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DESCRIPCION
Composiciones de proteina F de VRS y métodos para producir las mismas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus respiratorio sincitial (VRS) es un virus de ARN de cadena negativa no segmentado con envoltura de la familia
Paramyxoviridae, género Pneumovirus. Es la causa méas comun de bronquiolitis y neumonia entre los nifios en su
primer afio de vida. El VRS también provoca infecciones repetidas incluyendo enfermedad grave de las vias
respiratorias inferiores, lo que puede producirse a cualquier edad, especialmente entre los ancianos o aquellos con
sistemas cardiaco, pulmonar o inmunitario comprometidos.

Para infectar una célula huésped, los paramixovirus tales como VRS, como otros virus con envoltura tales como virus
influenza y VIH, requieren la fusiéon de la membrana viral con la membrana de una célula huésped. Para VRS, la
proteina de fusion conservada (F de VRS) fusiona las membranas viral y celular acoplando el replegamiento
irreversible de las proteinas con la yuxtaposicién de las membranas. En modelos actuales basados en estudios con
paramixovirus, la proteina F de VRS se pliega inicialmente en una conformacién de “prefusion” metaestable. Durante
la entrada en la célula, la conformacién de prefusion experimenta replegamiento y cambios conformacionales a su
conformacién de “posfusién” estable.

La proteina F de VRS se traduce a partir de ARNm a una proteina de aproximadamente 574 aminoacidos designada
Fo. El procesamiento postraduccional de Fo incluye la eliminacién de un péptido sefial N-terminal por una peptidasa
sefial en el reticulo endoplasmatico. Fo también se escinde en dos sitios (aproximadamente 109/110 y
aproximadamente 136/137) por proteasas celulares (en particular furina) en el trans-Golgi. Esta escisién da como
resultado la eliminacién de una secuencia intermedia corta y genera dos subunidades designadas F+1 (~50 kDa; C-
terminal; aproximadamente los residuos 137-574) y F2 (~20 kDa; N-terminal;, aproximadamente los residuos 1-109)
que permanecen asociadas entre si. F1 contiene un péptido de fusion hidréfobo en su extremo N-terminal y también
dos regiones de repeticion de héptada anfipatica (HRA y HRB). HRA esta cerca del péptido de fusién y HRB esta
cerca del dominio transmembrana. Se ensamblan tres heterodimeros F1-F2 como homotrimeros de F1-F2 en el virién.

Actualmente, no esté disponible una vacuna contra la infeccién por VRS, pero se desea. Un posible enfoque para
producir una vacuna es una vacuna de subunidades basada en proteina F de VRS purificada. En el documento
WO2009/079796A se da a conocer un antigeno F de VRS recombinante que comprende un ectodominio fusionado a
un dominio de multimerizacién de proteina GCN4. Sin embargo, para este enfoque, es deseable que la proteina F de
VRS purificada esté en una sola forma y conformacién que sea estable a lo largo del tiempo, constante entre los lotes
de vacunas, y convenientemente purificada.

La proteina F de VRS puede truncarse, por ejemplo por delecién del dominio transmembrana y la cola citoplasmatica,
para permitir su expresion como ectodominio, que puede ser soluble. Ademas, aunque la proteina F de VRS se traduce
inicialmente como un monémero, los monémeros se escinden y se ensamblan en trimeros. Cuando la proteina F de
VRS esta en forma de trimeros escindidos, se expone el péptido de fusién hidréfobo. Los péptidos de fusidn hidréfobos
expuestos en diferentes trimeros, por ejemplo, trimeros de ectodominios solubles, pueden asociarse entre si, dando
como resultado la formacidén de rosetas. Los péptidos de fusién hidréfobos pueden asociarse también con lipidos y
lipoproteinas, por ejemplo a partir de células que se usan para expresar proteina F de VRS soluble recombinante.
Debido a la complejidad del procesamiento, la estructura y el replegamiento de la proteina F de VRS, es dificil obtener
preparaciones inmunogénicas purificadas y homogéneas.

Por tanto, existe la necesidad de composiciones de proteina F de VRS mejoradas y métodos para preparar
composiciones de proteina F de VRS.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto. La invencién proporciona una composicion
inmunogénica que comprende una proteina F de VRS recombinante soluble, en forma de trimero, que comprende un
primer dominio y un segundo dominio, en donde

(i) el primer dominio comprende el ectodominio F de VRS en su totalidad o en parte y

(ii) el segundo dominio comprende un dominio de oligomerizacién heterélogo que es la secuencia trimerizante de la
fibritina del bacteriéfago T4 (“foldon”); en donde el ectodominio F de VRS en su totalidad o en parte comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de identidad con los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o
los aminoacidos 23-525 de SEQ ID NO: 2; y

en el que la composicién inmunogénica es para uso como medicamento. En una realizacién, la composicién
inmunogénica de la invencion es para su uso en la inmunizacién de un paciente contra infeccién por VRS.
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Segun la invencién, la proteina F de VRS es soluble. La proteina F de VRS tiene la region transmembrana y la cola
citoplasmatica delecionadas. La proteina F de VRS es un trimero, o una combinacién de monémeros y trimeros. El
trimero puede estar monodisperso o en forma de una roseta. En otros aspectos adicionales o alternativos, la proteina
F de VRS puede estar en una conformacion de prefusién, una conformacién intermedia o una conformacion de
posfusion.

En otro aspecto, la composicién inmunogénica contiene un polipéptido F de VRS en el que F de VRS contiene los
aminoacidos 23-99 y 151-524 de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

En realizaciones preferidas, la composicién inmunogénica incluird un adyuvante. El adyuvante es preferiblemente una
sal de aluminio, una emulsién de escualeno en agua (tal como MF59), un compuesto de benzonaftiridina, un
compuesto de fosfolipido (tal como E6020), un inmunopotenciador de molécula pequefia 0 una combinacién de dos
cualesquiera o mas de cualquiera de los anteriores.

El F de VRS esta en forma de un trimero o roseta de trimeros. El polipéptido recombinante puede incluir un péptido
sefial.

Los polipéptidos de ectodominio de F de VRS pueden estar en una sola forma, tal como trimeros no escindidos,
trimeros escindidos o rosetas de trimeros escindidos. La invencién proporciona varias ventajas. Por ejemplo, la
presencia de una sola forma deseada de F de VRS en una composicién inmunogénica proporciona una respuesta
inmunitaria mas predecible cuando se administra la composicidén a un sujeto, y una estabilidad mas constante y otras
caracteristicas fisicas y quimicas cuando se formula en una vacuna.

Cualquier referencia a un método de tratamiento puesto en practica sobre el cuerpo humano o animal ha de
interpretarse como las proteinas de la invencién y las composiciones que comprenden los mismos para su uso en
tales métodos de tratamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra el esquema de la F de VRS de tipo natural (figura 1A) y de un constructo de ectodominio en el que
el dominio transmembrana y la cola citoplasmatica se han eliminado y se ha afiadido una etiqueta HIS6 opcional al
extremo C-terminal (figura 1B). Por claridad, la numeracion residuos se refiere a la F de VRS de la cepa A2 de tipo
natural que comienza en el péptido sefial N-terminal y no esta alterada en constructos que contienen deleciones de
aminoacidos. En los esquemas esta marcada la secuencia sefial o péptido sefial (sp). La figura 1A es un esquema de
la proteina F de VRS que muestra la secuencia sefial o péptido sefial (SP), la regién ligadora p27, el péptido de fusion
(FP), el dominio HRA (HRA), el dominio HRB (HRB), la regién transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (CT). Los
limites C-terminales del ectodominio pueden variar. La figura 1B es un esquema general del constructo de ectodominio
de F de VRS que representa las caracteristicas compartidas con los esquemas de la figura 1A y que incluye una
etiqueta HISs opcional (ETIQUETA HIS). Estan presentes sitios de escisidén de furina en las posiciones de aminoécido
109/110 y 136/137. La figura 1C también muestra la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 100 - 150 de F de
VRS (tipo natural) (SEQ ID NO: 108) y varias proteinas (Furmt-SEQ ID NO: 3; Furdel-SEQ ID NO: 4; Furx-SEQ ID NO:
6; Furx R113Q, K123N, K124N-SEQ ID NO: 5; Furx R113Q, K123Q, K124Q-SEQ ID NO: 92; Delp21 furx-SEQ ID NO:
7; Delp23 furx-SEQ ID NO: 8; Delp23 furdel-SEQ ID NO: 9; Furina N-term-SEQ ID NO: 10; Furina C-term-SEQ ID NO:
11; Delecién de péptido de fusion 1-SEQ ID NO: 12; y Factor Xa-SEQ ID NO: 13) en las que uno o ambos sitios de
escision de furina y/o regién de péptido de fusidn estan mutados o delecionados. En la figura 1C, el simbolo “-” indica
que el aminoacido en esa posicién esta delecionado.

