Troca de Tiol-Maleimida e Dissulfeto

[0226] As ferritinas aqui descritas podem compreender uma cisteina
compreendendo um tiol, também conhecido como sulfidrila, que esta
disponivel para reacdo com grupos quimicos reativos a sulfidrila (ou que
pode ser disponibilizada por meio de reducéo). Assim, a cisteina permite
a modificacdo quimiosseletiva para adicionar uma por¢do imunoesti-
mulatéria, tal como um adjuvante, a ferritina. Em condicfes basicas, a
cisteina sera desprotonada para gerar um nucledfilo tiolato, que pode
reagir com eletrofilos moles, tal como maleimidas e iodoacetamidas. A
reacdo da cisteina com uma maleimida ou iodoacetamida resulta em
uma ligacao carbono-enxofre.

[0227] Em algumas modalidades, um grupo quimico reativo a
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sulfidrila reage com a cisteina exposta na superficie ou cisteina no
ligante da ferritina. Em algumas modalidades, o grupo quimico reativo a
sulfidrila é uma haloacetila, maleimida, aziridina, acriloila, agente de
arilacéo, vinilsulfona, piridil dissulfeto ou TNB-tiol.

[0228] Em algumas modalidades, o grupo quimico reativo a
sulfidrila se conjuga a sulfidrila da cisteina por alquilacdo (isto €,
formacdo de uma ligacdo tioéter). Em algumas modalidades, o grupo
qguimico reativo a sulfidrila se conjuga com a sulfidrila da cisteina por
troca de dissulfeto (isto é, formacédo de uma ligacéo dissulfeto).

[0229] Em algumas modalidades, a reacdo para conjugar uma
porcdo imunoestimulatéria, tal como um adjuvante, a ferritina € uma
reacao tiol-maleimida.

[0230] Em algumas modalidades, o grupo quimico reativo a
sulfidrila € uma maleimida. Em algumas modalidades, a reacdo de uma
maleimida com a cisteina resulta na formacao de uma ligacéo tioéster
estavel, por exemplo, que nao é reversivel. Em algumas modalidades,
a maleimida ndo reage com tirosinas, histidinas ou metioninas na
ferritina. Em algumas modalidades, as maleimidas que n&o reagiram
sao extintas no final da reacéo pela adicéo de um tiol livre, por exemplo,
em excesso.

[0231] Em algumas modalidades, a reacdo para conjugar uma
porcdo imunoestimulatéria, tal como um adjuvante, a ferritina € uma
troca de tiol-dissulfeto, também conhecida como uma troca de
dissulfeto. Em algumas modalidades, a reacdo envolve a formacgéo de
um dissulfeto misto compreendendo uma porcgao do dissulfeto original.
Em algumas modalidades, o dissulfeto original € a cisteina introduzida
na ferritina por mutacdo de um aminoacido exposto na superficie ou
adicdo de um ligante N-terminal.

[0232] Em algumas modalidades, o grupo quimico reativo a

sulfidrila € um piridil ditiol. Em algumas modalidades, o grupo quimico
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reativo a sulfidrila € um grupo TNB-tiol.

(2) Ligantes Conjugados

[0233] Em algumas modalidades, uma porcdo imunoestimulatoria,
tal como um adjuvante ou um polipeptideo de VSR, é ligada a ferritina
por meio de um ligante que esta covalentemente ligado a um
aminoacido exposto na superficie, tal como uma cisteina. Em algumas
modalidades, o ligante compreende um polietileno glicol, por exemplo,
um ligante PEG. Em algumas modalidades, o ligante polietileno glicol
(por exemplo, PEG) aumenta a solubilidade em agua e a eficiéncia de
ligacdo da ferritina ligada a porcdo imunoestimulatoria, tal como um
adjuvante. O ligante PEG tem entre 2 e 18 PEGs de comprimento, por
exemplo, PEG4, PEG5, PEG6, PEG7, PEGS8, PEG9, PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, PEG14, PEG15, PEG16, PEG17 e PEG1S.

[0234] Em algumas modalidades, o ligante compreende uma
maleimida. Em algumas modalidades, o ligante compreende os
componentes da porgao imunoestimulatéria (ISM) - ligante - maleimida.
Em algumas modalidades, o ISM - ligante - maleimida é conjugado a
ferritina em uma reacdo quimica de clique de 1 etapa por reacédo da
maleimida com uma cisteina da ferritina. Em algumas modalidades, o
ISM do adjuvante - ligante - maleimida € SM7/8a. Em algumas
modalidades, o ligante do ISM - ligante - maleimida é PEG4. Em
algumas modalidades, o ISM -ligante - maleimida é SM7/8a - PEG4 -
maleimida.

[0235] Em algumas modalidades, um protocolo de reacé&o quimica
de cligue de 2 etapas € usado com um ligante compreendendo um grupo
quimico reativo a sulfidrila em uma extremidade e um grupo reativo a
amina na outra extremidade. Em tal protocolo de reac¢do quimica de
clique de 2 etapas, um grupo quimico reativo a sulfidrila reage com uma
cisteina da ferritina, enquanto o grupo reativo a amina reage com um

reagente ligado ao ISM. Desta forma, o ISM é conjugado a ferritina por
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meio de um conjunto de reagentes quimicos de 2 cliques.

[0236] Em algumas modalidades do protocolo de reacdo quimica de
clique de 2 etapas, 0 grupo quimico reativo a sulfidrila € maleimida. Em
algumas modalidades do protocolo de reacdo quimica de cliqgue de 2
etapas, a maleimida reage com a cisteina introduzida na ferritina por
mutacdo de um aminoacido exposto na superficie ou adicdo de um
ligante N-terminal.

[0237] Em algumas modalidades do protocolo de reacdo quimica de
clique de 2 etapas, o grupo reativo a amina é DBCO. Em algumas
modalidades do protocolo de reacdo quimica de clique de 2 etapas, o
DBCO reage com um grupo azida ligado a um ISM.

[0238] Em algumas modalidades, uma maleimida - ligante - DBCO
€ usado. Em algumas modalidades, a maleimida - ligante - DBCO é
conjugado com ferritina apdés a ferritina ser reduzida. Em algumas
modalidades, a maleimida - ligante - reagente é conjugada a ferritina por
reacdo da maleimida com a cisteina da ferritina em uma primeira etapa.
Em algumas modalidades, o DBCO ¢é usado para se ligar a um ISM
ligado a azida. Em algumas modalidades, o ISM ligado & azida é ISS-
1018. Em algumas modalidades, o adjuvante ligado a azida é 3M-012
ou CpG.

[0239] Em algumas modalidades, um ligante com um grupo reativo
€ adicionado ao ISM. Em algumas modalidades, o ligante € um ligante
PEGA4-azida ou um ligante PEG4-maleimida.

[0240] Em algumas modalidades, um ligante PEG4-azida é
conjugado com 3M-012. Uma estrutura exemplificativa de 3M-012

conjugada a um ligante PEG4-azida é:
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[0241] Em algumas modalidades, um ligante PEG4-azida é
conjugado com SM7/8a. Uma estrutura exemplificativa de SM7/8a

conjugada a um ligante PEG4-azida é:

O MN:

o)
0"
HN ’H\/\QWDJ

0!
~ >

Sl SM7/8a - PEGA4 - Azida

[0242] Em algumas modalidades, um ligante PEG4-maleimida é
conjugado com SM7/8a. Uma estrutura exemplificativa de SM7/8a

conjugada a um ligante PEG4-maleimida é:

O

SV SM7/8a - PEG4 - Maleimida #
J:I;:,J—'-l\rl
O
5]

o e MH
o~
o
HN J{/\D%DJ

o
e

[0243] Em algumas modalidades, um grupo azida € conjugado com

ISS-1018. Uma estrutura exemplificativa de I1SS-1018 conjugada a um
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ligante NHS éster-azida é:
NH;

[

N RS
2 % N
o 0<N ’N,)

25.:”0 OH
é;'\/J\/O\/""\..—fH\[(\/\/\N

0

3

E. Ligantes

[0244] Em algumas modalidades, um ligante separa a sequéncia de
aminoacidos do polipeptideo de VSR a partir da sequéncia de
aminoacidos da ferritina. Qualquer ligante pode ser usado. Em algumas
modalidades, o ligante € um ligante peptidico, que pode facilitar a
expressao do polipeptideo antigénico de ferritina como uma proteina de
fuséo (por exemplo, a partir de um Unico quadro de leitura aberto). Em
algumas modalidades, o ligante é um ligante glicina-serina. Em algumas
modalidades, o ligante glicina-serina € GS, GGGS (SEQ ID NO: 226),
2XGGGS (SEQ ID NO: 227) (ou seja, GGGSGGGS (SEQ ID NO: 227))
ou 5XGGGS (SEQ ID NO: 228). O ligante pode ser N- ou C-terminal a
ferritina.

[0245] Em algumas modalidades, o ligante tem 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9
ou 10 aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante
temcercade?2a4,2a6,2a8,2a10,2al12ou?al4 aminoacidos
de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante tem pelo menos
15 aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante
tem pelo menos 25 aminoacidos de comprimento. Em algumas
modalidades, o ligante tem pelo menos 30 aminoacidos de compri-
mento. Em algumas modalidades, o ligante tem pelo menos 35

aminoacidos de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante tem
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pelo menos 40 aminoacidos de comprimento. Em algumas modali-
dades, o ligante é menor ou igual a 60 aminoacidos de comprimento.
Em algumas modalidades, o ligante € menor ou igual a 50 aminoacidos
de comprimento. Em algumas modalidades, o ligante tem cerca de 16,
28, 40, 46 ou 47 aminoacidos de comprimento. Em algumas modali-
dades, o ligante é flexivel. Em algumas modalidades, o ligante
compreende uma cisteina, por exemplo, para uso como um sitio para a
conjugacdo de uma porcado imunoestimulatéria (por exemplo, adju-
vante); um ligante exemplificativo compreendendo uma cisteina é
fornecido como SEQ ID NO: 225. Em algumas modalidades, o ligante
compreende uma sequéncia tendo pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%
ou 95% de identidade com SEQ ID NO: 225, e compreende ainda uma
cisteina correspondente a cisteina em SEQ ID NO: 225. Em algumas
modalidades, o ligante compreende pelo menos 25 aminoacidos (por
exemplo, 25 a 60 aminoacidos), em que uma cisteina esta localizada
em uma posicdo que varia do 8° aminoacido do N-terminal ao 8°
aminoacido do C-terminal, ou dentro de 10 aminoéacidos do residuo
central ou ligacéo do ligante.

[0246] Em algumas modalidades, o ligante compreende aminoaci-
dos glicina (G) e / ou serina (S). Em algumas modalidades, o ligante
compreende ou consiste de aminoacidos glicina (G), serina (S),
asparagina (N) e / ou alanina (A) e, opcionalmente, uma cisteina como
discutido acima. Em algumas modalidades, o ligante compreende uma
sequéncia de aminoacidos tendo pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com a SEQ ID NO: 222. Em
algumas modalidades, o] ligante compreende
GGGGSGGGGSGGGGSG (SEQ ID NO: 220),
GGSGSGSNSSASSGASSGGASGGSGGSG (SEQ ID NO: 221),
GGSGSASSGASASGSSNGSGSGSGSNSSASSGASSGGASGGSGG
SG (SEQ ID NO: 222), ou GS. Em algumas modalidades, o ligante
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compreende FR1 (SEQ ID NO: 223) ou FR2 (SEQ ID NO: 224).

[0247] Em algumas modalidades, a ferritina compreende ferritina de
H. pylori com a extensao amino terminal da ferritina de r&a-touro (que
sera chamada de ferritina hibrida). Em algumas modalidades, essa
ferritina hibrida forma multimeros com sitios de ligacéo de polipeptideo
de VSR distribuidos uniformemente na superficie (ver Kanekiyo 2015).
Em algumas modalidades, as proteinas de fusdo N-terminal com
ferritina hibrida permitem a apresentacdo de um polipeptideo de VSR
na superficie da nanoparticula de ferritina. Em algumas modalidades,
uma ferritina compreende um glutamato em uma posi¢cdo corres-
pondente a posicdo 13 da SEQ ID NO: 208 (ferritina hibrida, que
compreende esse glutamato) ou na posi¢do 6 na SEQ ID NO: 209
(ferritina de H. pylori de ocorréncia natural, posicdo 6 na qual esta
isoleucina). Em combinagdo com um ligante de ra-touro, acredita-se que
esse glutamato preserve a ponte de sal conservada encontrada nas
ferritinas humanas e de ra-touro (6R e 14E nas ferritinas de cadeia leve
humana e de subunidade inferior de ra-touro). Ver Kanekiyo e outros,
Cell 162, 1090 a 1100 (2015)).

[0248] Em algumas modalidades, um polipeptideo de VSR € ligado
a ferritina por meio de um ligante de cisteina - trombina - histidina. Em
algumas modalidades, este ligante € usado para conjugar diretamente
uma porcao (por exemplo, por¢cdo imunoestimulatéria ou polipeptideo
de VSR) a ferritina via reacdo quimica de clique. Uma sequéncia
exemplificativa compreendendo um ligante cisteina - trombina - histidina
€ SEQ ID NO: 218. A reacdo quimica de clique adequada para reacoes
de conjugacdo envolvendo o ligante cisteina - trombina - histidina &
discutida acima.

[0249] Em algumas modalidades, um ligante compreendendo uma
cisteina como um sitio de conjugacdo para uma porcdo imunoesti-

mulatéria, tal como um adjuvante, € usado em um construto que
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compreende uma molécula de ferritina sem uma cisteina exposta na
superficie ndo pareada, ou em um construto que compreende um
molécula de ferritina compreendendo uma cisteina exposta na
superficie ndo pareada.

[0250] Em algumas modalidades, um construto ndo compreende
um ligante. Em algumas modalidades, um construto compreende um
ligante. Em algumas modalidades, um construto compreende dois ou
mais de dois ligantes.

F. Composicdes; Usos e Métodos de Vacinacgéo

[0251] Em algumas modalidades, a presente invencdo fornece
métodos de imunizacdo de um sujeito contra a infeccdo com VSR. A
presente invencao fornece ainda métodos para produzir uma resposta
imune contra o VSR em um sujeito. Em algumas modalidades, os
presentes métodos compreendem administrar ao sujeito uma
guantidade eficaz de uma composicao farmacéutica aqui descrita a um
sujeito. Em algumas modalidades, os presentes métodos compreendem
administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um polipeptideo
antigénico de VSR, polipeptideo antigénico de ferritina, ou hanoparticula
aqui descrito a um sujeito.

[0252] Em algumas modalidades, é fornecida uma composicao
compreendendo qualquer um ou mais dos polipeptideos, nanoparticulas
ou proteinas de fusdo aqui descritos e um veiculo, adjuvante ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[0253] Em algumas modalidades, um polipeptideo, nanoparticula
ou composicdo aqui descrita € administrado a um sujeito, tal como um
ser humano, para imunizar contra infeccdo causada por VSR. Em
algumas modalidades, um polipeptideo ou proteina de fusdo aqui
descrito € administrado a um sujeito, tal como um ser humano, para
produzir uma resposta imune protetora para infeccéao futura por VSR.

Em algumas modalidades, qualquer um ou mais dos polipeptideos,

Peticéo 870200122644, de 29/09/2020, pag. 85/315



76/118

nanoparticulas ou composicdes aqui descritos sdo fornecidos para uso
na imunizagcdo contra infeccdo causada por VSR. Em algumas
modalidades, qualquer um ou mais dos polipeptideos, nanoparticulas
ou composicdes aqui descritos sao fornecidos para uso na producéo de
uma resposta imune protetora para infeccdo futura por VSR. Em
algumas modalidades, a resposta imune protetora diminui a incidéncia
de infeccao por VSR, pneumonia, bronquiolite ou asma.