La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos del extremo carboxilo terminal desde la posicion de aminoacido 488
hasta el inicio de la regién TM de F de VRS (tipo natural) (SEQ ID NO: 94) y varias proteinas (SEQ ID NOS: 95-100)
que contienen sitios de escisién de proteasa afiadidos. En la figura 2, el simbolo “-” indica que no hay aminoacido en
esa posicién.

La figura 3 es un cromatograma y una imagen de un gel de electroforesis que muestra la purificacién de monémeros
de F de VRS F (3) usando cromatografia de exclusién molecular.

Las figuras 4A-4F muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 101) del plasmido que codifica la molécula de
ARN autorreplicante pT7-TC83R-FL.RSVF (A317) que codifica la glucoproteina F del virus respiratorio sincitial (F de
VRS). La secuencia de nucleétidos que codifica F de VRS estéa subrayada.

La figura 5 es una alineacién de las secuencias de aminoacidos de proteinas F de varias cepas de VRS. La alineacién
se prepard usando el algoritmo dado a conocer por Corpet, Nucleic Acids Research, 1998, 16(22):10881-10890,
usando parametros por defecto (tabla de comparacién de simbolos Blossum 62, penalizacién por apertura de hueco:
12, penalizacién por extension de hueco: A2, proteina F de la cepa A2 (nUmero de registro AF035006) (SEQ ID NO:
102); CP52, proteina F de la cepa CP52 (numero de registro AF013255) (SEQ ID NO: 103); B, proteina F de la cepa
B (nimero de registro AF013254) (SEQ ID NO: 104); Long, proteina F de la cepa Long (nimero de registro AY911262)
(SEQ ID NO: 105) y cepa 18537, proteina F de la cepa 18537 (nUmero de registro Swiss Prot P13843) (SEQ ID NO:
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106). También se muestra un consenso de secuencias de proteina F (SEQ ID NO: 107).

La figura 6 muestra regiones relevantes de cromatogramas de exclusién molecular (SEC) de purificaciones de
antigenos F de VRS seleccionados. El pico principal que contiene el antigeno indicado se indica mediante un asterisco
con el tiempo de retencion de la columna Superdex P200 16/60 (GE Healthcare) indicado en mililitros. En una columna
calibrada, los tiempos de retencién aproximados de 47 ml, 65 mly 77 ml corresponden al volumen vacio de la columna,
la retencién del trimero de F de VRS y la retencién del monémero de F de VRS, respectivamente. En la figura 6A, el
constructo Delp23 Furdel (Ap23 Furdel) no escindido se purifica del pico de monémero a aproximadamente 77 ml.
Cuando el antigeno F de VRS Delp23 Furdel no escindido se trata con tripsina, la proteina puede formar rosetas, que
migran ahora sobre la SEC en el volumen vacio a aproximadamente 47 ml (figura 6B). La especie de trimero escindido
de la delecion de péptido de fusiébn de F de VRS se purifica del pico de trimero a un tiempo de retencién de
aproximadamente 65 ml (figura 6C) mientras que el constructo Delp21 Furx (Ap21 Furx) no escindido se purifica del
pico de mondmero a aproximadamente 77 ml (figura 6D).

La figura 7 muestra imagenes de EM representativas de antigenos F de VRS seleccionados. La figura 7A muestra una
imagen de EM de F de VRS Ap23 (Delp23) antes del tratamiento con tripsina. Las formas de muleta de la figura 7A,
consecuentes con una conformacion de trimero de posfusion, no siempre se observan en el constructo Ap23 (Delp23)
Furdel no escindido. Cuando el constructo Ap23 (Delp23) Furdel se trata con tripsina y se purifica del volumen vacio
de una columna de SEC y se observa mediante EM, se encuentra que las proteinas han adoptado conformaciones de
roseta (figura 7B). Cuando el constructo de delecidon de péptido de fusion de F de VRS se purifica del pico de trimero
sobre una columna de SEC, se observa una forma de muleta monodispersa, consecuente con un trimero de posfusién
(figura 7C). En la figura 7D se muestran tres preparaciones de cualquiera de F de VRS Ap21 (Delp21) furx (marcado
como mondémero), F de VRS de delecién de péptido de fusién (carriles marcados como trimero) y rosetas de F de VRS
purificadas (marcadas como rosetas). El gel contiene varios carriles de GE Full Range Standard (los pesos
moleculares convencionales estdn marcados a la izquierda del gel) mientras que los tiempos de retencién aproximados
de los fragmentos de F de VRS estan indicados a la derecha del gel.

Las figuras 8A-8C son gréficos que muestran que los monémeros (Ap21 (Delp21) furx no escindido), las rosetas de
trimeros (Ap23 (Delp23) Furdel escindido) y los trimeros (delecidn de péptido de fusidn) de polipéptidos de ectodominio
de F de VRS son inmunogénicos en ratas algodoneras. Se midieron los titulos en suero de IgG anti-F de VRS y
anticuerpos neutralizantes anti-VRS 2 semanas después de la 12 vacunacién (2wp1), 3 semanas después de la 12
vacunacién (3wp1) y/o 2 semanas después de la 22 vacunacién (2wp2).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién se refiere al uso de composiciones inmunogénicas que comprenden proteinas F de VRS, tal como se
define en las reivindicaciones adjuntas.

En general, las composiciones inmunogénicas comprenden polipéptidos y/o proteinas F de VRS que contienen
mutaciones (por ejemplo, reemplazos, deleciones o adiciones de aminoécidos) que proporcionan caracteristicas
beneficiosas, tales como una o mas de 1) conformacion de prefusién o intermedia (no de posfusion) estabilizada, 2)
exposicion reducida o eliminada del péptido de fusién, 3) estabilidad mejorada (por ejemplo, agregaciéon y/o
degradacion reducida y 4) semejanza mas estrecha a la proteina viral F1/F2 activa. Estas caracteristicas proporcionan
ventajas para las composiciones inmunogénicas y para la fabricacion de las composiciones inmunogénicas. Por
ejemplo, tal como se describe en el presente documento, las conformaciones que no son de posfusién de la proteina
F de VRS (es decir, conformacion de prefusiéon, conformaciones intermedias) pueden ser mejores inmunégenos y
provocar una mejor respuesta de anticuerpos neutralizantes. La reduccién o eliminacién de la exposicién del péptido
de fusién, por ejemplo, introduciendo mutaciones o deleciones en los sitios de escisién de furina, reducira la
hidrofobicidad del polipéptido y facilitara las purificaciones, y también reducira o eliminaré la asociacién de la proteina
F de VRS con las membranas celulares en un sujeto al que se administra la proteina. La estabilidad mejorada de la
proteina facilita la produccién de composiciones inmunogénicas en las que la proteina tiene una tendencia disminuida
a agregarse o degradarse, lo que proporciona una respuesta inmunitaria mas predecible cuando se administra la
composicién a un sujeto. Finalmente, polipéptidos o proteinas F de VRS mutantes que se asemejan a la proteina viral
F1/F2, por ejemplo mediante la delecién de la totalidad o parte de la region ligadora p27, pueden provocar una mejor
respuesta de anticuerpos neutralizantes. Otras ventajas de la invencién se describen en el presente documento.

Preferiblemente, los polipéptidos de ectodominio de F de VRS estan en una sola forma o en un equilibrio dinémico
entre formas conocidas.

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, “poblacién” se refiere a mas de un polipéptido o proteina F de VRS que
esta presente en una composicion. La poblacién puede ser sustancialmente homogénea, en la que sustancialmente
todos los polipéptidos o proteinas F de VRS son sustancialmente iguales (por ejemplo, misma secuencia de
aminoécidos, misma conformacidn), heterogénea o tener un grado deseado de homogeneidad (por ejemplo, al menos
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aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 99 % de los polipéptidos o proteinas F de VRS estan en la
conformacién de prefusién, estan en la conformacion de posfusién, son mondémeros, son trimeros).

La “conformacién de posfusién” de la proteina F de VRS es un trimero caracterizado por la presencia de un haz de
seis hélices que comprende 3 regiones HRB y 3 HRA.

La “conformacién de prefusién” de la proteina F de VRS es una conformacién caracterizada por un trimero que
contiene una triple hélice que comprende 3 regiones HRB.

Tal como se usa en el presente documento, “polipéptido de ectodominio de F de VRS” se refiere a un polipéptido de
proteina F de VRS que contiene sustancialmente la porcidon extracelular de la proteina F de VRS madura, con o sin el
péptido sefial (por ejemplo, de aproximadamente el aminoacido 1 a aproximadamente el aminoacido 524, o de
aproximadamente el aminoacido 22 a aproximadamente el aminoacido 524) pero carece del dominio transmembrana
y la cola citoplasmética de la proteina F de VRS que se produce de manera natural.

Tal como se usa en el presente documento, “polipéptido de ectodominio de F de VRS escindido” se refiere a un
polipéptido de ectodominio de F de VRS que se ha escindido en una o mas posiciones de aproximadamente 101/102
a aproximadamente 160/161 para producir dos subunidades, en el que una de las subunidades comprende F1 y la otra
subunidad comprende Fo.

Tal como se usa en el presente documento, “polipéptido de ectodominio de F de VRS no escindido C-terminal” se
refiere a un polipéptido de ectodominio de F de VRS que se escinde en una o més posiciones de aproximadamente
101/102 a aproximadamente 131/132, y no se escinde en una 0 mas posiciones de aproximadamente 132/133 a
aproximadamente 160/161, para producir dos subunidades, en el que una de las subunidades comprende F+ y la otra
subunidad comprende Fo.

Tal como se usa en el presente documento, “polipéptido de ectodominio de F de VRS no escindido” se refiere a un
polipéptido de ectodominio de F de VRS que no se escinde en una 0 méas posiciones de aproximadamente 101/102 a
aproximadamente 160/161. Un polipéptido de ectodominio F de VRS no escindido puede ser, por ejemplo, un
mondémero o un trimero.

Tal como se usa en el presente documento, “péptido de fusién” se refiere a los aminoacidos 137-154 de la proteina F
de VRS.

Tal como se usa en el presente documento, “péptido de fusién alterado” se refiere a un péptido de fusién en el que
uno o mas aminoacidos se reemplazan o delecionan independientemente, incluyendo el reemplazo o la delecién de
todos los aminoécidos de las posiciones 137-154. Preferiblemente, los polipéptidos de ectodominio de F de VRS
escindidos que contienen un “péptido de fusién alterado” no forman rosetas.

Tal como se usa en el presente documento, una proteina o polipéptido “purificado” es una proteina o polipéptido que
se produce de manera recombinante o sintética, o se produce por su huésped natural, y se ha aislado de otros
componentes del sistema de produccion recombinante o sintético o huésped natural de manera que la cantidad de la
proteina en relacién con otros componentes macromoleculares presentes en una composicién es sustancialmente
mayor que la presente en una preparacién en bruto. En general, una proteina purificada sera al menos
aproximadamente el 50 % homogénea y mas preferiblemente al menos aproximadamente el 75 %, al menos
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos
aproximadamente el 95 % o sustancialmente homogénea.

Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente libre de lipidos y lipoproteinas’ se refiere a
composiciones, proteinas y polipéptidos que estén al menos aproximadamente el 95 % libres de lipidos y lipoproteinas
en una base en masa cuando se observa la pureza de la proteina y/o polipéptido (por ejemplo, polipéptido F de VRS)
en un gel de SDS PAGE y se mide el contenido de proteina total usando o bien absorcién de UV280 o bien analisis
de BCA, y se determina el contenido de lipidos y lipoproteinas usando el ensayo de fosfolipasa C (Wako, n.° de cédigo
433-36201).

Tal como se usa en el presente documento, “sitio de escisién de furina alterado” se refiere a la secuencia de
aminoacidos en aproximadamente las posiciones 106-109 y en aproximadamente las posiciones 133-136 en la
proteina F de VRS que se produce de manera natural que se reconocen y se escinden por furina o proteasas similares
a la furina, pero en un polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido contiene uno o mas reemplazos
de aminoéacidos, una o mas deleciones de aminoéacidos, o una combinacién de uno o mas reemplazos de aminoacidos
y una o mas deleciones de aminoéacidos, de modo que se secreta un polipéptido de ectodominio de F de VRS que
contiene un sitio de escisién de furina alterado de una célula que lo produce sin escindir en el sitio de escisién de furina
alterado.
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Las caracteristicas de los ectodominios de proteina F de VRS adecuados para su uso en esta invencioén se describen
en el presente documento con referencia a aminoéacidos particulares que se identifican por la posicién del aminoécido
en la secuencia de proteina F de VRS de la cepa A2 (SEQ ID NO: 1). Los ectodominios de proteina F de VRS pueden
tener la secuencia de aminoacidos de la proteina F de la cepa A2 o cualquier otra cepa deseada. Cuando se usa el
ectodominio de proteina F de una cepa distinta de la cepa A2, los aminoacidos de la proteina F han de numerarse con
referencia a la numeracion de la proteina F de la cepa A2, con la inserciéon de huecos segln sea necesario. Esto
puede lograrse alineando la secuencia de cualquier proteina F de VRS deseada con la proteina F de la cepa A2, tal
como se muestra en el presente documento para proteinas F de la cepa A2, cepa CP52, cepa B, cepa Long y la cepa
18537. Véase la figura 5. Las alineaciones de secuencias se producen preferiblemente usando el algoritmo dado a
conocer por Corpet, Nucleid Acids Research, 1998, 16(22): 10881-10890, usando parametros por defecto (tabla de
comparacién de simbolos Blossum 62, penalizacién por apertura de hueco: 12, penalizacién por extensién de hueco:
2).

Los polipéptidos F de VRS (por ejemplo, polipéptidos de ectodominio) pueden ser trimeros no escindidos, trimeros
escindidos o rosetas de trimeros escindidos. La invencién proporciona varias ventajas. Por ejemplo, la presencia de
una sola forma deseada de VRS, o un equilibrio dindmico entre formas conocidas, en una composicién inmunogénica,
proporciona una formulacién, solubilidad y estabilidad méas predecibles, y una respuesta inmunitaria més predecible
cuando se administra la composicién a un sujeto.

Preferiblemente, los polipéptidos de ectodominio de F de VRS estan en una sola forma, tal como trimeros no
escindidos, trimeros escindidos o rosetas de trimeros escindidos.

En un aspecto de la invencién, los polipéptidos y proteinas F de VRS estan en conformacion de prefusién. Los epitopos
de la conformacién de prefusién pueden ser capaces de generar mejor anticuerpos que pueden reconocer y neutralizar
viriones naturales.

En una realizacion de la invencién, una composicién inmunogénica comprende una poblacién de glucoproteinas F de
virus respiratorio sincitial en conformacién de prefusion. En otro aspecto de la invencién, una composicién
inmunogénica comprende una poblaciéon de glucoproteinas F de virus respiratorio sincitial que desfavorecen la
conformacién de posfusién en comparacién con una poblacién de glucoproteinas F de VRS aisladas.

La invencién también proporciona una composicién inmunogénica que comprende un polipéptido que muestra un
epitopo presente en una conformacién de prefusién o de fusién intermedia de la glucoproteina F de virus respiratorio
sincitial pero ausente en la conformacién de posfusién de la glucoproteina.

La glucoproteina F

La glucoproteina F de VRS dirige la penetracidon viral por la fusién entre la envoltura del virién y la membrana
plasmética de la célula huésped. Es una proteina integral de la membrana de un solo paso de tipo | que tiene cuatro
dominios generales: secuencia sefial (SS) de translocacion al ER N-terminal, ectodominio (ED), dominio
transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica (CT). La CT contiene un solo residuo de cisteina palmitoilada. La
secuencia de la proteina F est4 altamente conservada entre los aislados de VRS, pero esta en constante evolucion
(7). A diferencia de la mayoria de los paramixovirus, la proteina F en VRS puede mediar en la entrada y la formacion
de sincitios independientemente de las otras proteinas virales (habitualmente, es necesaria la HN ademés de F en
otros paramixovirus).

El ARNm de F de VRSh se traduce en una proteina precursora de 574 aminoacidos designada Fo, que contiene una
secuencia de péptido sefial en el extremo N-terminal que se elimina por una peptidasa sefial en el reticulo
endoplasmatico. Fo se escinde en dos sitios (a.a. 109/110 y 136/137) por proteasas celulares (en particular furina) en
el trans-Golgi, eliminando una secuencia intermedia glucosilada corta y generando dos subunidades designadas F1
(~50 kDa; extremo C-terminal; residuos 137-574) y F2 (~20 kDa; extremo N-terminal; residuos 1-109) (véase, por
ejemplo, la figura 1). F1 contiene un péptido de fusion hidréfobo en su extremo N-terminal y también dos regiones de
repeticién de héptada hidréfobas (HRA y HRB). HRA estéa cerca del péptido de fusién y HRB esté cerca el dominio
transmembrana (véase, por ejemplo, la figura 1). Los heterodimeros F+1-F2 se ensamblan como homotrimeros en el
virion.