[0254] Em algumas modalidades, uma composicao compreende um
polipeptideo de F de VSR aqui descrito. Em algumas modalidades, uma
composi¢cdo compreende um polipeptideo de G de VSR aqui descrito.
Em algumas modalidades, uma composicdo compreende um
polipeptideo de F de VSR aqui descrito e um polipeptideo de G de VSR.
Em algumas modalidades, uma composicdo compreende um
polipeptideo de G de VSR aqui descrito e um polipeptideo de F de VSR.
Em algumas modalidades, uma composicdo compreende um
polipeptideo de F de VSR aqui descrito e um polipeptideo de G de VSR
aqui descrito.

[0255] Em algumas modalidades, uma composicdo compreen-
dendo um polipeptideo de F de VSR aqui descrito produz uma resposta
de neutralizacao superior ao VSR em comparacdo com a imunizagcao
com um polipeptideo de F de VSR poés-fusdo. Em algumas modalidades,
a imunizacdo com um polipeptideo de F de VSR aqui descrito (por
exemplo, um polipeptideo ou nanoparticula compreendendo um
polipeptideo de F de VSR aqui descrito) produz uma titulagdo mais alta
de anticorpos dirigidos contra F de VSR pré-fusdo em comparacdo com
a imunizacdo com F de VSR pos-fusdo. Em algumas modalidades, a
imunizacdo com um polipeptideo de F de VSR aqui descrito produz uma
titulacdo mais baixa de anticorpos dirigidos contra F de VSR poés-fuséo
em comparacdo com a imunizacdo com F de VSR pés-fusdo. Em

algumas modalidades, a imunizacdo com um polipeptideo de F de VSR
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aqui descrito produz uma relagdo maior de anticorpo total sendo dirigido
contra F de VSR pré-fusdo em comparagdo com a imunizacdo com F
de VSR poés-fusdo. A imunizagcdo com um antigeno de VSR aqui descrito
pode fornecer melhor protecdo contra VSR em comparagdo com a
imunizacdo com F de VSR pés-fusdo. Epitopos presente em F de VSR
pos-fusdo, e compartihado com F pré-fusdo, podem ser nao
neutralizantes e em alguns casos foi sugerido que produzem anticorpos
gue aumentam a infeccao por VSR. Em algumas modalidades, uma
composicdo compreendendo um polipeptideo de F de VSR aqui descrito
produz uma resposta de neutralizagdo superior ao VSR enquanto
diminui os anticorpos dirigidos contra F de VSR pos-fusdo. Assim, em
algumas modalidades, uma composicdo compreendendo um
polipeptideo de F de VSR descrito neste documento produz uma maior
titulacdo de neutralizacdo de VSR para resposta de ligacdo a F pos-
fuséo.

[0256] Em algumas modalidades, a imunizacdo com um antigeno
VSR aqui descrito produz um perfil de seguranca melhorado em
comparacdo com a imunizacdo com um F de VSR pés-fuséo. Este perfil
de seguranca melhorado pode estar relacionado ao bloqueio de
epitopos ndo neutralizantes ou epitopos fracamente neutralizantes
presentes na conformacdo pos-fusdo. Foi descrito que os anticorpos
gue se ligam a conformacao pés-fusdo podem aumentar a infeccéo por
VSR por meio de infec¢do viral mediada por anticorpos. Assim, 0s
anticorpos pos-fusdo que n&o neutralizam significativamente o virus
VSR podem aumentar a infeccdo por VSR, tal como aqueles que
reconhecem a conformacéao pré-fuséo e pos-fuséo.

[0257] Em algumas modalidades, uma composicdo compreen-
dendo um polipeptideo de G de VSR aqui descrito produz uma resposta
de neutralizacao ao VSR.

[0258] Em algumas modalidades, uma COmposicao
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compreendendo um polipeptideo de F de VSR e G de VSR aqui descrito
produz uma resposta de neutralizacdo ao VSR. Em algumas
modalidades, uma composi¢cdo compreendendo um polipeptideo de F
de VSR e G de VSR aqui descrito fornece protecdo melhorada contra
VSR, por exemplo, uma titulagcdo de neutralizacdo mais alta do que uma
composicdo que ndo compreende ambos os antigenos.

1. Sujeitos

[0259] Em algumas modalidades, o sujeito € um mamifero. Em
algumas modalidades, o sujeito € um ser humano.

[0260] Em algumas modalidades, o sujeito € um adulto (maior ou
igual a 18 anos de idade). Em algumas modalidades, o sujeito é uma
crianga ou adolescente (com menos de 18 anos de idade). Em algumas
modalidades, o sujeito é idoso (com mais de 60 anos de idade). Em
algumas modalidades, o sujeito € um adulto ndo idoso (maior ou igual a
18 anos de idade e menor ou igual a 60 anos).

[0261] Em algumas modalidades, mais de uma administragcdo da
composi¢ao € administrada ao sujeito. Em algumas modalidades, uma
administracdo de reforco melhora a resposta imune.

[0262] Em algumas modalidades, qualquer um ou mais dos
polipeptideos antigénicos ou composi¢cdes aqui descritas sdo para uso
em um mamifero, tal como um primata (por exemplo, primata ndo um
ser humano, tal como um macaco (por exemplo, um macaco, tal como
rhesus ou cynomolgus) ou macaco grande), roedor (por exemplo,
camundongo ou rato), ou mamifero domesticado (por exemplo, céo,
coelho, gato, cavalo, ovelha, vaca, cabra, camelo, ou burro). Em
algumas modalidades, qualquer um ou mais dos polipeptideos antigé-
nicos ou composicdes aqui descritas sdo para uso em um passaro, tal
como uma ave (por exemplo, frango, peru, pato, ganso, galinha, ou
cisne).

2. Adjuvantes
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[0263] Conforme descrito neste documento, os adjuvantes podem
ser conjugados a ferritina por meio de um aminoacido exposto na
superficie, por exemplo, uma cisteina. O adjuvante ndo conjugado
também pode ser administrado juntamente com os polipeptideos
antigénicos de ferritina descritos neste documento a um sujeito. Em
algumas modalidades, a administracdo de adjuvante juntamente com o
polipeptideo antigénico de ferritina produz uma titulacdo mais alta de
anticorpos contra o polipeptideo de VSR no sujeito em comparagao com
a administrac&o do polipeptideo de VSR isoladamente, ou polipeptideo
antigénico de ferritina isoladamente, sem o adjuvante. Um adjuvante
pode promover uma resposta imune mais precoce, mais potente ou
mais persistente ao polipeptideo antigénico.

[0264] Em algumas modalidades, uma composicao compreende um
adjuvante. Em algumas modalidades, uma composi¢cdo compreende
mais de um adjuvante. Em algumas modalidades, uma composi¢cdo néao
compreende um adjuvante.

[0265] Em algumas modalidades, um adjuvante compreende
aluminio. Em algumas modalidades, um adjuvante € fosfato de aluminio.
Em algumas modalidades, um adjuvante € Alume (Alyhydrogel ‘85 2%;
Brenntag — Cat# 21645-51-2).

[0266] Em algumas modalidades, um adjuvante é um adjuvante
organico. Em algumas modalidades, um adjuvante € um adjuvante a
base de 6leo. Em algumas modalidades, um adjuvante compreende
uma nanoemulsao de 6leo em agua.

[0267] Em algumas modalidades, um adjuvante compreende
esqualeno. Em algumas modalidades, o adjuvante que compreende
esqualeno é Ribi (sistema adjuvante Sigma Cat # S6322-1vl),
Addavax™ MF59, AS03 ou AFO03 (ver US9703095). Em algumas
modalidades, o adjuvante que compreende esqualeno é uma

nanoemulsao.
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[0268] Em algumas modalidades, um adjuvante compreende um
polimero de acido poliacrilico (PAA). Em algumas modalidades, o
adjuvante que compreende PAA é SPA09 (ver WO 2017218819).
[0269] Em algumas modalidades, um adjuvante compreende 6leos
nao metabolizaveis. Em algumas modalidades, o adjuvante é Adjuvante
Incompleto de Freund (IFA).

[0270] Em algumas modalidades, um adjuvante compreende 6leos
nao metabolizaveis e Mycobacterium tuberculosis morta. Em algumas
modalidades, o adjuvante é Adjuvante Completo de Freund (CFA).
[0271] Em algumas modalidades, um adjuvante €é um
lipopolissacarideo. Em algumas modalidades, um adjuvante é
monofosforil A (MPL ou MPLA).

3. Composi¢cbes Farmacéuticas

[0272] Em vérias modalidades, € fornecida uma composicao
farmacéutica que compreende um polipeptideo antigénico de ferritina
aqui descrito e / ou entidades relacionadas. Em algumas modalidades,
a composicao farmacéutica é uma composicdo imunogénica (por
exemplo, uma vacina) capaz de produzir uma resposta imune, tal como
uma resposta imune protetora contra um patogeno.

[0273] Por exemplo, em algumas modalidades, as composi¢coes
farmacéuticas podem compreender um ou mais dos seguintes: (1) uma
proteina ferritina antigénica compreendendo (i) uma mutacdo que
substitui um aminoacido exposto na superficie por uma cisteina e (ii) um
polipeptideo de VSR; (2) uma proteina ferritina antigénica compreen-
dendo (i) uma mutacdo que substitui um aminoacido exposto na
superficie por uma cisteina e uma porcao imunoestimulatéria ligada a
cisteina; e (ii) um polipeptideo de VSR; (3) proteina ferritina antigénica
compreendendo (i) uma cisteina exposta na superficie, (i) um ligante
peptidico N- terminal para a proteina ferritina, e (iii) um polipeptideo de

VSR N-terminal para o ligante peptidico; (4) uma proteina ferritina
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antigénica compreendendo: (i) uma mutagcdo que substitui um
aminoacido exposto na superficie por uma cisteina e uma porcéo
imunoestimulatéria ligada a cisteina, (i) uma mutacdo que substitui a
cisteina interna na posicao 31 de ferritina de H. pylori, ou uma mutacéo
de uma cisteina interna em uma posi¢ao que é analoga a posicao 31 de
uma ferritina ndo H. pylori determinada por alinhamento de pares ou
estrutural, por um aminoacido néo cisteina, (iii) uma mutacdo que
substitui uma asparagina exposta na superficie por um aminoacido néo
asparagina, e (iv) um polipeptideo de VSR; ou (5) uma particula de
ferritina compreendendo qualgquer uma das proteinas de ferritina
anteriores. Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica
compreende um polipeptideo antigénico de VSR compreendendo um
polipeptideo de F de VSR, em que um epitopo do polipeptideo de VSR
gue é compartilhado entre F de VSR pré-fusao e F de VSR pos-fusao é
bloqueado, e / ou um polipeptideo antigénico de VSR compreendendo
um polipeptideo de F de VSR, em que o polipeptideo de F de VSR
compreende os residuos de aminoacidos 62 a 69 e 196 a 209 da SEQ
ID NO: 26 e uma asparagina correspondendo a posicao 328, 348 ou 507
da SEQ ID NO: 26, opcionalmente em que o polipeptideo antigénico de
VSR compreende ainda ferritina.

[0274] Em algumas modalidades, a presente invencdo fornece
composicfes farmacéuticas que compreendem anticorpos ou outros
agentes relacionados com os polipeptideos antigénicos aqui descritos.
Em uma modalidade, a composicdo farmacéutica compreende
anticorpos que se ligam a e / ou competem com um polipeptideo
antigénico aqui descrito. Alternativamente, 0s anticorpos podem
reconhecer particulas virais compreendendo 0 componente
polipeptideo de VSR de um polipeptideo antigénico aqui descrito.
[0275] Em algumas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas

aqui descritas sdo administradas isoladamente ou em combinacdo com
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um ou mais agentes para aumentar uma resposta imune, por exemplo,
um adjuvante descrito acima. Em algumas modalidades, uma compo-
sicdo farmacéutica compreende ainda um adjuvante descrito acima.
[0276] Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica
compreende ainda um carreador ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Conforme usado neste documento, o termo “carreador”
refere-se a um diluente, adjuvante, excipiente ou veiculo com o qual
uma composicado farmacéutica € administrada. Em modalidades
exemplificativas, os carreadores podem incluir liquidos estéreis, tal
como, por exemplo, agua e 6leos, incluindo 6leos de petrdleo, animal,
vegetal ou de origem sintética, tal como, por exemplo, Oleo de
amendoim, 6leo de soja, 6leo mineral, éleo de gergelim e similares. Em
algumas modalidades, os carreadores sao ou incluem um ou mais
componentes solidos. Os carreadores farmaceuticamente aceitaveis
também podem incluir, mas ndo estdo limitados a, solucdo salina,
solucao salina tamponada, dextrose, glicerol, etanol e combinac¢des dos
mesmos. Como usado aqui, um excipiente é qualquer agente nao
terapéutico que pode ser incluido em uma composicao farmacéutica,
por exemplo, para fornecer ou contribuir para uma consisténcia
desejada ou efeito estabilizador. Excipientes farmacéuticos adequados
incluem, mas nao estéo limitados a, amido, glicose, lactose, sacarose,
gelatina, malte, arroz, farinha, giz, gel de silica, estearato de sdédio,
monoestearato de glicerol, talco, cloreto de sodio, leite em po
desnatado, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol e similares. Em varias
modalidades, a composicao farmacéutica € esteéril.

[0277] Em algumas modalidades, a composi¢do farmacéutica
contém pequenas quantidades de agentes molhantes ou emulsificantes,
ou agentes tamponantes de pH. Em algumas modalidades, as
composi¢cdes farmacéuticas de podem incluir qualquer um de uma

variedade de aditivos, tal como estabilizadores, tampdes ou
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conservantes. Além disso, agentes auxiliares, estabilizadores,
espessantes, lubrificantes e agentes corantes podem ser incluidos.
[0278] Em varias modalidades, a composi¢cdo farmacéutica pode
ser formulada para se adequar a qualquer modo de administracéo
desejado. Por exemplo, a composicado farmacéutica pode assumir a
forma de solucgdes, suspensbdes, emulsdes, gotas, comprimidos, pilulas,
granulos, capsulas, cipsulas contendo liquidos, capsulas de gelatina,
pos, formulacdes de liberacdo sustentada, supositorios, emulsdes,
aerossois, aspersoes, suspensoes, po liofilizado, suspenséo congelada,
po dessecado, ou qualquer outra forma adequada para uso. Conside-
racoes gerais sobre a formulacéo e a fabricacdo de agentes farmacéu-
ticos podem ser encontradas, por exemplo, em Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 19 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA,
1995; aqui incorporado por referéncia.

[0279] A composicao farmacéutica pode ser administrada por meio
de qualquer via de administragédo. As vias de administracao incluem, por
exemplo, oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intranasal, mucosa, epidural, sublingual, intranasal,
intracerebral, intravaginal, transdérmica, retal, por instilacdo
intratraqueal, instilacdo brénquica, inalacéo, ou tépica. A administracéao
pode ser local ou sistémica. Em algumas modalidades, a administragéao
€ realizada por via oral. Em outra modalidade, a administracdo € por
injecdo parentérica. Em alguns casos, a administracdo resulta na
liberagdo do polipeptideo antigénico de ferritina aqui descrito na
corrente sanguinea. O modo de administracdo pode ser deixado a
critério do médico.

[0280] Em algumas modalidades, a composicdo farmacéutica é
adequada para administracado parentérica (por exemplo, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal e subcutanea). Essas composi¢coes

podem ser formuladas como, por exemplo, solucdes, suspensdes,
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dispersbes, emulsdes e similares. Elas também podem ser fabricadas
na forma de composicdes solidas estéreis (por exemplo, composi¢ao
liofilizada), que podem ser dissolvidas ou suspensas em meio injetavel
estéril imediatamente antes do uso. Por exemplo, a administracédo
parentérica pode ser realizada por injecdo. Em tais modalidades, os
injetaveis sdo preparados em formas convencionais, isto €, como
solugbes ou suspensdes liquidas, formas solidas adequadas para
solucéo ou suspensdo em liquido antes da injecdo, ou como emulsdes.
Em algumas modalidades, as solucdes e suspensdes de injecdo séo
preparadas a partir de pGs estéreis, pos liofilizados, ou granulos.