VRS existe como un solo serotipo pero tiene dos subgrupos antigénicos: Ay B. Las glucoproteinas F de los dos grupos
son aproximadamente el 90 % idénticas. En la invencidén puede usarse el subgrupo A, el subgrupo B o una combinacién
o hibrido de ambos. Una secuencia de ejemplo para el subgrupo A es SEQ ID NO: 1 (cepa A2; GenBank GI: 138251;
Swiss Prot P03420), y para el subgrupo B es SEQ ID NO: 2 (cepa 18537; Gl: 138250, Swiss Prot P13843). SEQ ID
NO: 1y SEQ ID NO: 2 son ambas secuencias de 574 aminoacidos. El péptido sefial en la cepa A2 son los a.a. 1-21,
pero en la cepa 18537 son 1-22. En ambas secuencias, el dominio TM son aproximadamente los a.a. 530-550, pero
se ha notificado alternativamente como 525-548.

SEQ ID NO: 1
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1 MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE 60
61 LSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVIELQLLMQSTPPTNNRARRELPREMNYTLN 120
121 NAKKTINVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVS 180
181 LSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVN 240
241 AGVITPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYV 300
301 VQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKV 360
361 QSNRVFCDTMNSLTLPSEINLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKT 420
421 KCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGMDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINEYDP 480
481 LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTNIMITTIIIVIIVILLS 540
541 LIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN 574

SEQ ID NO: 2
1 MELLIHRSSAIFLTLAVNALYLTSSONITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE 60

61l LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTIELQLLMONTPAANNRARREAPQYMNYTIN 120
121 TTKNLNVSISKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVS 180
181 LSNGVSVLTSKVLDLKNYINNRLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQOMNSRLLEITREFSVN 240
241 AGVITPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYV 300
301 VQLPIYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKV 360
361 QSNRVFCDTMNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCYGKT 420
421 KCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLYVKGEPIINYYDP 480
481 LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLHNVNTGKSTTNIMITTIIIVIIVVLLS 540
541 LIAIGLLLYCKAKNTPVTLSKDQLSGINNIAFSK 574

La invencién puede usar la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 0 2, o cualquier secuencia de aminoacidos F
de VRS deseada que tiene al menos el 80 % de identidad con SEQ ID NO: 1 0 2, por ejemplo, al menos el 85 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % de identidad con SEQ ID
NO: 1 0 2. La secuencia puede encontrarse de manera natural en VRS.

La invencién usa un ectodominio de proteina F que, en su totalidad o en parte, comprende:
(i) un polipéptido que comprende aproximadamente los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1.
(i) un polipéptido que comprende aproximadamente los aminoéacidos 23-525 de SEQ ID NO: 2.

(iii) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80 % de identidad (por ejemplo,
al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % de
identidad) con (i) o (ii).

El ectodominio puede ser una forma Fo con o sin el péptido sefial, 0 puede comprender dos cadenas peptidicas
separadas (por ejemplo, una subunidad F1 y una subunidad F2) que estan asociadas entre si, por ejemplo, las
subunidades pueden estar unidas por un puente disulfuro. Por consiguiente, la totalidad o una porciéon de
aproximadamente el aminoacido 101 a aproximadamente 161, tal como los aminoéacidos 110-136, pueden estar
ausentes del ectodominio. Por tanto, el ectodominio, en su totalidad o en parte, puede comprender:

(iv) una primera cadena peptidica y una segunda cadena peptidica que esta asociada con la primera cadena
polipeptidica, donde la primera cadena peptidica comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80
% de identidad (por ejemplo, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98
%, al menos el 99 % o incluso el 100 % de identidad) con de aproximadamente el aminoacido 22 a aproximadamente
el aminoéacido 101 de SEQ ID NO: 1 o con de aproximadamente el aminoacido 23 a aproximadamente el aminoécido
101 de SEQ ID NO: 2, y la segunda cadena peptidica comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
el 80 % de identidad (por ejemplo, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos
el 98 %, al menos el 99 % o incluso el 100 % de identidad) con de aproximadamente el aminoacido 162 a
aproximadamente 525 de SEQ ID NO: 1 o con de aproximadamente el aminoacido 162 a 525 de SEQ ID NO: 2.
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(vii) Una molécula obtenible por digestién con furina de (i), (ii) o (iii).

Por tanto, una secuencia de aminoacidos usada con la invencién puede encontrarse de manera natural dentro de la
proteina F de VRS (por ejemplo, una proteina F de VRS soluble que carece de TM y CT, aproximadamente los
aminoacidos 522-574 de SEQ ID NOS: 1 0 2), y/o puede tener una o mas (por ejemplo, 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30) mutaciones de aminoacidos individuales
(inserciones, deleciones o sustituciones) en relacién con una secuencia de VRS natural. Por ejemplo, se sabe cémo
mutar proteinas F para eliminar sus secuencias de escisién de furina, impidiendo de ese modo el procesamiento
intracelular. En determinadas realizaciones, la proteina F de VRS carece de TM y CT (aproximadamente los
aminoacidos 522-574 de SEQ ID NOS: 1 o0 2) y contiene una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30) mutaciones de aminoacidos individuales
(inserciones, deleciones o sustituciones) en relaciéon con una secuencia de VRS natural.

Mutaciones de escisidn de furina, de escisién de tripsina y de péptido de fusién

Los polipéptidos o proteinas F de VRS pueden contener una o mas mutaciones que impiden la escisién en uno o
ambos de los sitios de escisién de furina (es decir, aminoéacidos 109 y 136 de SEQ ID NOS: 1 y 2). Estas mutaciones
pueden impedir la agregacién de los polipéptidos o proteinas solubles y, de ese modo, facilitar las purificaciones,
pueden impedir la fusién célula-célula si la proteina F de VRS se expresa en la superficie de una célula, tal como por
expresién de un replicén viral (por ejemplo, particulas de replicén de alfavirus), o si la proteina F de VRS es un
componente de una particula similar a un virus. Estas mutaciones, solas 0 en combinacién con otras mutaciones
descritas en el presente documento, pueden estabilizar también la proteina en la conformacion de prefusion.

Los ejemplos de mutaciones de escisién de furina adecuadas incluyen el reemplazo de los residuos de aminoacido
106 - 109 de SEQ ID NO: 1 0 2 con RARK (SEQ ID NO: 77), RARQ (SEQ ID NO: 78), QAQN (SEQ ID NO: 79) o IEGR
(SEQ ID NO: 80). Alternativamente, o ademés, los residuos de aminoacido 133 - 136 de SEQ ID NO: 1 o 2 pueden
reemplazarse con RKKK (SEQ ID NO: 81), AAAR, QNQN (SEQ ID NO: 82), QQQR (SEQ ID NO: 83) 0 IEGR (SEQ ID
NO: 80). (A indica que el residuo de aminoacido se ha delecionado). Estas mutaciones pueden combinarse, si se
desea, con otras mutaciones descritas en el presente documento, tales como mutaciones en la regién p27
(aminoacidos 110-136 de SEQ ID NOS: 1 0 2), incluyendo la delecidn de la regién p27 en su totalidad o en parte.

Estas mutaciones de escision de furina pueden combinarse, si se desea, con otras mutaciones descritas en el presente
documento, tales como mutaciones de escisién de tripsina y mutaciones de péptido de fusién. Los ejemplos de
mutaciones de escisién de tripsina adecuadas incluyen la delecién de cualquier residuo de lisina o arginina entre
aproximadamente la posicién 101 y la posicién 161 de SEQ ID NO: 1 0 2, o el reemplazo de cualquiera de tales
residuos de lisina o arginina con un aminoacido distinto de lisina o arginina. Por ejemplo, los residuos de lisina y/o
arginina en la regién p27 (aproximadamente los aminoacidos 110-136 de SEQ ID NOS: 1 o 2) pueden sustituirse o
delecionarse, incluyendo la delecién de la regién p27 en su totalidad o en parte.

Alternativamente o ademas de las mutaciones de escisién de furina, los polipéptidos o proteinas F de VRS pueden
contener una o mas mutaciones en la regién de péptido de fusién (aminoéacidos 137 y 153 de SEQ ID NOS: 1 0 2).
Por ejemplo, esta regién puede delecionarse en su totalidad o en parte.

En realizaciones particulares, la secuencia de residuo de aminoacido 100 - 150 del polipéptido o proteina F de VRS,
tal como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, o los ectodominios solubles del mismo, es

(Furmt) TPATNNRARKELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKKKFLGFLLGYGSAIAS (SEQ ID NO: 3)
(Furdel)TPATNNRARQELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKK-—-RFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 4)
(Furx) TPATNNQAQNELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSQNQNQNFLGFLLGYGSAIAS (SEQ ID NO: 6)

(Furx R113Q, K123N, K124N) TPATNNQAQNELPQFMNYTLNNANNTNVTLSQNQNQNFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID
NO: 5)

(Furx R113Q, K123Q, K124Q)) TPATNNQAQNELPQFMNYTLNNAQQTNVTLSQNQNQNFLGFLLGVGSAIAS (SEQ
ID NO: 92)

(Delp21Furx) TPATNNQAQN--—-—————QNQNQNFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 7)
(Delp23Furx) TPATNNQAQN QNQNFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 8)
(Delp21 furdel)TPATNNRARQ-—————————---QNQQQRFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 109)
(Delp23furdel)TPATNNRARQ-——-——————-QQQRFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 9)
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(Furina Nterm) TPATNNRARRELPQFMNYTLNNAQQTNVTLSQNQNQNFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 10)
(Furina Cterm)TPATNNQAQNELPQFMNYTLNNAQQTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 11)
(Delecion de péptido de fusion 1) TPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRR-—-SAIAS (SEQ ID NO: 12),

(Delecién de péptido de fusion 2) TPATNNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNVTLSKKRKRR--GVGSAIAS (SEQ D NO:
91), o

(Factor Xa) TPATNNIEGRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKIEGRFLGFLLGVGSAIAS (SEQ ID NO: 13); en las que €l
simbolo “-” indica que el aminoacido en esa posicidn esta delecionado.

La proteina F de VRS recombinante para su uso en la invencién comprende la secuencia trimerizante de la fibritina
del bacteriéfago T4 (“foldon”).

En realizaciones particulares, la secuencia del extremo carboxilo terminal del polipéptido o proteina F de VRS,
comenzando desde la posicién 480, es

(foldon corto)
PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID NO: 17);
0

(foldon largo)

PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNNKNDDKGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID
NO:18)

Ademas de la secuencia de trimerizacién de la fibritina del bacteriéfago T4 (“foldon”) y cualquier combinacién de
mutaciones de escisidn de furina y mutaciones de péptidos de fusién, polipéptidos o proteinas F de VRS que contienen
una region transmembrana que contienen una region transmembrana pueden contener una secuencia de aminoacidos
afiadida que proporciona un sitio de escisién de proteasa. Este tipo de polipéptido o proteina F de VRS puede
producirse mediante expresién en la superficie de una célula, y recuperarse en forma soluble tras la escisién de la
superficie celular usando una proteasa apropiada. Generalmente, la secuencia de aminoacidos que proporciona un
sitio de escisién de proteasa estara ubicada dentro de aproximadamente 60 aminoacidos, aproximadamente 50
aminoécidos, aproximadamente 40 aminoacidos, aproximadamente 30 aminoacidos, aproximadamente 20
aminoacidos, aproximadamente 10 aminoéacidos, o sustancialmente adyacente al extremo amino terminal del dominio
transmembrana (aminoacido 525 de SEQ ID NO: 1 o 2). En la técnica se conocen bien muchas secuencias de
aminoacidos adecuadas que se escinden por proteasas comercialmente disponibles. Por ejemplo, la trombina escinde
la secuencia LVPR (SEQ ID NO: 75), el factor Xa escinde la secuencia IEGR y la enterocinasa escinde la secuencia
DDDDK (SEQ ID NO: 76). Estas secuencias de aminoacidos pueden introducirse en un polipéptido F de VRS.

Los polipéptidos inmunogénicos usados segun la invencién estaran habitualmente aislados o purificados. Por tanto,
no estaran asociados con moléculas con las que normalmente, si es aplicable, se encuentran en la naturaleza. Por
ejemplo, una proteina F usada con la invencion no estara en forma de un viridon de VRS (aunque puede estar en forma
de un virién artificial, tal como un virosoma o VLP).

Los polipéptidos se prepararan habitualmente mediante expresién en un sistema huésped recombinante.
Generalmente, se producen (por ejemplo, ectodominios de VRS) mediante expresién de constructos recombinantes
que codifican los ectodominios en células huésped recombinantes adecuadas, aunque puede usarse cualquier método
adecuado. Las células huésped recombinantes adecuadas incluyen, por ejemplo, células de insecto (por ejemplo,
Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda 'y Trichoplusia
ni), células de mamifero (por ejemplo, ser humano, primate no humano, caballo, vaca, oveja, perro, gato y roedor (por
ejemplo, hamster), células de ave (por ejemplo, pollo, pato y gansos), bacterias (por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis
y Streptococcus spp.), células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida
maltosa, Hansenual polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia pastoris,
Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolitica), células de Tetrahymena (por ejemplo, Tetrahymena thermophila)
o combinaciones de las mismas. En la técnica se conocen bien muchas células de insecto y células de mamifero
adecuadas. Las células de insecto adecuadas incluyen, por ejemplo, células Sf9, células Sf21, células TnS, células
Schneider S2 y células High Five (un aislado clonal derivado de la linea celular original de Trichoplusia ni BTI-TN-5B1-
4 (Invitrogen)). Las células de mamifero adecuadas incluyen, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO),
células de rifibn embrionario humano (células HEK293, normalmente transformadas por ADN de adenovirus de tipo 5
fragmentado), células NIH-3T3, células 293-T, células Vero, células Hela, células PERC.6 (numero de depdsito de
ECACC 96022940), células Hep G2, MRC-5 (ATCC CCL-171), WI-38 (ATCC CCL-75), células de pulmén de rhesus
fetal (ATCC CL-160), células de riidn bovino Madin-Darby (“MDBK”), células de rifién canino Madin-Darby (“MDCK?”)
(por ejemplo, MDCK (NBL2), ATCC CCL34; o MDCK 33016, DSM ACC 2219), células de rifién de cria de hamster
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(BHK), tales como BHK21-F, células HKCC, y similares. Las células de ave adecuadas incluyen, por ejemplo, células
madre embrionarias de pollo (por ejemplo, células EBx®), fibroblastos embrionarios de pollo, células germinales
embrionarias de pollo, células de pato (por ejemplo, lineas celulares AGE1.CR y AGE1.CR.pIX (ProBioGen) que se
describen, por ejemplo, en Vaccine 27:4975-4982 (2009) y el documento W0O2005/042728), células EB66, y similares.

Los expertos en la técnica conocen sistemas de expresion de células de insecto adecuados, tales como sistemas de
baculovirus, y se describen en, por ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No.
1555 (1987). Los materiales y métodos para sistemas de expresion de baculovirus/células de insecto estén
comercialmente disponibles en forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego CA. Los expertos en la técnica
también conocen sistemas de expresidon de células de ave y se describen en, por ejemplo, las patentes
estadounidenses n.°s 5.340.740; 5.656.479; 5.830.510; 6.114.168; y 6.500.668; la patente europea n.° EP 0787180B;
la solicitud de patente europea n.° EP03291813.8; los documentos WO 03/043415; y WO 03/076601. De manera
similar, en la técnica también se conocen sistemas de expresién de células bacterianas y de mamifero y se describen
en, por ejemplo, Yeast Genetic Engineering (Barr et al., eds., 1989) Butterworths, Londres.

Pueden prepararse constructos recombinantes que codifican ectodominios de proteina F de VRS en vectores
adecuados usando métodos convencionales. Se conocen bien varios vectores adecuados para la expresiéon de
proteinas recombinantes en células de insecto o mamifero y son convencionales en la técnica. Los vectores
adecuados pueden contener varios componentes, incluyendo, pero sin limitarse a, uno o mas de los siguientes: un
origen de replicacién; un gen marcador seleccionable; uno o mas elementos de control de la expresién, tales como un
elemento de control de la transcripcion (por ejemplo, un promotor, un potenciador, un terminador) y/o una o mas
sefiales de traduccién; y una secuencia sefial o secuencia lider para dirigirse a la ruta secretora en una célula huésped
seleccionada (por ejemplo, de origen de mamifero o de una especie de mamifero o distinta de mamifero heteréloga).
Por ejemplo, para la expresién en células de insecto, se usa un vector de expresién de baculovirus adecuado, tal como
pFastBac (Invitrogen), para producir particulas de baculovirus recombinantes. Las particulas de baculovirus se
amplifican y se usan para infectar células de insecto para que expresen una proteina recombinante. Para la expresion
en células de mamifero, se usa un vector que dirigird la expresién del constructo en la célula huésped de mamifero
deseada (por ejemplo, células de ovario de hamster chino).