[0281] Em uma outra modalidade, a composicdo farmacéutica é
formulada para entrega por inalacéo (por exemplo, para entrega direta
aos pulmdes e ao sistema respiratorio). Por exemplo, a composi¢cao
pode assumir a forma de uma aspersao nasal ou qualquer outra formu-
lacdo de aerossol conhecida. Em algumas modalidades, as prepara-
¢cOes para administracéo por inalagdo ou aerossol compreendem uma
pluralidade de particulas. Em algumas modalidades, tais preparacfes
podem ter um tamanho médio de particula de cerca de 1, cerca de 2,
cerca de 3, cerca de 4, cerca de 5, cerca de 6, cerca de 7, cerca de 8,
cerca de 9, cerca de 10, cercade 11, cerca de 12 ou cerca de 13 micra.
Em algumas modalidades, as preparacdes para administracdo por
inalacdo ou aerossol sdo formuladas como um pd seco. Em algumas
modalidades, as preparacfes para administracdo por inalacdo ou
aerossol sdo formuladas como um po6 umido, por exemplo, através da
inclusdo de um agente molhante. Em algumas modalidades, o agente
molhante é selecionado a partir do grupo que consiste de agua, solucéao
salina ou outro liquido de pH fisiolégico.

[0282] Em algumas modalidades, a composi¢do farmacéutica de
acordo com a invencdo é administrada como gotas na cavidade nasal

ou bucal. Em algumas modalidades, uma dose pode compreender uma
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pluralidade de gotas (por exemplo, 1 a 100,1a50,1a20,1a10,1a
5, etc.).

[0283] A presente composicao farmacéutica pode ser administrada
em qualquer dose apropriada para atingir um resultado desejado. Em
algumas modalidades, o resultado desejado é a inducdo de uma
resposta imune adaptativa de longa duracdo contra a fonte de um
polipeptideo de VSR presente em um polipeptideo antigénico de ferritina
presente na composicdo. Em algumas modalidades, o resultado
desejado é uma reducdo na intensidade, gravidade, frequéncia e / ou
atraso do inicio de um ou mais sintomas de infeccdo. Em algumas
modalidades, o resultado desejado é a inibicdo ou prevencdo da
infecc@o. A dose necesséaria variara de sujeito para sujeito dependendo
da espécie, idade, peso e condicdo geral do sujeito, a gravidade da
infeccéo a ser evitada ou tratada, a composi¢cao particular a ser usada,
e seu modo de administracao.

[0284] Em algumas modalidades, as composi¢des farmacéuticas de
acordo com a invencdo sao administradas em doses Unicas ou
multiplas. Em algumas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas
sdo administradas em doses multiplas administradas em dias diferentes
(por exemplo, estratégias de vacinacdo de sensibilizacao - refor¢o). Em
algumas modalidades, a composicao farmacéutica € administrada como
parte de um regime de reforco.

[0285] Em varias modalidades, a composicao farmacéutica é
coadministrada com um ou mais agentes terapéuticos adicionais. A
coadministracdo n&o requer que 0S agentes terapéuticos sejam
administrados simultaneamente, se o0 momento de sua administracao
for tal que as atividades farmacoldgicas do agente terapéutico adicional
e do(s) ingrediente(s) ativo(s) na composicdo farmacéutica se
sobreponham no tempo, exercendo assim um efeito terapéutico

combinado. Em geral, cada agente sera administrado em uma dose e
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em um cronograma determinado para esse agente.

4. Acido Nucleico / mRNA

[0286] Também é fornecido um acido nucleico que codifica um
polipeptideo antigénico aqui descrito. Em algumas modalidades, o acido
nucleico € um mRNA. Qualquer &cido nucleico capaz de sofrer traducao
resultando em um polipeptideo é considerado um mRNA para os fins
desta descrigao.

5. Kits

[0287] Também séao fornecidos aqui kits que compreendem um ou
mais polipeptideos antigénicos, acidos nucleicos, particulas de ferritina
antigénicas, particulas de lumazina sintase antigénicas, composicoes
ou composicoOes farmacéuticas aqui descritas. Em algumas modalida-
des, um kit compreende ainda um ou mais de um solvente, solucéo,

tampao, instrucdes, ou dessecante.
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Tabela 1 (Tabela de Sequéncia): Descricdo das Sequéncias

glicano K390T a VSR scF_SGSGS-bf-
pFerr_N19Q_C31S_Sl111C

SISN
IETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

PTYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEM NLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS

Descri¢ao Sequéncia SEQ ID NO

RF8085 NIH DS-CAV1 com ligante de 1

cadeia Gnica SGSGS (SEQ ID NO: 229) MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC

em ferritina de ra-touro (bf) hp SISN

N19Q C31S_sS111C (controle) (mesma IETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQOSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

sequéncia de proteina de 2, expressa PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTESNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQOFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL

com vetor de clonagem de transfeccdo DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS

transiente)

RF8090: NIH DS-CAV1 com ligante de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 2

cadeia Unica SGSGS (SEQ ID NO: 229) SISN

em ferritina de ra-touro (bf) hp IETVIEFQOKNNRLLEITREFSVN. TTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVECDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

N19Q C31s_sS111C (controle) mesma PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL

sequéncia de proteina de 1, expressa DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

com vetor de clonagem usado para a

geracdo de linhagem de células CHO

RF8100: Adicionar um tnico sitio de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 3

glicano T324N a VSR scF_SGSGS-bf- SISN

pFerr N19Q C31S_S111C] IETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTNNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN
PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RF8101: Adicionar um tnico sitio de MELLILKANAITTILTAVTECFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 4

glicano E328N a VSR scF_SGSGS-bf- SISN

pFerr N19Q C31S_sS111C IETVIEFQOKNNRLLEITREFSVN. TTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQOSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKNGSNICLTRTDRGWYCDNAG. FFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN
PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDT NTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMOSSNLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATIKCKDHATFNFLOQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS

RF8102: Adicionar um Unico sitio de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNYIDKQLLPILNKQSC 5

RF8103: Adicionar um tnico sitio de
glicano S348N a VSRscF_SGSGS-bf-
pFerr_N19Q_C31S_S111C

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNYIDKQLLPILNKQSC
SISN
IETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGNVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDT GNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQOS SNLYMSMSSWSYTHSL

DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLITFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RFB104: Adicionar um Gnico sitio de
glicano Y478S a VSR scF_SGSGS-bf-
pFerr_N19Q_C315_S111C

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNYIDKQLLPILNKQSC
SISN
IETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIEN
PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFSDPLVEPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQOFSKDIEKLLNEQVNKEM NLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLITFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RF8105: Adicionar um Gnico sitio de
glicano R507N a VSR scF_SGSGS-bf-
pFerr N19Q C31S_S111C

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPTILNKQSC
SISN
IETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVECDTMNSRTLPSEVNLCNVDIEFN

PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDT GNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFINKSDELLSGSGSESQVRQQOFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS
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RF8106: RF8108 com I217P que aumenta mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikgeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvlihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvidlknyidkgllpilnkgsc 9

a expressdo, e remocdo de ligagdo sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpewklhtsplcttntkegsnicltrtdrgwycdnagsvsffpgaetckvgsnryvfcdtmnsrtlpsevnleny

dissulfeto (DS) de DS-CAV1 removido, difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkqegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisqunekingslafirksdellsgsgsesqvrggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy

resultando em expressdo ainda mais thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehkfegltgifgkayeheghisesinnivdhaikckdhatfnflgwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

alta relativa a RF8085 (ou RF8090)

RFB8107: Substituicao de prolina mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikqeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltikvidlknyidkqllpilnkgsc 10

(I217P) de RF8108 e substituicdo de sisnpetviefggknlrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpcwklhtsplcttntkegsnicltrtdrgwycdnagsvsffpgaetckvgsnrvfcdtmnsrtlpsevnlceny

cavidade hidrofébica de RF8111 difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisqvnekingslafirksdellsgsgsesqvrggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy

(N228L) juntamente com a remocdo de thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvqltsisapehkfegltqifqkayeheghisesinnivdhaikckdhatfnflqwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

ligacdo dissulfeto de DS-CAV1

RF8108: Substituicdo de prolina MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 11

I217P para estabilizar a hélice SISN

central pré-fusdo (enquanto DS de PETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

DS-CAV1 presente) e aumentar a PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL

expressao DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RF8109: Preenchimento da cavidade MELLILKANAITTILTAVTECFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 12

hidrofébica de Q224L em VSR SISN

scF_SGSGS-bf-pFerr N19Q C31S_S111C IETVIEFLOKNNRLLEITREFSVN. TTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQOSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAG: FFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN
PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTESNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQOFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATIKCKDHATFNFLOQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS

RF8110: Substituicbes de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 13

preenchimento de cavidade SISN

hidrofébica de Q224L e Q225V em VSR IETVIEFLVKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

scF_SGSGS-bf-pFerr N19Q C31s_sS111C PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEM NLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RF8111: Substituic&o de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 14

preenchimento de cavidade SISN

hidrofébica de N228L em VSR IETVIEFQQKNLRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

scF_SGSGS-bf-pFerr N19Q C31s_sS111C PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEM NLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

RF8112 Substituicdo de preenchimento MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGATIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNY IDKQLLPILNKQSC 15

de cavidade hidrofébica de N228F em SISN

VSR scF_SGSGS-bf- IETVIEFQQKNFRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMCIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNVDIFN

pFerr_N19Q C31s_sllicC PKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDT GNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSGSGSESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMOS SNLYMSMSSWSYTHSL
DGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLITFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATKCKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS

RF8113 (Mutacdo I217P de RF8106 mellilkanaittiltavtfcfasgqniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikqeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvlihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvidlknyidkgllpilnkgsc 16

enquanto removendo DS de DS-CAVI e sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrqgsysimsiikeevlayvvqlplygvidtpewklhtsplettntkegsnicltrtdrgwycdnagsvsffpgaetckvgsnryfcdtmnsrtlpsevnleny

com ferritina Wt serlll e CYS difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisqvnekingslafirksdellsgsgsesqurggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy

manipulado de K79C para conjugacdo) thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvqltsisapehcfegltqifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflqwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladgyvkgiaksrks

RF8117 (Combinacoes de mutacées de mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkcngtdakvklikgeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvlidlknyidkqllpilnkgsc 17

expressdo / secrecdo aprimoradas bem sisnpetviefggknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpcewklhtsplcttntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnrvfedtmnsrtlpsevnlcenv

sucedidas acima (Figura 2): No DS, difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvipsdefdasisqvnekingslafinksdellsgsgsesqurggfskdiekllnegqvnkemgssnlymsmsswsy

1217P, E328N, S$348N, R507N, thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehCfegltqgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflqwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

ferritinkK79C)

RF8122 (RF8117 acima com K498L mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikgeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvlhlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvldlknyidkgllpilnkgsc 18

adicional e K508Q para remover
clivagem pela protease (baseado em
LYS) e estabilidade/expressdo

aumentada)

sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrqgsysimsiikeevlayvvglplygvidtpewklhtsplettntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnrvfcdtmnsrtlpsevnleny
difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisqvnelingslafingsdellsgsgsesqvrggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy
thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehcfegltqgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflqwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks
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RF8123 (RF8117 com C’s em 69 e 212 mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkvngtdakvklikgeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvlhlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvldlknyidkqllpilnkgsv 19

nocaute para conjugagdo especifica a sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpewklhtsplcttntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnryvfcdtmnsrtlpsevnleny

ferritina CYS: C69V, C212V) difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisqgvnekingslafinksdellsgsgsesqgvrggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy
thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehcfegltgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflgwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

RF8134 (RF8122 como com mutacoes mellilkanaittiltavtfcfasgqgniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkecngtdakvklikqeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltikvidlknyidkqllpilnkgsc 20

K528N e K532N para limitar a sisnpetviefggknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpcewklhtsplettntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnrvfedtmnsrtlpsevnlenv

instabilidade da proteélise difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvfpsdefdasisgvnelingslafingsdellsgsgsesqurggfsndienllneqvnkemgssnlymsmsswsy
thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehcfegltgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflgwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

RF8135: RF8122 como com mutacoes mellilkanaittiltavtfcfasgqgniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikqeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvihlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvidlknyidkqllpilnkgsc 21

K465N e K470N para limitar a sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpcwklhtsplcttntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnrvfcdtmnsrtlpsevnlcny

instabilidade da protedlise difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegnslyvngepiinfydplvfpsdefdasisqvnelingslafingsdellsgsgsesqvrggfskdiekllnegvnkemgssnlymsmsswsy
thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehcfegltqgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflqwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

RF8136: RF8122 como com mutacdes mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikgeldkyknavtelgllmgsgnvglggaiasgvavskvlhlegevnkiksallstnkavvslsngvsvltfkvldlknyidkgllpilnkgsc 22

K465N, K470N, K528N e K532N para sisnpetviefqgknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimsiikeevlayvvglplygvidtpcwklhtsplcttntkngsnicltrtdrgwycdnagnvsffpgaetckvgsnryvfcdtmnsrtlpsevnlcny

limitar a instabilidade da difnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegnslyvngepiinfydplvfpsdefdasisqvnelingslafingsdellsgsgsesqvrggfsndienllneqgvnkemgssnlymsmnsswsy

protedlise thsldgaglflfdhaaeeyehakkliiflnennvpvgltsisapehcfegltgifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflgwyvaegheeevlfkdildkielignenhglyladqyvkgiaksrks

RF8140: RF8122 com R523Q no ligante MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMGSGNVGLGGAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNYIDKQLLPILNKQSC 23

de r&-touro mutado para impedir a SISNPETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKNGSNICLTRTDRGWYCDNAGNVSFFPQAETCKVOSNRVFCDTMNSRTLPSEVNLCNV

potencial proteélise em células CHO DIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNELINQSLAFINQSDELLSGSGSESQVQQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLY] Y
THSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHCFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATKSKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRKS

P6s-F, molécula de controle de MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELOLLMOSTPATNNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNVTLSKKRKRRATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLS 24

referéncia NGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSI IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQ
AETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPI INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLGLEVLFQGPHHHH
HHHHSAWSHPQFEK

DS-CAV1, molécula de controle mellilkanaittiltavtfcfasggniteefygstcsavskgylsalrtgwytsvitielsnikenkengtdakvklikgeldkyknavtelgllmgstpatnnrarrelprfmnytlnnakktnvtlskkrkrrflgfllgvgsaiasgvavckvlhlegevnkiksall 25

positivo stnkavvslsngvsvltfkvldlknyidkgllpilnkgscsisnietviefggknnrlleitrefsvnagvttpvstymltnsellslindmpitndgkklmsnnvgivrggsysimciikeevlayvvglplygvidtpewklhtsplcttntkegsnicltrtdrgwyed
nagsvsffpqaetckvgsnrvfcdtmnsltlpsevnlcenvdifnpkydckimtsktdvsssvitslgaivscygktkctasnknrgiiktfsngedyvsnkgvdtvsvgntlyyvnkgegkslyvkgepiinfydplvipsdefdasisqgvnekingslafirksdellsgg
ssgssggsdiikllnegvnkemgssnlymsmssweythsldgagl £1fdhaaceyehakkliiflnennvpvgltsisapehkfegltqifgkayeheghisesinnivdhaikskdhatfnflgwyvaegheeevl fkdildkielignenhglyladqgyvkgiaksrksg
s