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS pueden purificarse usando cualquier método adecuado. Por
ejemplo, en la técnica se conocen métodos para purificar polipéptidos de ectodominio de F de VRS mediante
cromatografia de inmunoafinidad. Ruiz-Arguello et al., J. Gen. Virol., 85:3677-3687 (2004). En la técnica se conocen
bien métodos adecuados para purificar proteinas deseados incluyendo precipitacién y diversos tipos de cromatografia,
tal como de interaccién hidréfoba, intercambio iénico, afinidad, quelacién y exclusién molecular. Pueden crearse
esquemas de purificacion adecuados usando dos 0 mas de estos u otros métodos adecuados. Si se desea, los
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS pueden incluir una “etiqueta” que facilita la purificacién, tal como
una etiqueta de epitopo o una etiqueta HIS. Tales polipéptidos etiquetados pueden purificarse convenientemente, por
ejemplo, a partir de medios acondicionados, mediante cromatografia de quelacién o cromatografia de afinidad.

Los polipéptidos pueden incluir secuencias adicionales ademés de las secuencias de VRS. Por ejemplo, un polipéptido
puede incluir una secuencia para facilitar la purificaciéon (por ejemplo, una secuencia de poli-His). De manera similar,
para fines de expresién, el péptido lider natural de proteina F puede sustituirse por uno diferente. Por ejemplo, la
referencia 6 usd un péptido lider de melitina de abeja en lugar del natural.

Forma y conformacién de polipéptidos

La invencion incluye composiciones inmunogénicas que incluyen cualquiera de las formas y conformaciones de
polipéptidos y proteinas F de VRS como en las reivindicaciones adjuntas incluyendo cualquier combinaciéon deseada
de las formas y conformaciones de polipéptidos y proteinas F de VRS dadas a conocer en el presente documento. La
proteina F de VRS es un trimero que comprende tres polipéptidos monoméricos. Los trimeros pueden estar
monodispersos o pueden estar en forma de una roseta, por ejemplo, debido a interacciones entre los péptidos de
fusién de trimeros individuales. Las composiciones inmunogénicas pueden comprender polipéptidos que son trimeros,
rosetas de trimeros, y cualquier combinacién de los anteriores. Ademas, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento, la proteina F de VRS puede estar en una conformaciéon de posfusién, una conformaciéon de
prefusion o conformacién intermedia.

La proteina F de VRS puede estar en una conformacién de prefusién, una conformacién de posfusién o una
conformacién intermedia. Se cree que la “conformacién de posfusién” de la proteina F de VRS es la conformacién de
baja energia de F de VRS nativa, y es un trimero caracterizado por la presencia de un haz de seis hélices que
comprende 3 regiones HRB y 3 HRA. La conformacion de posfusion tiene una forma de “muleta” o “soporte de golf’
caracteristica mediante microscopia electrénica. La “conformacién de prefusion” de la proteina F de VRS es una
conformacién caracterizada por un trimero que contiene una superhélice que comprende 3 regiones HRB. El péptido
de fusidon no esté expuesto en la conformacién de prefusién y, portanto, las conformaciones de prefusion generalmente
no forman rosetas, y tienen una forma de “piruleta” o “bola y tallo” mediante microscopia electrénica.

En algunos aspectos, la proteina F de VRS est4 en la conformacién de posfusién. Por ejemplo, la proteina F de VRS

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 844 T3

puede estar en forma de un trimero monodisperso en la conformacién de posfusién, o en forma de una roseta
compuesta por trimeros de posfusion.

En otros aspectos, la proteina F de VRS esta en la conformacion de prefusién. Sin querer restringirse a ninguna teoria
particular, se cree que la conformacion de prefusién o formas intermedias de la proteina F de VRS pueden contener
epitopos que son los mismos que los de la proteina F de VRS expresada en viriones de VRS naturales, y por tanto
proporcionan ventajas para generar anticuerpos neutralizantes.

Algunos aspectos de la invencién usan un polipéptido que desfavorece la conformacién de posfusién de la proteina F.
Preferiblemente, los polipéptidos (en su totalidad o en parte) mostrarédn un epitopo de la proteina F de prefusién o un
epitopo de una conformacién intermedia en la conversién desde la conformacion de prefusién hasta la conformacion
de posfusién. Estos polipéptidos pueden ser proteinas F nativas o mutadas en un estado de prefusién, pueden ser
proteinas F nativas o mutadas en una conformacién intermedia o pueden ser una poblacién de proteinas nativas o
mutadas donde la conformacién de posfusién se ha desfavorecido o excluido preferentemente. En ciertos casos, la
proteina nativa 0 mutada puede combinarse con una o mas moléculas adicionales que ayudan a mantener los
polipéptidos en uno de los estados anteriores tales como un anticuerpo monoclonal que se une preferentemente a la
conformacién de prefusidén o una conformacién intermedia. Ademas, los polipéptidos pueden ser derivados de
proteinas F nativas. Tales derivados incluyen polipéptidos que comprenden uno o mas fragmentos de una proteina F
nativa, polipéptidos de fusidén que comprenden una proteina F nativa (o fragmento de la misma) y una secuencia
heteréloga, y polipéptidos que comprenden una secuencia de proteina F nativa que tiene una o mas mutaciones. Estas
(u otras) modificaciones pueden desfavorecer la conformacién de posfusiéon. Los enfoques a modo de ejemplo para
desfavorecer la conformacion de posfusién incluyen estabilizar la conformacién de prefusidon, estabilizar una
conformacién intermedia, desestabilizar la conformacion de posfusion o aumentar la barrera de activaciéon de una o
més etapas que conducen a la conformacién de posfusién.

En otra realizacion, la invencién es un polipéptido que muestra al menos un epitopo que es especifico para la proteina
F en conformacién de prefusiéon o una proteina F en conformacién intermedia. Un epitopo que es especifico para la
proteina F en conformacién de prefusién o una proteina F en conformacién intermedia es un epitopo que no se
presenta en la conformacién de posfusién. Se prefiere que el al menos un epitopo se presente de manera estable, por
ejemplo, el epitopo se presenta de manera estable en disolucién durante al menos doce horas, al menos un dia, al
menos dos dias, al menos cuatro dias, al menos seis dias, al menos una semana, al menos dos semanas, al menos
cuatro semanas o al menos seis semanas.

Tales polipéptidos pueden ser proteinas F nativas 0 mutadas en el estado de prefusién, un estado intermedio o una
poblacién de estados donde el estado de posfusién estéd subrepresentado o en un porcentaje menor que para proteinas
F nativas aisladas, o puede ser un derivado de una proteina F nativa. Tales derivados incluyen polipéptidos que
comprenden uno 0 mas fragmentos de una proteina F nativa, polipéptidos de fusidon que comprenden una proteina F
nativa (o fragmento de la misma) y una secuencia heterdloga, y polipéptidos que comprenden una secuencia de
proteina F nativa que tiene una o mas mutaciones. Estas (u otras) modificaciones pueden estabilizar una secuencia
de aminoécidos de proteina F en su conformacidn de prefusién, estabilizar una secuencia de aminoacidos de proteina
F en una conformacién intermedia, desestabilizar la conformacién de posfusién de una secuencia de aminoacidos de
proteina F, aumentar la barrera de energia en una transicién que conduce a la conformacién de posfusién de una
secuencia de aminoacidos de proteina F, 0 una combinacién de dos o0 més de los anteriores.

Los dominios TM y/o CT de las proteinas F son importantes para la estabilidad de la conformacién de prefusién (8).
Sin embargo, ya que puede ser deseable no incluir dominios transmembranas en inmundgenos solubles, el efecto
funcional de TM puede lograrse por otros medios. Por ejemplo, el comportamiento de pre- y posfusion de la proteina
F del virus parainfluenza 5 se ha estudiado en algun detalle (8), y los autores estabilizaron la estructura de prefusién
de ED fusionando un dominio de trimerizacién heterdlogo al extremo C-terminal del ED.

Dominio de oligomerizacién

La invencién proporciona una composiciéon inmunogénica que comprende una proteina F de VRS recombinante
soluble, en forma de trimero, que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en donde

(i) el primer dominio comprende el ectodominio F de VRS en su totalidad o en parte y

(i) el segundo dominio comprende un dominio de oligomerizacién heterélogo que es la secuencia trimerizante de la
fibritina del bacteriéfago T4 (“foldon”);

en donde el ectodominio F de VRS en su totalidad o en parte comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos el 80% de identidad con los aminoéacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos 23-525 de SEQ ID NO:
2y

en donde la composicién inmunogénica es para su uso como medicamento.
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El segundo dominio permite la oligomerizacién del polipéptido, facilitando de ese modo que el primer dominio adopte
un estado de prefusion o un estado intermedio. El polipéptido estard presente como un oligémero, y en particular como
un trimero.