Ocorréncia natural, F Nativo de VSR MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPPTNNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSATIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALL 26

(cepa A2) STNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCD
NAGSVSFFPQAETCKVQOSNRVFCDTMNSLTLPSEINLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI IKTFSNGCDYVSNKGMDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV
NAGKSTTNIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

G de VSR cepa A Nativa MSKNKDQRTAKTLERTWDTLNHLLFISSCLYKLNLKSVAQITLSILAMIISTSLIIVAIIFIASANHKIT 27

UniProtKB/Swiss-Prot: P27022.1 STTTIIQDATNQIKNTTPTYLTQNPQLGISPSNPSDITSLITTILDSTTPGVKSTLQSTTVGTKNTTTTQ
AQPNKPTTKQRQNKPPSKPNNDFHFEVFNFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKKPGKRTTTKPTKKPTPKT
TKKGPKPQTTKSKEAPTTKPTEEPTINTTKTNIITTLLTSNTTRNPELTSQMETFHSTSSEGNPSPSQVS
ITSEYPSQPSSPPNTPR

Ecotodominio de G de VSR, residuos NHKVTLTTAIIQDATSQIKNTTPTYLTQDPQLGISFSNLSEITSQTTTILASTTPGVKSNLQPTTVKTKNTTTTQTQPSKPTTKQRONKPPNKPNNDFHFEVENFVPCSICSNNPTCWAICKRI PNKKPGKKTTTKPTKKPTFKTTKKDHKPQTTKPKEVPTTKPTEEPTIN 28

66 a 297 TTKTNIITTLLTNNTTGNPKLTSQMETFHSTSSEGNLSPSQVSTTSEHPSQPSSPPNTTRQ

Peptideo de G de VSR A2 para Azido-PEG4-SGGSSGSSEEEGGSRONKPNNDFHFEVENFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKKEEE 29

conjugacdo com ligante Azido N-

terminal e glutamatos de

flanqueamento (aa 151 a 193

Oligodeoxinucleotideo CpG TH*G*AXC*T*G*T*G*A*A*C*G*T*T*C*G*A*G*A*T*G*A 30

(asteriscos indicam ligacées

fosforotioato)

Sequéncia de substituicdo em RF8117 GSGNVGL 31

substituida para as posicdes 98 a
144 de SEQ ID NO: 26 (F de VSR de

ocorréncia natural)
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Gecec de VSR (regido central RONKPPNKPNNDFHFEVFNFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKK 32
conservada) cepa A2 res 151 a 193
Gece de VSR (regido central RKNPPKKPKDDYHFEVFNFVPCSICGNNQLCKSICKTIPNKK 33

conservada) cepa Bl

Néo usado 34-200
bfpFerritin-N19Q/C31S5/526C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMCMSSWSYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKSKDHATFNFLQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRK 201
S
bfpFerritin-N19Q/C31S/872C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLY! YTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTCISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATIKSKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRK 202
S
bfpFerritin-N19Q/C31S/A75C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLY! YTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISCPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATIKSKDHATEFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRK 203
S
bfpFerritin- N19Q/C31S/K79C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLY! YTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHCFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHATIKSKDHATENFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRK 204
S
bfpFerritin-N19Q/C315/5100C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISECINNIVDHAIKSKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRK 205
S
bfpFerritin-N19Q/C315/5111C ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKCKDHATFNFLOQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRK 206
S
bfpFerritin-N19Q/C31S/E12C ESQVRQQFSKDIEKLLNCQVNKEMQSSNLYMSMSSWSYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKSKDHATFNFLOQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRK 207
S
Ferritina de H. pylori ESQVRQQFSKDIEKLLNEQVNKEMNS SNLYMSMSSWCYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKSKDHATFNFLOQWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLY LADQYVKGIAKSRK 208
exemplificativa com ligante de ra- S
touro
Ferritina de H. pylori LSKDIIKLLNEQVNKEMNSSNLYMSMSSWCYTHSLDGAGLFLFDHAAEEYEHAKKLIIFLNENNVPVQLTSISAPEHKFEGLTQIFQKAYEHEQHISESINNIVDHAIKSKDHATFNFLOWYVAEQHEEEVLFKDILDKIELIGNENHGLYLADQYVKGIAKSRKS 209
exemplificativa (Acesso a GenBank
AAD06160.1) (sem ligante de ra-touro
ou Met N-terminal)
CpG (ISs-1018) TGACTGTGAACGTTCGAGATGA 210
Ferritina de cadeia pesada de TQCNVNPVQIPKDWITMHRSCRNSMRQQIQMEVGASLQYLAMGAHF SKDVVNRPGFAQLFFDAASEEREHAMKLIEYLLMRGELTNDVSSLLQVRPPTRSSWKGGVEALEHALSMESDVTKSIRNVIKACEDDSEFNDYHLVDYLTGDFLEEQYKGQRDLAGKASTLKKLMD 211
Trichoplusia ni RHEALGEF
IFDKKLLGIDV
Ferritina de cadeia leve de ADTCYNDVALDCGITSNSLALPRCNAVYGEYGSHGNVATELQAYAKLHLERSYDYLLSAAYFNNYQTNRAGFSKLFKKLSDEAWSKTIDI IKHVTKRGDKMNEFDQHSTMKTERKNY TAENHELEALAKALDTQKELAERAFY THREATRNSQHLHDPEIAQYLEEEFIEDHA 212
Trichoplusia ni EKIRTLAGHTSDLKKFITANNGHDLSLALYVFDEYLQKTV
Ferritina de Pyrococcus furiosus MLSERMLKALNDQLNRELYSAYLYFAMAAYFEDLGLEGFANWMKAQAEEEIGHALRFYNY 213
IYDRNGRVELDEIPKPPKEWESPLKAFEAAYEHEKFISKSIYELAALAEEEKDYSTRAFL
EWFINEQVEEEASVKKILDKLKFAKDSPQILFMLDKELSARAPKLPGLLMQGGE
Ferritina humana de cadeia pesada MTTASTSQVRQONYHQDSEAAINRQINLELYASYVYLSMSYYFDRDDVALKNFAKYFLHQSHEEREHAEKLMKLONQRGGRIFLQDIKKPDCDDWESGLNAMECALHLEKNVQQSLLELHKLATDKNDPHLCDFIETHY LNEQVKAIKELGDHVTNLRKMGAPESGLAEYLFD 214
KHTLGDSDQES
Ferritina humana de cadeia leve MDSKGSSQKGSRLLLLLVVSNLLLPQGVLASSQIRQNYSTDVEAAVNSLVNLYLQASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELAEEKREGYERLLKMONQRGGRALFQDIKKPAEDEWGKT PDAMKAAMALEKKLNQALLDLHALGSARTDPHLCDFLETHFLDEEVKLIK 215
(peptideo sinal estd sublinhado) KMGDHLTNLHRLGGPEAGLGEYLFERLTLKHD
lumazina sintase a partir de Aquifex MQIYEGKLTAEGLRFGIVASRFNHALVDRLVEGAIDCIVRHGGREEDITLVRVPGSWEIPVAAGELARKEDIDAVIAIGVLIRGATPHFDYIASEVSKGLANLSLELRKPITFGVITADTLEQAIERAGTKHGNKGWEAALSAIEMANLFKSLR 216
aeolicus
Ligante de ra-touro ESQVRQQF 217
Ligante Cisteina-Trombina-His (a CLVPRGSLEHHHHHH 218
cisteina estd com sublinhado duplo)
6,7-dimethyl-8-ribitillumazina MNIIEANVATPDARVAITIARFNNFINDSLLEGAIDALKRIGQVKDENITVVWVPGAYELPLAAGALAKTGKYDAVIALGTVIRGGTAHFEYVAGGASNGLAHVAQDSEIPVAFGVLTTESIEQAIERAGTKAGNKGAEAALTALEMINVLKAIKA 219
sintase de E. coli
Ligante de 16 amindcidos GGGGSGGGGSGGGGSG 220
Ligante de 28 aminacidos GSGSGSN G. G G GSG 221
Ligante de 46 aminacidos N N SSG, 222
FR1 GSG EAAAKEAAAKAGGSGGSG 223
FR2 GGSGSASAEAAAKEAAAKEARAKASGGSGGSG 224
Ligante de 47 aminacidos GGGSG G G. G GGGSG 225

compreendendo um C para conjugacio
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[0288] Esta descricdo e modalidades exemplificativas ndo devem
ser tomadas como limitantes. Para os fins dessa especificagdo e
reivindicagcdes em anexo, a menos que indicado ao contrario, todos 0s
nameros que expressam quantidades, porcentagens ou proporcoes, e
outros valores numéricos usados na especificacdo e nas reivindicacdes
devem ser entendidos como sendo modificados em todos os casos pelo
termo “cerca de”, na medida em que ainda nao tenham sido modifi-
cados. “Cerca de” indica um grau de variacdo que nao afeta substan-
cialmente as propriedades do assunto descrito, por exemplo, dentro de
10%, 5%, 2% ou 1%. Consequentemente, a menos que indicado ao
contrario, 0s parametros numéricos estabelecidos na seguinte
especificacdo e nas reivindicagdes em anexo sao aproximagdes que
podem variar dependendo das propriedades desejadas que se buscam
obter. No minimo, e ndo como uma tentativa de limitar a aplicacdo da
doutrina dos equivalentes ao escopo das reivindicacbes, cada
parametro numérico deve pelo menos ser interpretado face ao niumero
de digitos significativos relatados e aplicando técnicas de arredonda-
mento comuns.

[0289] Observa-se que, conforme utilizado neste relatério descritivo
e nas reivindicacbes em anexo, as formas singulares “um”, “uma” e “0”,
“a” e qualquer uso no singular de qualquer palavra incluem referentes
plurais, a menos que expressamente e inequivocamente limitado a um
referente. Conforme usado neste documento, o termo “incluir” e suas
variantes gramaticais se destinam a ser néo limitantes, de modo que a
citacdo de itens em uma lista ndo exclua outros itens similares que
podem ser substituidos ou adicionados aos itens listados.

EXEMPLOS

[0290] Os exemplos a seguir sédo fornecidos para ilustrar certas
modalidades descritas e ndo devem ser interpretados como limitando o

escopo desta descricdo de qualquer forma.
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1. Concepcdo e Caracterizagdo de Modificacdes em Polipeptideos
de F de VSR

[0291] Como outras proteinas F de paramixovirus, F de VSR é
expresso como uma proteina precursora com um peptideo sinal N-
terminal e uma regido transmembrana C-terminal que ancora a proteina
a superficie viral. F de VSR sofre clivagem intracelular pela protease
furina para liberar um peptideo de fusao hidrofébico (“FP” na Figura 1A),
cujo papel é se ligar a célula alvo durante a infeccdo. Adjacente ao
peptideo de fusdo estd a regido A de repeticdo hepta (HRA), enquanto
a regido B de repeticdo hepta (HRB) é adjacente ao dominio
transmembrana.

[0292] As estruturas de cristal de trimeros do ectodominio de F de
VSR em suas conformacfes pré-fusédo e pos-fusdo demonstram como
as regides HRA e HRB sofrem um rearranjo significativo para conduzir
o evento de fusédo celular (Figura 1B) (ver Swanson, K.A., e outros, Proc
Natl Acad Sci USA 108 (23): p. 9619-24 (2011); McLellan, J.S., e outros,
Science 342 (6158): 592 a 598 (2013); McLellan, J.S., e outros, J Virol
85 (15): 7788-96 (2011); e McLellan, J.S., e outros, Science 342 (6158):
p. 592-8 (2013)). Na conformacdo pré-fusdo, a regido A de repeticao
hepta (HRA) esta associada com a cabeca globular, e a ponta do
peptideo de fuséo esta principalmente enterrada no centro da proteina.
A conformacao pré-fusdo contém uma série de hélices e envolve certos
contatos entre os protdmeros para formar um trimero pré-fusao.

[0293] Uma série de substituicdes de aminoacidos foi concebida
para ser estabilizadora inter-protdmero. Substituicbes exemplificativas
incluem V207L; N228F; 1217V e E218F; 1221L e E222M; ou Q224A e
Q225L. Toda a numeracao de sequéncia de aminoacidos de F de VSR
nos exemplos usa a numeracéo de SEQ ID NO: 26.

[0294] As substituicbes de aminoacidos foram concebidas para

serem estabilizadoras de hélice. Como tal, prevé-se que essas
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substituicdes estabilizem o dominio helicoidal de F de VSR. Substi-
tuicbes exemplificativas incluem N216P ou 1217P.

[0295] As substituicbes de aminoécidos foram concebidas para
serem estabilizadoras intra-protdmero. As substituicdes exemplificativas
incluem V220I; ou A74L e Q81L.

[0296] As substituicbes de aminoacidos foram concebidas para
serem de capeamento de hélice. As substituicbes exemplificativas
incluem N216P ou 1217P.

[0297] As substituicbes de aminoacidos foram concebidas para
diminuir a agregacao. As substituicdes exemplificativas incluem V192E
e L61Q.

[0298] Outras substituicbes de aminoacidos foram concebidas para
preencher a cavidade através da introducdo de aminoacidos
hidrofébicos, tal como N228F.

[0299] As substituicbes de aminoacidos E328N, S348N e R507N
foram concebidas para adicionar sitios de glicosilacdo, substituindo
residuos ndo asparagina por asparagina. Foi suposto que a adi¢do de
glicanos néo nativos poderia ser usada para bloquear epitopos que sdo
expostos em F de VSR pés-fusdo (Figura 1B) na superficie da proteina
F pré-fuséo.

[0300] Os construtos F de VSR de interesse foram gerados como
proteinas de fusdo de cadeia Unica (scF) com uma ferritina hibrida
compreendendo um ligante de ferritina de ra-touro N-terminal e ferritina
de H. pylori (pFerr) (Figura 1A). A ferritina compreendia uma cisteina
exposta na superficie resultante de uma mutacdo K79C ou S111C (a
numeracao da sequéncia da ferritina corresponde a SEQ ID NO: 208).
[0301] A geracdo das varias sequéncias de codificacdo de Pré-F-
NP de VSR e de ferritina foi realizada usando praticas de clonagem
padrdo conhecidas no campo. De um modo geral, o DNA para

construtos de F de VSR com as substituicdes descritas foi sintetizado e
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clonado em um vetor de expressdo de mamifero por Genscript. F de
VSR DS-CAV1 e trimeros F pos-fusdo foram gerados de forma similar
aos protocolos publicados anteriormente (ver McLellan, J.S., e outros,
Science 342 (6158): 592 a 598 (2013)). O construto DS-CAV1 reteve o
dominio de trimerizacdo C-terminal de F de VSR e combinou-o0 com
substituicées hidrofobicas de preenchimento de cavidade. F de VSR
DS-CAV1 compreende uma multinagao dissulfeto S155C-S290C (DS) e
um S190F-V207L (CAV1).

[0302] Os vetores que codificam nanoparticulas de F de VSR -
ferritina, ferritina nua (isto é, ndo ligada a F de VSR) e trimeros F de
VSR foram transfectados para células 293EXPI, e os produtos de
expressao foram colhidos a partir do meio condicionado apos 4 dias. As
nanoparticulas de F de VSR foram purificadas por uma série de
purificacdes de coluna Q anibnica (GE Healthcare, Cat # 17-1154-01)
em pH 7,0 e 8,5 seguido de purificacdo Superose 6 SEC em PBS (GE
Healthcare Cat # 90-1000-42) usando métodos convencionais de
cromatografia. Os trimeros pré-fusdo e os trimeros pés-fusdo DS-CAV1
foram armazenados a -80°C e as nanopatrticulas de F de VSR foram
armazenadas a 4°C.

[0303] Para determinar a conformacéo de nanoparticulas de F de
VSR, a microscopia eletrbnica foi realizada. As preparagfes de
nanoparticulas de F de VSR (30 yg / mL em Tris a 25 mM, NaCl a 50
mM) foram absorvidas em uma grade revestida de carbono de 400 mesh
(Electron Microscopy Sciences) e coradas com formato de uranila a
0,75%. Um microscépio JEOL 1200EX, operado a 80 kV, foi usado para
analisar as amostras. As micrografias foram tiradas com ampliacao de
65.000% e as médias das classes 2D foram preparadas usando métodos
convencionais no campo por EM Company Nanoimaging Services, INC
(San Diego, CA) (Figura 1D).

[0304] A expressédo e a secrecao de polipeptideos compreendendo
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esses polipeptideos de F de VSR e ferritina (SEQ ID NOs: 1a8e 1l a
15) por células EXPI 293 transientemente transfectadas (Invitrogen)
foram avaliadas por Western blot anti-F de VSR. Todos os Western blots
anti-F de VSR usaram o anticorpo D25 especifico do sitio O descrito por
McLellan e outros, Science 340 (6136): 1113 a 1117 (2013) e Patente
US 8.562.996. Conforme mostrado na Figura 2, muitos construtos foram
expressos e secretados com sucesso.

[0305] O polipeptideo RF8085 (SEQ ID NO: 1) representa um
mutante de cadeia Unica do F de VSR DS-CAV1 publicado (ver
McLellan, J.S., e outros, Science 342 (6158): 592 a 598 (2013))
fusionado N-terminalmente a nanoparticulas de ferritina. Esse construto
compreende um mutante duplo de F de VSR S155C-S290C (DS) que
retém o sitio antigénico 0.

[0306] O polipeptideo RF8106 (SEQ ID NO: 9) tem uma substituicdo
1217P em vez das 2 cisteinas substituidas em DS-CAV1. Como
mostrado na Figura 3, o construto RF8106 teve uma expresséo signifi-
cativamente melhor em células 293 EXPI transfectadas transientemente
conforme avaliado a partir de meio condicionado ap6s 4 dias por
Western blot anti-F de VSR.

[0307] A cromatografia de excluséao por tamanho (SEC) de RF8106
mostrou a eluicdo de um pico principal em um tempo de retencgao
consistente com uma particula de ferritina montada fusionada ao
antigeno de VSR consistente com uma nanoparticula de proteina de
fusdo (Pré-F-NP, Figura 4). A analise de espalhamento dinamico de luz
(DLS) de RF8106 foi feita nos estados reduzido (Figura 5B) e néo
reduzido (Figura 5A). A reducéao foi por tratamento com 2 mM de TCEP.
RF8106 tinha um raio de aproximadamente 15 nm, o que é consistente
com a incorporagcdo em uma nanoparticula (24 mondmeros) tanto no
estado reduzido quanto no estado n&do reduzido. A estabilidade da

proteina de fusdo a agentes redutores facilita a conjugacdo de
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adjuvantes as proteinas de fusdo para formar nanoparticulas autoadju-
vantes, conforme descrito abaixo.

[0308] Em seguida, a conjugacdo de um adjuvante a proteina de
fusdo do polipeptideo de F de VSR e ferritina (Pré-F-NP) foi avaliada.
Verificou-se que a cisteina da superficie livre na ferritina pode ser usada
para ligar uma porcao adicional a proteina de fusdo scF-pFerr. A Figura
6 mostra a conjugacdo bem-sucedida de um oligodeoxinucleotideo
(ODN) CpG comasequénciaT*G*A*C*T*G*T*G*A*A*A*
C*G*T*T*C*G*A*G*A*T*G*A(SEQ ID NO: 30; os asteriscos
indicam ligacOes fosforotioato) a RF8106, como evidenciado por um
aumento no peso molecular conforme avaliado por gel de SDS-PAGE
corado com Coomassie.

[0309] O efeito da adicdo de sitios de glicosilacdo usando
substituicoes E328N, S348N e R507N (RF8117, SEQ ID NO: 17) foi
avaliado em células 293EXPI transientemente transfectadas com este
construto como uma proteina de fusdo com ferritina (ou seja, como
construtos Pré-F-NP). RF8117 também contém uma substituigdo 1217P,
como em RF8113. Como mostrado na Figura 7, a expressdo aumentada
foi observada para RF8117 em comparacgao tanto com o construto de
controle RF8085 quanto com o construto RF8113 (SEQ ID NO: 16, que
compreende uma substituicdo de prolina de 1217P, mas ndo as
substituicdes de E328N, S348N e R507N). RF8113 é similar ao RF8106
descrito anteriormente, exceto que a cisteina ferritina manipulada esta
no residuo de ferritina K79C em vez de S111C. O construto RF8117
também mostrou um aumento no peso molecular de RF8113 e RF8117,
indicando o sucesso da adicdo de glicanos.

[0310] A Figura 8 resume as modificacfes nas nanoparticulas de F
de VSR que aumentaram a estabilidade proteolitica de Pré-F-NP. O
construto inicial foi RF8117 (acima). Quando o construto anterior

RF8085 foi clonado no vetor CHO como RF8090 e transfectado para
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células CHO, foi observado que algum material foi cortado entre a
porcdo F e a porcdo de ferritina. Suspeitou-se que os residuos de
arginina ou lisina na regido HRB ou o ligante entre a por¢éo F e a porcao
de ferritina estavam sendo cortados por proteases similares a tripsina.
Mutacdes em residuos de lisina e arginina dentro da regido foram
testadas em relacdo a expressdo em ceélulas 293. A Figura 8 identifica
as mutacoes K498L e R508Q (em RF8122, SEQ ID NO: 18) como nao
afetando ou aumentando a expressdo em relacao ao RF8117. Essas
mutacdes, com R523Q, foram combinadas com as mutagbes de
RF8117 aqui mencionadas para formar o construto RF8140 (SEQ ID
NO: 23).

[0311] Maiores melhoras na expresséao (aproximadamente 5 vezes)
foram observadas com a combinac&o de modificacdes de cadeia Unica
e prolina (1217P) na expressdo de células 293 (construtos exemplifi-
cativos com essas substituicdes incluem RF8106 (SEQ ID NO: 9) e
RF8113 (SEQ ID NO: 16)) com melhora adicional na expressdo e
solubilidade resultante da adicdo de modificacdes no sitio de glicosi-
lacdo de F de VSR (construtos exemplificativos RF8117 (SEQ ID NO:
17) e RF8140 (SEQ ID NO: 23). Todos esses construtos tém o peptideo
de fusao e regides peptidicas p27 (aminoacidos 98 a 144 de SEQ ID
NO: 26) substituidas pela sequéncia GSGNVGL (SEQ ID NO: 31). No
entanto, quando RF8090 foi expresso em linhagens de células de
fabricacdo de CHO, bandas de F de VSR adicionais em Western blots
foram observadas, sugerindo que o0 construto era susceptivel a
protedlise, talvez clivagem similar a tripsina em um residuo de arginina
ou lisina.

[0312] A potencial funcdo da susceptibilidade a protease também
foi investigada. A substituicdo de residuos K (nocaute ou KO) na regiéao
HRB e no ligante entre a porcao de F e a por¢ao de ferritina foram feitas,

uma vez que foram previstos como possiveis sitios de clivagem
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mediada por K inicialmente observados na linhagem de células de
fabricacdo de CHO. Conforme mostrado nas Figuras 9A e 9B, RF8117
e RF8140 ambos expressam niveis elevados em relagcdo a RF8090 na
linhagem de células de fabricacdo de CHO, conforme medido por
Western blot de D25 ou analise de Octet de D25 e AM14.

[0313] Estes dados indicam que os construtos de cadeia Unica e
modificacBes de aminoacidos para capeamento de hélice, aumento da
glicosilacdo, e eliminacdo de lisinas ou argininas susceptiveis a
clivagem por protease podem melhorar a expressédo de polipeptideos
de F de VSR, incluindo antigenos de VSR Pré-F-NP.

2. Caracterizacao de Proteinas de Fusédo de F de VSR e Nanopar-
ticulas de Ferritina

[0314] Antes dos estudos em animais, as concentracdoes de
nanoparticulas de DS-CAV1 e F de VSR foram analisadas por ligacao
usando Octet. A ligacdo dos antigenos pré-fusdo aos anticorpos
especificos pré-fusdo D25 e AM14 também foi medida usando um
instrumento FortéBio Octet. Todos os ensaios foram realizados em PBS
a 30° C. Os anticorpos foram carregados nas pontas dos sensores de
Proteina A (ProA) (fortéBio # 18-5013) por 400 segundos para permitir
gue a captura alcance quase a saturacao. As pontas do biossensor
foram entdo equilibradas por 90 segundos em PBS, seguido por
associagao ao antigeno em concentracdes conhecidas em PBS por 300
segundos, seguida pela dissociacdo do antigeno em PBS. A analise de
dados e o ajuste da curva, assumindo uma interagdo de 1:1, foram
realizados com o software Octet Data Analysis HT10.0 usando uma
curva padrdo externa de ligacdo de um Pré-F-NP purificado em
concentracao conhecida. Um resultado de ensaio exemplificativo para
determinar a concentragédo de Pré-F-NP em meio condicionado por
CHO é mostrado na Figura 9B.

3. Caracterizacdo In vivo da Resposta Imune a Polipeptideos de F
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de VSR

[0315] Para avaliar a resposta in vivo aos antigenos de VSR em
camundongos, camundongos BALBc fémeas foram imunizados
intramuscularmente com antigenos de VSR em doses especificadas
nas semanas 0, 3 e 6. A menos que indicado de outra forma, os
antigenos de VSR (por exemplo, nos experimentos das Figuras 10A a
B e 12A a B, entre outros) foram adjuvantados com AF03 com uma
estratégia de misturacdo a beira do leito. Ou seja, 50 pl da solucédo de
proteina relevante foram misturados com 50 ul de adjuvante AF03 de
Sanofi (uma emulsdo a base de esqualeno; ver Klucker e outros, J
Pharm Sci. Dez 2012; 101 (12): 4490-500) imediatamente antes para
injecéo de 50 yl em cada perna traseira. Para grupos sem adjuvante, os
antigenos foram misturados como acima, mas o AF03 foi substituido por
um volume equivalente de PBS. Para antigenos misturados com SPAQ9
ou Alume, o procedimento acima foi realizado substituindo o AFO3 por
um volume equivalente de SPA09 ou Alume, respectivamente. Nenhum
efeito adverso a partir da imunizagéo foi observado para qualquer
formulacéo. O sangue foi coletado 1 dia antes da primeira imunizagao e
pelo menos 2 semanas apés cada injecdo (ou seja, semanas 2, 5 e 8).
A menos que especificado de outra forma, os dados mostrados foram
para 2 semanas ap0s a terceira injecdo (semana 8, também indicada
como 2wp3). Tipicamente, foram analisados os soros de animais pré-
imunizados (denotado como virgens de tratamento), duas semanas
apos a segunda injecdo (p0s-22 ou 2wp2) ou duas semanas apos a
terceira injecéo (pos-32 ou 2wp3).

[0316] Para o ensaio de neutralizacdo de células Vero, o soro foi
inativado por calor por 30 minutos a 56° C. Uma série de quatro diluicdes
do soro inativado foi feita em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com Soro Fetal Bovino (FBS) a 2%, GlutaMAX

a 1% e antibidtico - antimitético a 1%. Os estoques virais de VSR foram
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combinados 1:1 com as diluicdes de soro e incubados por 1,5 horas a
37° C. A mistura de virus - soro foi entdo adicionada a placas de 24
pocos contendo monocamadas de células Vero confluentes a 100 pL
por poco e incubadas por 1,5 horas a 37° C, CO2a 5%. O indculo foi
entdo coberto com 1 mL por poco de metil celulose a 0,75% em DMEM
suplementado com FBS a 2%, GlutaMAX a 2% e antibiotico-antimitético
a 2%. Apos 5 dias de incubacgédo a 37° C, CO2 a 5%, a sobreposi¢éo foi
removida e as monocamadas foram fixadas com metanol gelado
durante 20 minutos.

[0317] As placas foram entdo lavadas uma vez em Aagua e
bloqueadas com leite em p6 deshatado a 5% em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) por 30 minutos em temperatura ambiente
com agitacao suave. A solucéo de blogueio foi entdo substituida por 200
ML por pocgo de leite em pd a 2% em PBS contendo uma diluicdo de
1:2000 de anticorpo anti-VSR conjugado com peroxidase de rabano
silvestre (Abcam AB20686). Apés 3 horas de incubacdo em temperatura
ambiente, as placas foram lavadas 2 vezes com agua, desenvolvidas
com substrato TrueBlue HRP, lavadas mais duas vezes em agua e
secas ao ar.

[0318] As placas coradas foram contadas usando um microscoépio
de dissecacdo. As titulacbes de anticorpos neutralizantes foram
determinadas no desfecho de reducédo de 60% de controles de virus
neutralizados simulados usando a formula: titulacdo de reducédo de
placa de 60% = (C / V x 0,4 - Baixo) / (Alto - Baixo) x (HSD - LSD) +
LSD, onde C /V = média das placas de VSR em pocos de controle de
virus simulado neutralizado, Baixo e Alto s&o o numero meédio de placas
de VSR nas duas diluicbes que abrangem o valor C/V x 0,4 para uma
amostra de soro, e 0 HSD e LSD sé&o as diluicbes de soro superior e
inferior.

[0319] Para o ensaio de neutralizacdo de HAE, o soro foi inativado
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por calor durante 30 minutos a 56°C. Uma série de quatro diluicdes em
série do soro inativado foi feita em Meio Basal PneumaCult™-ALI (Stem
Cell Technologies; 05002) suplementado com Suplemento
PneumaCult™-ALl 10X (Stem Cell Technologies; 05003) e Antibiotico /
Antimicético a 1% (portanto, meio). Os estoques virais de VSR foram
combinados 1:1 com as diluicbes de soro e incubados por 1,5 horas a
37° C. A mistura de virus - soro foi entdo adicionada a placas de 24
pocos contendo células HAE totalmente diferenciadas a 50 L por poco
e incubadas durante 1,5 horas a 37°C, CO. a 5%. ApGs a incubacéo, o
in6culo foi removido, os pocos foram lavados duas vezes com meio para
remover o virus nao ligado e incubados por mais 20 horas a 37° C, CO>
a 5%. Os eventos de infeccdo em culturas infectadas com VSR
expressando o repérter mKate (TagFP635) foram contados em um
microscoépio de fluorescéncia.

[0320] Para detectar a infeccdo com VSR que nao expressa o
reporter mKate, os epitélios pseudoestratificados foram lavados extensi-
vamente com meio para remover o muco, em seguida, fixados com
paraformaldeido a 4% por 30 minutos em temperatura ambiente,
permeabilizados com Triton X-100 a 0,25% por 30 minutos, e bloquea-
dos com DMEM suplementado com FBS a 2% durante 1 hora a 37°C.
A solucédo de bloqueio foi substituida por 100 pL por poco de mistura de
Ab monoclonal anti-VSR de camundongo (Millipore; MAB 858-4) diluida
1:200 em DMEM suplementado com FBS a 2%, e as placas foram
incubadas a 37° C por 2 horas. As placas foram entdo lavadas 3 vezes
com PBS suplementado com Tween 20 a 0,05%. 100 yL de IgG anti-
camundongo de cabra (H + L) (Invitrogen; A11001) diluidos 1:200 em
DMEM suplementado com FBS a 2% foram adicionados por poco, e as
placas foram incubadas durante a noite a 4° C. Na manhé& seguinte, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS suplementado com Tween 20 a

0,05%, o sinal fluorescente foi estabilizado com ProLong Gold AntiFade
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com DAPI (Thermo Fisher Scientific; P36935) e contado em um
microscopio fluorescente. As titulagdes de anticorpos neutralizantes
foram determinadas no desfecho de reducéo de 60% como acima.
[0321] Para a ligacéo anti-F, tanto F pré-fusao (DS-CAV1) ou F pés-
fuséo foram ligados a pontas de anticorpos anti-HIS no Octeto. A menos
gue especificado, toda ligacdo anti-F se refere a ligacdo do trimero F
anti-pré-fusdo (DS-CAV1). O trimero F de VSR (DS-CAV1 ou F pos-
fusdo) marcado com His6 (SEQ ID NO: 230) foi pré-carregado nas
pontas do sensor Anti-Penta-HIS (HIS1K) (FortéBio # 18-5122) por 400
segundos para permitir que a captura alcance quase a saturacao. As
pontas do biossensor foram entdo equilibradas por 90 segundos em
tampéo de lavagem Octet, seguido por associacao de soros diluidos por
300 segundos. As respostas finais da curva de associacdo foram
medidas usando o software Octet Data Analysis HT10.0, e a resposta
foi multiplicada pela fator de diluicdo (100 ou 300) para obter a resposta
final relatada.