Estan disponibles diversos dominios de oligomerizacion para el experto en la técnica y se dan a conocer en el presente
documento. Estos son secuencias de aminoéacidos que pueden formar una estructura que puede interaccionar con los
dominios de oligomerizacién (ya sean iguales o diferentes) en otros polipéptidos (ya sean iguales o diferentes) de
manera que los mdlltiples polipéptidos puedan asociarse (habitualmente de manera no covalente) para formar
oligbmeros, por ejemplo, trimeros. Por ejemplo, la trimerizacidn de la proteina F de VIH (es decir, gp160) se ha logrado
fusionandola con la subunidad catalitica de la aspartato transcarbamoilasa (ATCasa) de E. coli, que es de manera
natural un trimero estable (9). De manera similar, la trimerizacién de las proteinas F de VIH (10) y PIV5 (6) se ha
logrado fusionando sus ectodominios con GCNt. Por tanto, la divulgacién incluye la superhélice de la proteina de
cremallera de leucina GCN4 de levadura (11). La trimerizacién del ectodominio de la proteina HA del virus influenza
A se ha logrado usando una secuencia de trimerizacion (‘foldon’) de fibritina de bacteriéfago T4 (GSGYIPEAPRDGQ
AYVRKDGEWVLLSTFL - SEQ ID NO: 19) (12). Por tanto, el dominio de oligomerizacién usado con la presente
invencién comprende un foldon de este tipo.

Los oligbmeros proteicos que se producen de manera natural (tanto heterooligdmeros como homooligémeros) se
asocian en una variedad de modos diferentes, por ejemplo, mediante asociacién de laminas [ en diferentes
mondémeros, mediante asociaciébn de hélices a en diferentes mondmeros, mediante asociacién de parches
superficiales hidréfobos, etc. Un motivo estructural comuin implicado en la oligomerizacién de proteinas es el dominio
de superhélice. El motivo estructural de superhélice o puede formar por si misma espirales, y dos, tres, cuatro o cinco
hélices o pueden envolverse unas alrededor de otras para formar una hélice superenrollada levégira conocida como
“superhélice’, aunque se han disefiado hélices superenrolladas dextrogiras artificiales (13-19). La simplicidad del
dominio de superhélice lo ha convertido en una eleccién popular para disefiar proteinas quiméricas con estados de
oligomerizacién definidos (16).

En una estructura de superhélice, las hélices « interaccionan a través de residuos hidréfobos que forman una franja
apolar a lo largo de un lado de cada hélice, y puede haber también interacciones electrostaticas estabilizantes entre
cadenas laterales en cualquier lado de esta franja. Dentro de la repeticién de héptada abcdefg de una hélice o, la
franja apolar esta definida por cadenas laterales hidréfobas en los residuos a y d, siendo principalmente cualquier
interaccién electrostatica en los residuos e y g. La posicién a es lo mas frecuentemente Leu, lle o Ala y la posicién d
es habitualmente Leu o Ala. Los residuos e y g son a menudo Glu o Gln, con Arg y Lys también prominentes en la
posicién g. Son comunes residuos cargados en las posiciones b, c y f ya que estos residuos estan en contacto con el
disolvente. Sin embargo, hay excepciones a este patrén de héptada general, y algunas veces se encuentran residuos
de Pro dentro de la héptada. Tales excepciones tienen habitualmente significacién funcional incluyendo, a modo de
ejemplo, desestabilizacién del dominio de oligomerizacién para permitir el replegamiento y reordenamiento tal como
se produce en la proteina F.

En la técnica se conocen cientos de secuencias de dominio de superhélice. Como alternativa a usar un dominio de
superhélice natural, pueden usarse dominios de superhélice artificiales (21, 22). Debido a la estructura sumamente
repetitiva de un dominio de superhélice, el dominio es particularmente propenso a modelado informético ya que las
porciones de estructura principal de cada residuo de aminoacido pueden parametrizarse en lugar de tratar cada
porcién de estructura principal de un residuo como una unidad Unica con sus propias variables.

El dominio de superhélice dado a conocer es preferiblemente uno que forma un trimero, de manera que el polipéptido
también puede ensamblarse en un trimero. Los dominios de superhélice dados a conocer son aquellos tomados de
proteinas transmembrana bacterianas. Un subconjunto dado a conocer de proteinas transmembrana son las
adhesinas (es decir, proteinas de superficie celular que median en la adhesién a otras células o a superficies), y
particularmente adhesinas no fimbriales (por ejemplo, en la familia de adhesinas de superhélice de oligomerizacién, u
‘Oca’). Las secuencias especificas incluyen las dadas a conocer en la referencia 24 de adhesina de Yersinia
enterocolitica YadA, adhesina de Neisseria meningitidis NadA, proteina de superficie de Moraxella catarrhalis UspA2,
y otras adhesinas, tales como la adhesina HadA de Haemophilus influenzae biogrupo aegyptius, etc. (SEQ ID NO 28-
31 y 42-58 de la referencia 24). Ademas, el factor de transcripcién de choque térmico eucariota tiene un dominio de
trimerizacién de superhélice que puede expresarse por separado.

Dentro de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene una regién de superhélice, la naturaleza de
repeticiéon de héptada de las hélices a significa que el limite del dominio de superhélice puede determinarse con cierta
precision, pero el residuo preciso donde puede decirse que termina una disposicidén de superhélice puede no
conocerse con precisién absoluta. Sin embargo, esta falta de precisién absoluta no es un problema ya que las pruebas
de rutina pueden revelar si la superhélice requiere algun residuo de aminoacido particular del que podria haber dudas.
Incluso asi, no es un requisito que los limites se conozcan con precisién absoluta, ya que el Unico requisito basico es
que el dominio de superhélice funcione de un modo que permita que el polipéptido se oligomerice con otros dominios
de superhélice sin destruir la funcién de los otros dominios dentro del polipéptido.
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Otra clase de dominio de oligomerizacién se encuentra en la triple hélice levédgira conocida como hélice de coldgeno
(25). Estas secuencias que forman triple hélice implican una secuencia de repeticion de tripéptido basica de 'Gly-2Xaa-
5Xaa, donde 2Xaa es a menudo Pro y 3Xaa es a menudo 4-hidroxiprolina. Aunque este motivo se conoce como hélice
de “colageno’, se encuentra en muchas proteinas mas alla del colageno. Por tanto, el dominio de oligomerizacién
puede ser una secuencia que comprende multiples repeticiones del motivo de secuencia 'Gly-2Xaa-3Xaa, motivo que
se pliega para formar una estructura helicoidal que puede oligomerizarse con estructuras helicoidales
correspondientes en otras cadenas polipeptidicas.

El colageno también proporciona otra clase de dominio de oligomerizacién. La referencia 26 describe un motivo que
se encuentra en el dominio 1 no colagenoso (NC1) del colageno tipo X, y este motivo puede usarse para la formacion
de trimeros y multimeros de orden superior sin una triple hélice. Esta asociacién trimérica es altamente termoestable
sin enlaces disulfuro intermoleculares. El dominio de oligomerizacién puede comprender por tanto una secuencia de
NC1.

Otros dominios de oligomerizacién pueden derivarse de los dominios transmembrana de proteinas TM oligoméricas.
Ya que estas son habitualmente lip&filas, los residuos hidréfobos situados en el exterior de sus regiones TM pueden
sustituirse por residuos cargados para proporcionar un dominio soluble. Tales métodos de solubilizacién de dominios
transmembrana mediante ingenieria de proteinas se conocen en la técnica, por ejemplo, de la referencia 27. Este

método también se ha usado para GCN4, donde las posiciones de repeticion de héptada “a” y “d” se reemplazaron
por isoleucina (11): KQIEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA (SEQ ID NO: 20).

Los dominios de oligomerizacion usados con la invencién generalmente pueden mantener una estructura oligomérica
sin la necesidad de la formacion de puentes disulfuro entre monémeros, pero los oligémeros que contienen
mondémeros unidos por disulfuro no se excluyen de la invencién.

Ademés de usar un dominio de oligomerizacién para estabilizar una proteina F en su conformacién de prefusién,
puede usarse mutacién. Por ejemplo, la referencia 28 notifica que la mutacién en una regién conservada de la
subunidad F2 de las proteinas F en el virus de simio 5 o el virus Hendra puede influir en la estabilidad de la
conformacién de prefusion.