[0322] Para a ligacdo anti-Gcc, um dimero trimerizado do peptideo
Gce com uma etiqueta HIS C-terminal foi usado em uma ponta Octet
similar ao acima. O hexamero Gcc (cepa A2) marcado com His6 (SEQ
ID NO: 230) foi pré-carregado nas pontas do sensor Anti-Penta-HIS
(HIS1K) (FortéBio # 18-5122) por 400 segundos para permitir que a
captura alcance quase a saturacédo. As pontas do biossensor foram
entdo equilibradas por 90 segundos em tampédo de lavagem Octet,
seguido por associagao de soros diluidos por 300 segundos. As respos-
tas finais da curva de associacao foram medidas usando o software
Octet Data Analysis HT10.0 e a resposta foi multiplicada pelo fator de
diluicdo (100 ou 300) para obter a resposta final relatada.

[0323] Para estudos em primatas ndo humanos (NHP), os NHPs
foram pré-selecionados quanto a resposta de VSR (as linhas de base

foram encontradas abaixo dos limites de deteccdo para todos os
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ensaios). Os NHPs foram imunizados com 50 pg de RF8140 com
adjuvante denotado similar ao protocolo para camundongo acima, mas
com maior volume de adjuvante (Figura 11C a D e Figura 18).

[0324] Para o estudo em primatas ndo humanos, os ensaios de
neutralizacdo em células VERO foram realizados conforme descrito
acima. A ligacéo pré-F foi avaliada pelo ensaio ELISA abaixo.

[0325] As amostras de soro de NHP foram diluidas em série 2 vezes
(diluicao inicial 1:100) e incubadas em placas revestidas com F de VSR
soluvel blogueado (Sinobiological # 11049-V08B) (1 ug / mL, 100 pL /
poco) por 1 h em 37°C. Os IgGs especificos de F de VSR foram
detectados usando IgG anti-macaco conjugado com peroxidase de
rabano silvestre (BioRad AAI42P, diluicdo 1:10.000) por 90 minutos a
37°C. As placas foram desenvolvidas usando 3,3,5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB Tebu-Bio) e interrompidas com acido
cloridrico a 1 N (Prolabo # 30024290). A densidade optica (OD) foi
medida a 450 nm - 650nm com um leitor de microplaca (SpectraMax).
As titulacdes de 1gG especificas de sF de VSR foram calculadas usando
o software SoftmaxPro, para a faixa de valores de OD de 0,2 a 3,0, a
partir da curva de titulacdo (soro hiperimune de camundongo padrao
colocado em cada placa).

[0326] As titulacbes de IgG desta referéncia, expressas em
unidades ELISA arbitrarias (EU), corresponderam ao log10 da diluicédo
reciproca fornecendo uma OD de 1,0. O limite de deteccdo de
anticorpos foi de 20 (1,3 logl0) EU. Todas as titulagdes finais foram
expressas em logl0 para representacao grafica. Para cada titulacdo <
1,3 1og10, uma titulag&o arbitraria de 1,0 log10 foi atribuida.

[0327] Para avaliar a imunidade mediada por células no estudo em
NHP, o kit IFNy / IL-2 FluoroSpot (FS-2122-10, Mabtech) foi usado
seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, a membrana

das placas de IPFL foram pré-molhadas com etanol a 35% e os
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anticorpos de captura (anti-IFNy e anti-IL-2) foram revestidos durante a
noite a 4°C.

[0328] As placas foram entdo bloqueadas por 2 horas a 37°C com
200 pL / poco de meio de incubacéo de células contendo soro fetal de
vitela (FCS) a 10%. O meio foi removido e os estimulos adicionados nos
pocos: antigeno de F de comprimento total (estimulacédo especifica do
antigeno), anti-CD3 (controle positivo) ou meio de cultura de células
(controle nédo estimulado). As células mononucleares do sangue
periférico de macaco (PBMCs) foram descongeladas e numeradas.
400.000 células foram adicionadas por poco e incubadas por 24h a 37°
C em uma incubadora umidificada com CO> a 5%.

[0329] Para a deteccéo, as células foram removidas e os anticorpos
de deteccao (anti-IFNy e anti-IL-2 conjugados) foram adicionados e
incubados 2h em temperatura ambiente. Os reagentes conjugados com
fluoréforo foram entdo adicionados e incubados 1h em temperatura
ambiente. As placas foram esvaziadas, secas e armazenadas no escuro
em temperatura ambiente até a analise. O mAb anti-CD3 foi usado como
controle positivo e respostas de > 500 de contagem de células
formadoras de pontos (SFC) / milhdo de PBMCs foram encontradas em
todas as amostras, verificando a qualidade aceitavel da amostra. Os
pontos detectados nos pocos ndo estimulados (meio de cultura de
células) foram subtraidos para células estimuladas com antigeno de F.
[0330] Para a analise de células humanas (ou células B), os
experimentos foram realizados de forma similar ao experimento de
referéncia de Dauner, e outros Vaccine 2017 Out 4; 35 (41): 5487 a 5494
(Figura 20). As células ndo foram tratadas (tratadas com PBS) ou
tratadas com polipeptideos de F de VSR ou G de VSR conforme
indicado em doses de 100 ng. As respostas de ligacdo a F e ligacdo a
G foram realizadas usando o ensaio luminex descrito na literatura com

microesferas revestidas com pré-trimero F (DS-CAV1) ou ectodominio
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de G, respectivamente.

[0331] RF8117 (SEQ ID NO: 17) compreende sitios de glicosilacdo
manipulados em E328N, S348N e R507N, os quais, como mencionado
acima, ndo evitam a ligacéo a D25 ou AM14. Para demonstrar que esta
nanoparticula pré-fusdo produz uma resposta imune similar a outros
antigenos pré-fusao (DS-CAV1), foram imunizados camundongos em
grupos de 5 ou com trimero pré-F (DS-CAV1), F pds-fusdo ou RF8117
a 1 pg ou doses de 0,1 pg, todas com adjuvante AF03, trés vezes com
trés semanas entre as injecdes. O soro foi testado quanto a titulacdo de
neutralizacdo duas semanas ap0s a terceira imunizagdo usando o
ensaio em células VERO. RF8117 na dose mais alta produziu uma
titulacdo de neutralizacdo similar ao controle pré-fusdo e superior ao
controle pos-fusdo. Na dose mais baixa, RF8117 produziu uma titulacéo
de neutralizacdo mais alta do que o controle pré-fusdo e o controle pés-
fuséo (Figura 10A).

[0332] O Pré-F-NP de VSR abriga sitios de glicosilacdo manipu-
lados para bloquear os epitopos compartilhados entre a conformacao
pré-fusdo e pés-fusédo. Foi avaliado se esses glicanos estavam inibindo
a resposta de neutralizagdo. RF8117, com glicanos manipulados (SEQ
ID NO: 17), foi comparado com RF8113 (similar a RF8117, mas sem 0s
glicanos manipulados; SEQ ID NO: 16) e controle de trimero pré-fusédo
(DS-CAV1). Os camundongos em grupos de 5 foram imunizados com
doses de 1 pg ou 0,1 pg, todas com adjuvante AF03, trés vezes com
trés semanas entre as injegdes. O soro foi testado quanto a titulacéo de
neutralizacdo duas semanas apés a terceira imunizacdo usando o
ensaio em células VERO. N&o houve diferencga significativa em qualquer
dose entre os construtos RF8113 e RF8117 conforme avaliado pela
titulagdo de neutralizacdo (Figura 10B).

[0333] Para demonstrar que o0s nocautes de lisina e arginina
mencionados neste documento de RF8140 (SEQ ID NO: 23) néo
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perturbam a capacidade do antigeno de produzir uma resposta de
neutralizacdo, comparou-se a imunogenicidade de RF8140 (SEQ ID
NO: 25) com a do trimero F pés-fusdo (SEQ ID NO: 24) em camun-
dongos (Figuras 11A e B). Em dose baixa (0,1 pug) RF8140 (SEQ ID NO:
25) produziu uma titulacdo de neutralizag&o superior para o trimero pos-
fusdo (SEQ ID NO: 24). Para demonstrar que RF8140 (SEQ ID NO: 23)
produz uma resposta imune em NHPs, imunizou-se NHPs com RF8140
(SEQ ID NO: 25) com adjuvante (AF03) ou sem adjuvante. A Figura 11C
mostra a resposta de ligacao a F de VSR (titulagdo de ELISA) enquanto
a Figura 11D compara as titulagdes de neutralizagcéo de VSR produzidas
por imunizacdo com Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID NO: 23). Tanto RF8140
sem adjuvante quanto RF8140 com adjuvante (SEQ ID NO: 25)
produzem uma resposta imune em NHPs.

[0334] Tendo mostrado que os sitios de glicosilagdo manipulados
de RF8117 (SEQ ID NO: 17) e RF8140 (SEQ ID NO: 23) nao evitam que
esses antigenos produzam uma resposta de neutralizacdo, deseja-se
demonstrar que eles ndo blogueiam os epitopos de neutralizacdo ou
bloqueiam fracamente os epitopos compartilhados entre a conformacéao
pré-fuséo e pés-fusao (Figura 12). A resposta de anticorpo a F pré-fuséo
(DS-CAV1, SEQ ID NO: 25) produzido por imunizacdo com Pré-F-NP
sem glicosilagdo manipulada (RF8113, SEQ ID NO: 16) ou Pré-F-NP
com glicosilacdo manipulada (Particula Gly Manipulada, RF8117 SEQ
ID NO: 17) em alta dose (1 pg) e baixa dose (0,1 pg) conforme medido
por Octet (Figura 12A). As respostas produzidas por qualquer Pré-F-NP
foram similares. A resposta de anticorpo ao trimero pés-fusédo produzida
por imunizagcdo com Pré-F-NP sem glicosilagdo manipulada (RF8113,
SEQ ID NO: 16) ou Pré-F-NP com glicosilacdo manipulada (RF8117,
SEQ ID NO: 17) em alta dose (1 pg) e baixa dose (0,1 pug) conforme
medido por Octet (Figura 12B). As respostas de ligacdo a F pds-fusao

produzidas por RF8117 (SEQ ID NO: 17) foram significativamente mais
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baixas do que aquelas produzidas por RF8113 (SEQ ID NO: 16).
Portanto, enquanto RF8113 e RF8117 produzem respostas robustas de
anticorpos para F pré-fusdo, a resposta de anticorpos de F po6s-fusdo
produzida por RF8117 € muito reprimida. Isto ocorre devido ao
mapeamento de glicanos manipulados para os epitopos pré-fusdo e
pos-fusdo compartilhados (Figura 2B).

[0335] Para demonstrar ainda que os sitios de glicosilagdo manipu-
lados blogueiam o0s epitopos ndo neutralizantes, mas desviam a
titulag&do de anticorpos neutralizantes para nao neutralizantes, analisou-
se os dados acima de uma maneira diferente (Figura 13). As titulagdes
de neutralizacdo de VSR medidas por ensaio em células VERO
produzidas por imunizacdo com Pré-F-NP com sitios de glicosilacdo de
ocorréncia natural (Particula de glicano de ocorréncia natural; RF8113,
SEQ ID NO: 16) versus Pré-F-NP com sitios de glicosilacdo adicionais
manipulados (Particula de Glicano+; RF8117, SEQ ID NO: 17) em
estudos em camundongo foram comparadas e nao mostraram nenhuma
diferenca significativa (Figura 13A). A comparagao de respostas de
anticorpos de ligacdo ao trimero F de VSR pés-fusdo produzidas por
imunizacdo com particula de glicano de ocorréncia natural (RF8113,
SEQ ID NO: 16) versus Particula de glicano+ (RF8117, SEQ ID NO: 17)
em estudos em camundongos mostrou uma resposta de ligacdo a F
pos-fusao reprimida para o Pré-F-NP com glicanos manipulados (Figura
13B). Para demonstrar que os glicanos manipulados néo reduzem a
resposta de anticorpos neutralizantes funcionais, mas reduzem a
resposta dos anticorpos néo neutralizantes produzidas para 0s epitopos
pré-fusdo / pos-fusdo compartilhados, melhorando assim a relagéo de
anticorpos neutralizantes para anticorpos totais produzida pelos
construtos de glicano manipulados, a razédo de titulacdo de neutrali-
zacao para resposta de ligacédo a F foi tracada (Figura 13C). Portanto,

0os Pré-F-NPs com os glicanos manipulados produzem um perfil de
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neutralizacdo superior para ligacdo de anticorpos em estudos em
camundongo.

[0336] Para demonstrar que a nanoparticula de ferritina pode ser
usada para melhorar a imunogenicidade do antigeno de dominio central
G de VSR, foi desenvolvido um método para conjugar quimicamente o
peptideo Gee (SEQ ID NO: 29) com a nanoparticula de ferritina. A
ferritina abrigando a mutacdo S111C aqui descrita pode ser conjugada
com o peptideo Gecec (SEQ ID NO: 29) sintetizado com um grupo
maleimida em um ligante PEG4 ligado ao N-terminal através de um
grupo NHS. O peptideo Gcec com uma maleimida N-terminal foi
sintetizado e purificado por HPLC por Peptides International (Louisville,
KY, EUA). Quando o antigeno maleimida-Gcc é adicionado a particula
de ferritina S111C, a maleimida se conjuga com a cisteina livre e forma
um Gce-NP que pode ser observado pelo gel SDS-PAGE corado com
Coomassie (Figura 14A). Embora a conjugacéo seja tipicamente 50% a
90% eficiente, um modelo de uma nanoparticula de ferritina — peptideo
Gcce (100% conjugados) é mostrado na Figura 14B.

[0337] Para determinar se o Gce-NP produz uma resposta imune
superior ao peptideo Gee (SEQ ID NO: 29), 5 camundongos por grupo
foram imunizados com o peptideo Gece ou Gee-NP (1,3 pug de dose mista
1:1 com RIBI para cada imunizag&do). A resposta de ligacdo a Gcc
(Octet) duas semanas apés a segunda imunizacdo e duas semanas
apos a terceira imunizagéo foi comparada com um grupo representativo
de soros de camundongos virgens de tratamento (Figura 14C). A
resposta de neutraliza¢do produzida pela imunizacdo com o peptideo
Gcece (SEQ ID NO. 29) versus Gee-NP em estudos em camundongos
apo0s a terceira injecdo também foi comparada em ensaios de
neutralizacdo de HAE (Figura 14D). Gce-NP produz uma resposta
imune superior ao peptideo Gcece isoladamente, conforme avaliado tanto

pela resposta de ligacdo a Gce quanto pela resposta de neutralizacéo.
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[0338] Para demonstrar que a coadministracdo de VSR Pré-F-NP
(RF8140) e Gce-NP nédo interfere com a capacidade do antigeno de
produzir uma resposta imune, os camundongos foram imunizados com
Pré-F-NP isoladamente (RF8140, SEQ ID NO: 23), Gce-NP (ferritina
conjugada com peptideo Gee SEQ ID NO: 29), ou Pré-F-NP (RF8140,
SEQ ID NO: 23) combinado com Gce-NP (Figura 15A a C). Todas as
imunizagcbes foram adjuvantadas com AF03. Os camundongos
imunizados com RF8140 isoladamente (Pré-F-NP) ou RF8140 e Gcc-
NP (Pré-F-NP + Gcce-NP) desenvolveram anticorpos que se ligam ao
trimero F pré-fusdo (DS-CAV1, SEQ ID: 25), enquanto os camundongos
imunizados com Gcce-NP ndo se ligam ao mesmo. Os camundongos
imunizados com Gcce-NP isoladamente (Gee-NP) ou RF8140 e Gee-NP
desenvolveram anticorpos que se ligam ao peptideo Gcc, enquanto 0s
camundongos imunizados apenas com RF8140 ndo se ligam ao
mesmo. Os animais imunizados com Pré-F-NP isoladamente, Gce-NP
isoladamente ou a coadministracdo de Pré-F-NP e Gce-NP desenvol-
veram uma resposta de neutralizacdo pés-segunda e pos-terceira
imunizagao, conforme medido pelo ensaio de neutralizacdo de HAE.

[0339] Para determinar se a coadministracdo de Pré-F-NP de VSR
e Gcce-NP interferiu com a capacidade do antigeno de produzir
anticorpos neutralizantes, os anticorpos neutralizantes para F e G foram
estudados em um ensaio de deplecao (Figuras 16A a B). Para
demonstrar que a adicdo de Gece-NP néo interfere com a capacidade de
Pré-F-NP de produzir uma resposta de neutralizacéo, as titulacdes de
neutralizacdo foram medidas pelo ensaio de células VERO sensiveis a
F para os grupos mencionados acima (Figura 16A). Os soros de animais
virgens de tratamento também foram testados para avaliar a qualidade
da deplecao do antigeno. No ensaio VERO, os soros de camundongos
imunizados com RF8140 (SEQ ID NO: 23) isoladamente ou RF8140

misturado com Gcce-NP  produziram respostas de neutralizagéo
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similares, enquanto Gce-NP ndo pareceu produzir resposta de neutrali-
zacgdo no ensaio em células VERO sensivel ao anticorpo F. Quando os
anticorpos que se ligam ao trimero pré-fusdo (DS-CAV1, SEQ ID: 25)
foram depletados dos soros reunidos a partir de animais imunizados
com RF8140 (SEQ ID NO: 23) isoladamente ou imunizados com
RF8140 (SEQ ID: 23) e Gce-NP, uma reducdo nas titulacbes de
neutralizacdo mensuravel foi observada no ensaio em células VERO.
Quando os grupos acima foram medidos quanto a titulacdo de
neutralizacao no ensaio de células HAE, todos os grupos de imunizacao
foram observados quanto a se desenvolveram uma resposta de
neutralizagao no ensaio de sensibilidade a F e G (Figura 16B). Os soros
agrupados a partir de animais imunizados com RF8140 (SEQ ID NO:
23) isoladamente produziram uma resposta de neutralizagcdo no ensaio
HAE que poderia ser depletada com o trimero F pré-fusdo (DS-CAV1,
SEQ ID NO: 25). Os soros agrupados a partir de animais imunizados
com Gce-NP  isoladamente desencadearam uma resposta de
neutralizacdo no ensaio HAE que poderia ser depletada com o
ectodominio de G (SEQ ID NO: 28). Os soros agrupados a partir de
animais imunizados com Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID NO: 23) e Gce-NP
produziram uma resposta de neutralizagcdo no ensaio HAE que nao foi
totalmente depletada por DS-CAV1 (SEQ ID NO: 25), mas foi totalmente
depletada por deplecbes subsequentes com DS-CAV1 e ectodominio
de G (SEQ ID NO: 28). Juntos, esses dados sugerem que a coadmi-
nistragdo com o Pre-F-NP e Gce-NP néo interfere com a capacidade do
antigeno de produzir anticorpos neutralizantes para F ou G pré-fusao,
respectivamente.

[0340] Para demonstrar o efeito de adjuvantar RF8117 (SEQ ID NO:
17) ou RF8140 (SEQ ID NO: 23), os camundongos foram doseados com
esses construtos misturados com AF03, SPA09 ou Alume. Na Figura

17A, os camundongos foram imunizados com 10 pg de antigeno
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misturado com adjuvante, enquanto na Figura 17B, os camundongos
foram imunizados com 1 ug de antigeno misturado com adjuvante. Na
Figura 17A, as titulagbes de neutralizagcdo foram medidas pelo ensaio
em células VERO no ponto no tempo de duas semanas apos a terceira
imunizag&o. S&0 mostrados os soros de camundongos imunizados com
RF8117 (SEQ ID NO: 17) sem adjuvante (Sem Adj), adjuvantado com
Alume, ou adjuvantado com AF03. Na Figura 17B, as titulagbes de
neutralizacdo foram medidas por ensaio em células VERO para soros
de camundongos imunizados com RF8117 (SEQ ID NO: 17) com
adjuvante AF03, RF8117 (SEQ ID NO: 17) com adjuvante SPAQ9, ou
RF8140 com adjuvante AF03. Em todos os casos, para RF8117 (SEQ
ID NO: 17) ou RF8140 (SEQ ID NO: 23), em camundongos virgens de
tratamento, os grupos com adjuvante produzem uma titulagdao de
neutralizacdo mais alta do que os grupos sem adjuvante. Os camun-
dongos imunizados com RF8117 (SEQ ID NO: 17) ou RF8140 (SEQ ID
NO: 23) misturado com AF03 produziram uma resposta de neutralizagao
similar, sugerindo que as mutacdes de lisina e arginina adicionadas de
RF8140 (SEQ ID NO: 23) nédo interferem com a capacidade de pré-F-
NP de produzir uma resposta de neutralizacéo.

[0341] Para explorar ainda mais o efeito adjuvante de AF03 e
SPAQ9, primatas ndo humanos (NHPs) foram imunizados com RF8140
sem adjuvante, com adjuvante AF03, ou com duas doses de SPA09
(Figura 18A). Os NHPs foram imunizados com 50 pg de antigeno
misturado com o adjuvante indicado nos dias 0 e 29 e a resposta imune
foi medida por ELISA ou resposta de neutralizacdo em células VERO
nos pontos no tempo indicados. As respostas de ELISA do trimero F
pré-fusdo foram medidas em soros de NHP ap6s imunizacdo com
RF8140 sem adjuvante (Sem Adj), com adjuvante AF03, ou com
adjuvante SPAQ9 (foram utilizadas doses de 500 pg e 2000 pg de
SPAQ09). Em todos os pontos no tempo, o adjuvante AFO3 ou SPA09
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produz uma resposta de neutralizagcdo superior. As titulagdes de
neutralizacdo de soros para os grupos NHP acima também foram
medidas por ensaio em células VERO (Figura 18B). Em todos 0s casos,
a imunizacdo com RF8140 com adjuvante produziu uma titulacdo de
neutralizacdo mais alta do que os grupos sem adjuvante em todos o0s
pontos no tempo.

[0342] O efeito da conjugacao direta de RF8140 (SEQ ID NO: 23)
ao agonista de TLR7/8 SM7/8 ou agonista de TLR9 CpG foi testado. O
antigeno foi conjugado com as moléculas pequenas SM7/8 ou CpG e
os camundongos foram doseados com uma dose de 10 pg. RF8140
contém uma mutagcdo em sua sequéncia de ferritina substituindo um
aminoacido exposto na superficie por uma cisteina (K79C), que pode
ser usada para conjugacao por reacdo quimica de clique. Para compa-
racdo, os camundongos foram doseados com RF8140 sem adjuvante
(Sem Adj), ou com adjuvante misturando com a molécula pequena em
uma alta dose ou baixa dose (n&o conjugada), como indicado na Figura
19. O soro de animais pds-segunda e pOs-terceira imunizacdo foi
testado quanto a ligacdo ao trimero F pré-fusao.

[0343] Na Figura 19A, a resposta de ligacdo ao trimero F de pré-
fusdo foi medida em soros de camundongos virgens de tratamento,
camundongos imunizados com RF8140 sem adjuvante (SEQ ID NO:
23), camundongos imunizados com RF8140 (SEQ ID NO: 23)
conjugado com Adjuvante SM7/8, RF8140 (SEQ ID NO: 23) adjuvan-
tado com 130 ng de SM7/8, ou RF8140 (SEQ ID NO: 23) adjuvantado
com 20 pug de SM7/8. RF8140 (SEQ ID NO: 23) conjugado com SM7/8
produz uma titulacao de ligacéo ao trimero F pré-fusdo mais alta do que
0S grupos sem adjuvante ou adjuvantados com SM7/8.

[0344] Na Figura 19B, a resposta de ligacao ao trimero F pré-fuséo
também foi medida em soros de camundongos virgens de tratamento,

camundongos imunizados com RF8140 sem adjuvante (SEQ ID NO:
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23), camundongos imunizados com RF8140 (SEQ ID NO: 23)
conjugado com adjuvante CpG, RF8140 (SEQ ID NO: 23) adjuvantado
com 680 ng de CpG, ou RF8140 (SEQ ID NO: 23) adjuvantado com 20
Hg de CpG. RF8140 (SEQ ID NO: 23) conjugado com SM7/8 produz
uma titulacdo de ligacdo ao trimero F pré-fusdo mais alta do que os
grupos sem adjuvante ou adjuvantados com SM7/8.

[0345] Para demonstrar a capacidade do antigeno Pré-F-NP e do
antigeno Gcce-NP de produzir uma resposta em células humanas, os
experimentos foram realizados com a plataforma MIMIC (Figuras 20A a
D). A plataforma MIMIC é composta unicamente por células imunes
humanas autdlogas capazes de gerar respostas inatas e adaptativas
especificas de antigeno de forma rapida e reproduzivel mediante
provocacdo. Documentos anteriores demonstraram a capacidade do
sistema MIMIC de recapitular perfis imunes in vivo contra alvos diversos
como HBV, toxoide do tétano, anticorpos monoclonais, YF-VAX, e
respostas de células B a influenza. As respostas de anticorpo de ligacéo
ao trimero F de VSR pré-fusdo produzidas por tratamento com RF8140
Pré-F-NP (SEQ ID NO: 23) versus trimero F pés-fuséo (SEQ ID NO: 24)
foram comparadas em células B humanas, e uma resposta de linha de
base representativa é mostrada para comparacdo (sem tratamento)
(Figura 20A). As razbes de respostas medidas de ligagéo ao trimero F
pré-fusdo (DS-CAV1, SEQ ID NO: 25) versus trimero F pos-fusdo (SEQ
ID NO: 24) produzidas por tratamento com Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID
NO: 23) versus F Pos-fusdo (SEQ ID NO: 24) em células B humanas
sao mostradas na Figura 20C. Os anticorpos a partir de MIMIC
produzidos por tratamento com diferentes antigenos de F foram
medidos usando o ensaio em células VERO (Figura 20B). As titulacdes
de neutralizacdo produzidas por tratamento com Pre-F NP (RF8140,
SEQ ID NO: 23) versus trimero F pés-fuséo (SEQ ID NO: 24) em células

B humanas foram comparadas a um grupo sem tratamento mostrando
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que RF8140 (SEQ ID NO: 23) produziu uma resposta de neutralizacao
superior em células humanas.

[0346] A magnitude da resposta de Ab a infeccdo por VSR ou aos
candidatos a vacina de subunidade F foi determinada com base no
soroestado dos sujeitos humanos investigados em estudos MIMIC, que
foi avaliado por analise de regressao linear. Os doadores com titulacdes
circulantes pré-existentes mais elevadas de IgG anti-pré-F produziram
significativamente mais IgG anti-pré-F apds o tratamento com VSR
(Figura 20E, p = 0,0041) e apoés a sensibilizagdo pés-F (Figura 20F, p =
0,0019). Embora a correlacdo ndo tenha alcancado significancia
estatistica, pré-F também mostrou uma relacdo entre o nivel de Ab
induzido e o nivel de Ab pré-existente. E digno notar que, ao contrario
de outros tratamentos, o pré-F-NP produziu um nivel comparativamente
alto de IgG anti-pré-F de doadores com baixo nivel de anti-pré-F IgG
pré-existente a partir de doadores com alto Ab pré-existente (Figura
20F). Isso indica que o pré-F-NP é capaz de resgatar (ou aumentar) a
resposta de Ab, mesmo a partir de doadores com baixo nivel de IgG
pré-existente de forma eficaz.

[0347] Para demonstrar que Gcc-NP produz uma resposta de
anticorpo G superior a do peptideo Gee (SEQ ID NO: 29) isoladamente,
as células humanas foram tratadas com o peptideo Gcc isoladamente
(SEQ ID NO: 29) ou peptideo Gce conjugado com nanoparticulas (Gece-
NP) em células B humanas. Gce-NP desencadeou uma resposta de
anticorpo de ligacdo a G superior (Figura 20G). Combinados, esses
dados sugerem que o Pré-F-NP e o Gee-NP desencadeardo respostas
imunes na imunizagcdo humana.

4. Caracterizacao In vivo da Resposta Imune a Nanoparticulas de
Ferritina - Gcc de VSR

[0348] Gce-NP de VSR foi preparado conforme descrito acima. Para

avaliar a resposta in vivo ao Gcc-NP de VSR em camundongos,
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camundongos BALBc fémeas foram imunizados por via intramuscular
com antigenos de VSR em doses especificadas nas semanas 0, 3 e 6
com uma alta dose (5 pg) ou baixa dose (0,5 ug) de antigeno. A menos
gue indicado ao contrario, Gee-NP de VSR foi adjuvantado com AF03
com uma estratégia de mistura a beira do leito. Ou seja, 50 pl da solugéo
de proteina foram misturados com 50 ul de adjuvante AF03 de Sanofi
(uma emulséo a base de esqualeno; ver Klucker e outros, J Pharm Sci.
2012 dez; 101 (12): 4490-500) imediatamente antes de injecao de 50 pl
em cada perna traseira. Nenhum efeito adverso da imunizagao foi
observado. O sangue foi coletado 1 dia antes da primeira imunizagao e
pelo menos 2 semanas apos cada injecdo (ou seja, semanas 2, 5 e 8).
A menos que especificado de outra forma, os dados mostrados foram
para 2 semanas apoés a terceira injecdo (semana 8, também denotado
como 2wp3). Tipicamente, os soros foram analisados a partir de animais
pré-imunizados (denotados como virgens de tratamento), duas
semanas apos a segunda injecdo (pds-22 ou 2wp2) ou duas semanas
apos a terceira injecao (p6s-32 ou 2wp3).

[0349] Para o ensaio de neutralizacado de HAE, o soro foi inativado
por calor por 30 minutos a 56°C. Uma série de quatro diluicdes em série
do soro inativado foi feita em Meio Basal PneumaCult™-ALI (Stem Cell
Technologies; 05002) suplementado com Suplemento PneumaCult™-
ALI 10X (Stem Cell Technologies; 05003) e Antibiotico / Antimicético a
1% (portanto, meio). Os estoques virais de VSR foram combinados 1:1
com as diluicbes de soro e incubados por 1,5 horas a 37°C. A mistura
de virus - soro foi entdo adicionada a placas de 24 pocos contendo
células HAE totalmente diferenciadas a 50 pL por poco e incubadas
durante 1 hora a 37°C, CO2 a 5%. ApGOs a incubacdo, o indculo foi
removido, os pocos foram lavados duas vezes com meio para remover
o0 virus néo ligado e incubados por mais 20 horas a 37°C, CO2 a 5%. Os

eventos de infeccdo em culturas infectadas com VSR expressando o
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reporter mKate (TagFP635) foram contados em um microscopio de
fluorescéncia.

[0350] Para detectar a infeccdo com VSR que ndo expressa o
repérter mKate (neutralizacdo da cepa B de VSR), os epitélios
pseudoestratificados foram lavados extensivamente com meio para
remover 0 muco e, em seguida, fixados com paraformaldeido a 4% por
30 minutos em temperatura ambiente, permeabilizados com Triton X-
100 a 0,25% por 30 minutos e bloqueados com DMEM suplementado
com FBS a 2% por 1 hora a 37°C. A solucao de bloqueio foi substituida
por 100 pL por poco de mistura de Ab monoclonal anti-VSR de
camundongo (Millipore; MAB 858-4) diluida 1:200 em DMEM suplemen-
tado com FBS a 2%, e as placas foram incubadas a 37°C por 2 horas.
As placas foram entao lavadas 3 vezes com PBS suplementado com
Tween 20 a 0,05%. 100 pL de IgG anti-camundongo de cabra (H + L)
(Invitrogen; A11001) diluidos 1:200 em DMEM suplementado com FBS
a 2% foram adicionados por poco, e as placas foram incubadas durante
a noite a 4°C. Na manha seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS suplementado com Tween 20 a 0,05%, o sinal fluorescente foi
estabilizado com ProLong Gold AntiFade com DAPI (Thermo Fisher
Scientific; P36935) e contado em um microscopio de fluorescéncia. As
titulacdes de anticorpos neutralizantes foram determinadas no desfecho
de reducéao de 60%.

[0351] Para demonstrar que a maior multivaléncia melhora a
producédo da resposta de neutralizacdo por antigenos G de VSR, os
camundongos foram imunizados com antigenos F de VSR. Todas as
imunizagdes foram adjuvantadas com AF03. Os camundongos foram
imunizados com Gcce-NP de VSR formulado com AF03 e as titulacdes
de neutralizacdo foram medidas 2 semanas apos a segunda injecéo e 2
semanas apos a terceira injecao (Figuras 21A a C). Gece-NP de VSR

produziu uma resposta de neutralizacdo em relagcdo a soros de

Peticéo 870200122644, de 29/09/2020, pag. 126/315



117/118

camundongos virgens de tratamento. Em ambas as 2 semanas apos a
segunda injecdo (Figura 21A) e 2 semanas apds a terceira injecao
(Figura 21B), os camundongos imunizados com Gcce-NP, contendo Gee
da cepa A2, apresentaram respostas de neutralizacédo para a cepa A de
VSR. As 2 semanas ap0s a terceira inje¢do, Gee-NP também produziu
uma resposta de neutralizacdo para a cepa B1 de VSR (Figura 21C).
[0352] Para a ligacdo anti-Gcc, um dimero trimerizado do peptideo
Gce com uma etiqueta HIS C-terminal foi usado em uma ponta Octet.
Um hexamero Gcc marcado com His6 (cepa A2) ou hexamero Gcc
marcado com His6 (cepa B1) foi pré-carregado nas pontas do sensor
Anti-Penta-HIS (HIS1K) (FortéBio # 18-5122) por 400 segundos para
permitir que a captura alcance quase a saturacdo. As pontas do
biossensor foram entédo equilibradas por 90 segundos em Tampéao de
lavagem Octet, seguido por associacdo de soros diluidos por 300
segundos. As respostas finais da curva de associacao foram medidas
usando o software Octet Data Analysis HT10.0 e a resposta foi
multiplicada pelo fator de diluicdo (100 ou 300) para obter a resposta
final relatada.

[0353] Para determinar se o Gce-NP de VSR produz uma resposta
imune de ligacdo a Gcc, 0os soros das imunizagdes descritas acima
foram testados quanto a sua capacidade de se ligar ao hexamero Gcc
A2 ou hexamero Gcce B1. As respostas de ligacdo a Gee em alta dose
(Figura 22A e Figura 23A) e baixa dose (Figura 22B e Figura 23B) foram
testadas 2 semanas ap0s a segunda imunizagao e 2 semanas apos a
terceira imunizacdo. Para a cepa A2 (Figuras 22A a B) e a cepa Bl
(Figuras 23A a B), Gce-NP de VSR produziu uma resposta de ligagao
em relagdo aos soros de camundongos virgens de tratamento.

5. Resposta a Pré-F-NP e Gece-NP em Células Humanas

[0354] Para demonstrar a capacidade de Pré-F-NP e Gcce-NP de
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produzir uma resposta em células humanas, os experimentos sao reali-
zados com a plataforma MIMIC. A plataforma MIMIC é composta
unicamente por células imunes humanas autdlogas capazes de gerar
respostas inatas e adaptativas especificas de antigeno de forma rapida
e reproduzivel mediante provocacdo. Documentos anteriores demons-
traram a capacidade do sistema MIMIC de recapitular perfis imunes in
vivo contra alvos diversos como HBV, toxoide do tétano, anticorpos
monoclonais, YF-VAX, e respostas de células B a influenza. As respos-
tas de anticorpos de ligacdo ao trimero F de VSR pré-fusdo produzidas
por tratamento com Pré-F-NP RF8140 (SEQ ID NO: 23) versus trimero
F pés-fusédo (SEQ ID NO: 24) sdo comparadas em células B humanas,
e sdo comparadas com uma resposta de linha de base representativa.
As razbes de respostas de ligacdo medidas ao trimero F pré-fusdo (DS-
CAV1, SEQ ID NO: 25) versus trimero F pos-fusdo (SEQ ID NO: 24)
produzidas por tratamento com Pré-F-NP (RF8140, SEQ ID NO: 23)
versus F pos-fusdo (SEQ ID NO: 24) em células B humanas. Os
anticorpos de MIMIC produzidos por tratamento com diferentes antige-
nos de F sdo medidos usando o ensaio em células VERO. As titulacbes
de neutralizacdo produzidas por tratamento com Pré-F-NP (RF8140,
SEQ ID NO: 23) versus trimero F pés-fuséo (SEQ ID NO: 24) em células
B humanas sdo comparadas com um grupo sem tratamento, mostrando
gque RF8140 (SEQ ID NO: 23) produz uma resposta de neutralizacao
superior em células humanas. Para demonstrar que Gcce-NP produz
uma resposta de anticorpo de ligacdo a G superior a do peptideo Gcc
(SEQ ID NO: 29) isoladamente, as células humanas séo tratadas com o
peptideo Gcece isoladamente (SEQ ID NO: 29) ou peptideo Gcece conjuga-
do com nanoparticulas (Gce-NP) em células B humanas. Gce-NP
produz uma resposta de anticorpo de ligacdo a G superior. Assim, Pre-

F-NP e Gce-NP produzirdo respostas imunes na imunizacdo humana.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo antigénico de VSR compreendendo um
polipeptideo de F de VSR, caracterizado pelo fato de que um epitopo
do polipeptideo de VSR que € compartilhado entre F de VSR pré-fusao
e F de VSR poés-fusao é bloqueado.

2. Polipeptideo antigénico de VSR compreendendo um
polipeptideo de F de VSR, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo
de F de VSR compreende os residuos de aminoacidos 62 a 69 e 196 a
209 da SEQ ID NO: 26 e uma asparagina correspondendo a posicao
328, 348 ou 507 da SEQ ID NO: 26.

3. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a reivindi-
cacdo 2, caracterizado pelo fato de que um epitopo do polipeptideo de
VSR que é compartilhado entre F de VSR pré-fusdo e F de VSR pos-
fusado é bloqueado.

4. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que
compreende um F de VSR pré-fuséo.

5. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes precedentes, caracterizado pelo fato de que que
€ reconhecido por um anticorpo especifico de F de VSR pré-fusao
selecionado a partir de D25 ou AM14.

6. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicacéo 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que o F de VSR pré-
fusdo compreende um epitopo nédo encontrado em F de VSR pos-fuséo

7. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacfes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que compre-
ende um F de VSR poés-fusao.

8. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 ou 3 a 6, caracterizado pelo fato de que o

epitopo é bloqueado com um N-glicano ligado a asparagina.
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9. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicagao 8, caracterizado pelo fato de que a asparagina corres-
ponde a um residuo ndo asparagina em uma sequéncia de F de VSR
de ocorréncia natural (SEQ ID NO: 26), opcionalmente em que o residuo
nao asparagina corresponde a posi¢ao 328, 348, ou 507 da SEQ ID NO:
26.

10. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacOes precedentes, caracterizado pelo fato de que
compreende ainda uma proteina ferritina.

11. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicacao 10, caracterizado pelo fato de que a ferritina compreende
uma mutacdo que substitui um aminoacido exposto na superficie por
uma cisteina.

12. Polipeptideo antigénico de VSR compreendendo um
polipeptideo de F de VSR e uma proteina ferritina, caracterizado pelo
fato de que a proteina ferritina compreende uma mutacado que substitui
um aminoacido exposto na superficie por uma cisteina.

13. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicagdo 11 ou 12, caracterizado pelo fato de que a ferritina
compreende uma ou mais mutacdes de E12C, S26C, S72C, A75C,
K79C, S100C e S111C de ferritina de H. pylori ou uma ou mais
mutacdes correspondentes em uma ferritina ndo H. pylori determinadas
por alinhamento de pares ou estrutural.

14. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 10 a 13, caracterizado pelo fato de que
compreende uma ou mais por¢cdes imunoestimulatérias ligadas a
ferritina por meio de um aminoacido exposto na superficie, opcional-
mente em que 0 aminoacido exposto na superficie € uma cisteina
resultante de uma mutacao.

15. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
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uma das reivindicacbes 10 a 14, caracterizado pelo fato de que a
ferritina compreende uma mutagcdo que substitui uma asparagina
exposta na superficie por um aminodcido ndo asparagina, opcional-
mente em que a asparagina esta na posicao 19 da ferritina de H. pylori,
ou uma posicdo analoga em uma ferritina ndo H. pylori, conforme
determinado por alinhamento de pares ou estrutural.

16. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes 10 a 15, caracterizado pelo fato de que a
ferritina compreende uma mutacdo que substitui uma cisteina interna
por um aminoacido nao cisteina, opcionalmente em que a cisteina
interna esta na posicao 31 da ferritina de H. pylori, ou um posicao que
corresponde a posicéo 31 da ferritina de H. pylori conforme determinado
por alinhamento de pares ou estrutural.

17. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 10 a 16, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende um epitopo ndo encontrado em
F de VSR pés-fusdo que € um epitopo do sitio 0, opcionalmente em que
0 epitopo do sitio 0 compreende os residuos de aminoacidos 62 a 69 e
196 a 209 da SEQ ID NO: 26.

18. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma asparagina em uma
posicéo correspondente a posi¢cdo 328 da SEQ ID NO: 26.

19. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma asparagina em uma
posicdo correspondente a posicdo 348 da SEQ ID NO: 26.

20. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o

polipeptideo de F de VSR compreende uma asparagina em uma
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posicéo correspondente a posicdo 507 de SEQ ID NO: 26.

21. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma leucina em uma posi¢cao
correspondente a posicdo 498 da lisina de SEQ ID NO: 26.

22. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma prolina em uma posi¢ao
correspondente a posicdo 217 da isoleucina de SEQ ID NO: 26.

23. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende um aminoacido diferente de
cisteina em uma posicao correspondente a posicéao 155 de SEQ ID NO:
26 e / ou um amino&cido que nao cisteina na posi¢ao correspondendo
a posicao 290 da SEQ ID NO: 26.

24. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que
compreende uma serina em uma posicao correspondente a posicdo 155
da SEQ ID NO: 26 e / ou uma serina em uma posi¢cao correspondente a
posicao 290 da SEQ ID NO: 26.

25. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR carece de um sitio de clivagem pela furina,
opcionalmente em que um ligante esta presente no lugar do sitio de
clivagem pela furina.

26. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo
menos 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com
aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 17.
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27. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes precedentes, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo
menos 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com a
sequéncia da SEQ ID NO: 17.

28. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicagao 26 ou 27, caracterizado pelo fato de que compreende os
aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 17.

29. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacbes 1 a 19, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo
menos 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com
0s aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 23.

30. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacOes 1 a 19 ou 29, caracterizado pelo fato de que o
polipeptideo de F de VSR compreende uma sequéncia tendo pelo
menos 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de identidade com a
sequéncia de SEQ ID NO: 23.

31. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com a
reivindicacao 29 ou 30, caracterizado pelo fato de que compreende 0s
aminoacidos 1 a 478 da SEQ ID NO: 23.

32. Polipeptideo antigénico de VSR, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo fato de que
compreende a sequéncia de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3-23.

33. Particula de ferritina, caracterizada pelo fato de que
compreende o polipeptideo antigénico de VSR como definido em
gualquer uma das reivindicacdes 10 a 32.

34. Composicéao, caracterizada pelo fato de que compreende
o polipeptideo antigénico de VSR ou particula de ferritina como definida

em com qualquer uma das reivindicacbes precedentes, e um
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polipeptideo de G de VSR.

35. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende
o polipeptideo antigénico de VSR ou particula de ferritina como definida
em qualquer uma das reivindicacfes 1 a 33, ou composi¢cdo como defini-
da na reivindicag&o 34, compreendendo ainda um carreador farmaceu-
ticamente aceitavel.

36. Polipeptideo antigénico de VSR, particula de ferritina ou
composicéo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 35,
caracterizados pelo fato de que sdo para uso em um método para
produzir uma resposta imune a VSR ou para proteger um sujeito contra
infeccao por VSR.

37. Método para produzir uma resposta imune ao VSR ou
proteger um sujeito contra a infeccao por VSR, caracterizado pelo fato
de que compreende administrar qualquer um ou mais do polipeptideo
antigénico de VSR, particula de ferritina, ou composi¢cdo como definidos
em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 36 a um sujeito.

38. Polipeptideo antigénico de VSR, particula de ferritina,
composicdo ou método, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 36 a 37, caracterizados pelo fato de que o sujeito € um ser
humano.

39. Acido nucleico que codifica o polipeptideo antigénico de
VSR, como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 32,

caracterizado pelo fato de que o acido nucleico € um mRNA.
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Faxa 12 3 4 56 7 8 9101112131415

Faixa # Nivel de expressao no meio
1. Escada
2. RF8090: NIH DS-CAV1 scF-bf-pFerr Sim (Referencial)
3. RF8100: Adicao de glicano T324N Fraco, expressao reduzida
4. RF8101: Adigao de glicano E328N Sim, expressao aumentada
5. RF8102: Adicao de glicano K390T Fraco, expressao reduzida
6. RF8103: Adicao de glicano S348N Sim, expressdo aumentada
7. RF8104: Adicéo de glicano Y478S N&o, expresséo reduzida
8. RF8105: Adicéo de glicano R507N Sim, expressao aumentada
9. Escada
10. RF8108: Adigao de prolina 1217P Sim, expressdo aumentada
11. RF8109: Preenchimento de cavidade Q224L Fraco, expressao reduzida
12. RF8110: Preenchimento de cavidade Q224L e Q225L Fraco, expressao reduzida
13. RF8111: Preenchimento de cavidade N228L Sim, igual ou expressao
aumentada
14. RF8112: Preenchimento de cavidade N228L Fraco, expressao reduzida
15. Escada
FIG. 2
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RESUMO
Patente de Invencdo: “POLIPEPTIDEOS ANTIGENICOS DE VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO”.
A presente invencao refere-se a polipeptideos antigénicos de
virus sincicial respiratério (VSR) para uso na producdo de anticorpos
contra VSR. Também sao descritos polipeptideos antigénicos compre-

endendo um polipeptideo de VSR e uma proteina ferritina.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

6 2 6 34 4 CES582BO0A1T2

Campo 2

B 87 5E 6 46 C4AO052F2

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: listagem de sequéncia p249328.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 29/09/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 14:25:27
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 626344CE582B0A12
- Campo 2: B875E646C4A052F2
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