En algunas circunstancias, también puede usarse un pH bajo para favorecer la conformaciéon de prefusion.
Estabilizacién del trimero de dominio HRB

En otro aspecto preferido de la presente divulgacién, la conformacién de posfusién de la proteina F puede verse
desfavorecida por la estabilizacién del trimero de dominio HRB. El dominio HRB forma una superhélice tricatenaria en
las formas de prefusion y probablemente la intermedia. Tal como se comentd en la seccidén anterior, debido a su
simplicidad, las superhélices se han estudiado extensamente como sistemas modelo para interacciones
intermoleculares entre proteinas y como sistemas modelo para interacciones intramoleculares de mayor alcance (es
decir, interacciones de plegamiento terciario). Estos estudios son Utiles en la ensefianza de métodos que puedan
usarse para estabilizar el dominio HRB en la forma de superhélice trimérica. A modo de ejemplo, uno o més residuos
en las posiciones a y/o d de la repeticién de héptada pueden reemplazarse por residuos que favorecen la formacion
de superhélices triméricas estables tales como residuos de lle. Ademés, aunque menos preferido, pueden eliminarse
interacciones iénicas desfavorables en las posiciones e y g o pueden afiadirse interacciones iénicas favorables en las
posiciones ey g.

La regién preferida del dominio HRB para la manipulacién es la repeticién de héptada entre P484-N517. Ejemplos
preferidos de residuos a y d para seleccionarlos como diana para las mutaciones son F488, 1492, V495, 1499, S502,
1506, S509, L512 y V516. Los residuos de serina se prefieren especialmente ya que el reemplazo de los residuos
hidréfilos por residuos hidréfobos estabilizaria el nlcleo hidréfobo de la superhélice. Otra diana preferida seria la
fenilalanina con un residuo hidréfobo mas pequefio que se empaquetaria mejor en el nacleo tal como una isoleucina.

Desestabilizacion del trimero de dominio HRA

En otro aspecto preferido de la presente divulgacién, la conformacién de posfusion de la proteina F puede verse
desfavorecida por la desestabilizacion del trimero de dominio HRA. El dominio HRA forma una superhélice tricatenaria
en las formas de posfusion y posiblemente una o mas formas intermedias. A modo de ejemplo, uno o mas residuos
en las posiciones a y/o d de la repeticion de héptada pueden reemplazarse por residuos que desfavorecen la formacion
de superhélices triméricas estables. Ademés, aunque menos preferido, pueden eliminarse interacciones iénicas
favorables en las posiciones e y g o pueden afiadirse interacciones i6nicas desfavorables en las posiciones ey g.
Preferiblemente, tales mutaciones se seleccionaran para que tengan un impacto minimo sobre la estabilidad del
dominio HRA en la conformacién de prefusién ya que pueden modelarse basandose en las estructuras cristalinas
disponibles de la proteina PIV5 F en las formas de prefusion y posfusion.

Otras modificaciones
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Ademés de las modificaciones anteriores, pueden disefiarse ademéas modificaciones basédndose en el modelado
molecular de las proteinas F de VRSh basandose en las estructuras cristalinas disponibles de la proteina F de PIV5
en las formas de prefusion y posfusién. Pueden hacerse mutaciones que desestabilizan la conformacién de posfusion
tales como el pliegue 6HB de los dominios HRA y HRB o que estabilizan la conformacion de prefusién tales como el
pliegue de HRA en la conformacién de prefusion. Ademas, la barrera de energia de las transiciones que conducen a
la conformacién de posfusién pueden aumentarse. Aungue un experto en la técnica apreciara que la estabilizacion de
la conformacidn inicial o la desestabilizaciéon de la conformacién final puede tener el efecto de aumentar la barrera de
energia, pueden introducirse otras modificaciones que afectan al propio estado de transicion.

Como ejemplo adicional, los aminoacidos N-terminales con respecto al dominio HRB (aproximadamente a.a. 449-482,
preferiblemente V459-F483) actian como “anclaje” que permite que el dominio HRB se desplace desde un lado del
trimero de proteina F hasta el otro lado de modo que el dominio HRB pueda participar en el 6HB de la conformacién
de posfusion. La delecién de uno o mas de estos aminoacidos afectara a o impedira completamente la participacién
del dominio HRB en el pliegue 6HB de la conformacién de posfusion de la proteina F (véase la figura 3). Ademas, la
interaccién entre el anclaje y la proteina F en la conformacion de prefusién puede estabilizarse para impedir que el
anclaje se aleje para permitir que el dominio HRB participe en el pliegue 6HB. Ejemplos de mutaciones estabilizantes
que podrian hacerse son puentes de cisteina entre el anclaje y la porcién de la proteina F con la que entra en contacto
el anclaje en la conformacién de prefusién.

Aln otro ejemplo es la estabilizacién del HRA en la conformacién de prefusién (residuos T50-Y306). De nuevo,
basandose en las estructuras cristalinas de proteinas F homoblogas, el nlcleo hidréfobo puede estabilizarse
reemplazando residuos iénicos o hidréfilos enterrados por residuos hidréfobos de tamafio similar. Ademas, pueden
introducirse puentes de cisteina en la superficie o dentro del nucleo. Ademas, tal como se demostré con un extenso
anélisis de la estructura cristalina de mutantes de lisozima, las proteinas o nucleos hidréfobos son relativamente rigidos
y, por tanto, la introduccién de agujeros desestabilizd6 de manera predecible los mutantes de lisozima. De manera
similar, el reempaquetamiento del nucleo de la proteina F en la conformacién de prefusiéon para eliminar cualquier
agujero natural puede estabilizar la proteina F en las formas de prefusién o intermedia, desfavoreciendo por tanto la
conformacién de posfusién.

Métodos para preparar composiciones

Se dan a conocer métodos para preparar composiciones y composiciones que contienen proteina F de VRS, en
particular polipéptidos de ectodominio de F de VRS solubles, incluyendo composiciones inmunogénicas.
Preferiblemente, los polipéptidos de ectodominio de F de VRS estdn en una sola forma, trimeros no escindidos,
trimeros escindidos o rosetas de trimeros escindidos. La invencién proporciona varias ventajas. Por ejemplo, tal como
se describe en el presente documento, la invencién proporciona métodos para producir composiciones que contienen
una forma deseada predominante de proteina F de VRS, o una Unica forma deseada de proteina F del RSV, tales
como trimeros no escindidos, trimeros escindidos o rosetas de trimeros escindidos, 0 una mezcla de la forma deseada
de proteina F de VRS. Estos tipos de composiciones pueden usarse para una variedad de fines, tales como en la
producciéon de composiciones inmunogénicas que pueden usarse para producir vacunas. La presencia de una sola
forma deseada de F de VRS, o un equilibrio dindmico entre formas conocidas, en una composicién inmunogénica,
proporciona una formulacién, solubilidad y estabilidad méas predecibles, y una respuesta inmunitaria més predecible
cuando se administra la composicién a un sujeto.

Cuando se producen polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS mediante expresion recombinante
convencional en células huésped, los polipéptidos se escinden en los sitios de escisién de furina en aproximadamente
la posicion 109/110 y en aproximadamente la posicidon 136/137 durante la produccion en la célula huésped antes de
que se secreten a los medios de cultivo. La escisidon de los polipéptidos por las células huésped es permisiva para el
replegamiento del polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS, lo que da como resultado la exposicién del péptido
de fusion hidréfobo. Por consiguiente, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos, debido a la
presencia de un péptido de fusién expuesto, forman rosetas y se asocian con lipidos y lipoproteinas que se derivan
de las células huésped y los medios de cultivo. De hecho, la microscopia electrénica del ectodominio de F de VRS
escindido que se produce en células de insecto y se purifica en virtud de una etiqueta HISs mostrd que los polipéptidos
tenian una forma de muleta consecuente con una forma de posfusién y estaban unidos a lo que parecian restos
celulares residuales. Por consiguiente, no pueden obtenerse facilmente preparaciones de alta pureza de rosetas y
otras formas y conformaciones de polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS mediante expresién
recombinante convencional en células huésped.

Métodos para producir polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos

En un aspecto, la divulgacién proporciona un método para preparar una composicion que contiene polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS escindidos. En general, el método implica proporcionar polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS no escindidos y luego escindirlos para producir una subunidad F+ y una subunidad F2. Tal como
se describe en el presente documento, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos pueden
purificarse y separarse facilmente de lipidos y lipoproteinas contaminantes usando métodos adecuados, tales como
cromatografia de exclusién molecular. Sin querer restringirse a ninguna teoria particular, se cree que el péptido de
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fusién hidr6fobo no se expone en los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos y, por tanto, los
polipéptidos no escindidos no se asocian con contaminantes lipidicos y lipoproteicos. Tal como se describe ademas
en el presente documento, los ectodominios de proteina F de VRS no escindidos pueden escindirse para producir las
subunidades F+ y F2, que pueden purificarse como trimeros, rosetas de trimeros o una mezcla de trimeros y rosetas
de trimeros.

Pueden producirse polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos usando cualquier método
adecuado. Por ejemplo, mediante producciéon recombinante en células huésped que no contienen furina activa o
proteasas similares a furina en el momento en que estan produciéndose los polipéptidos de ectodominio de proteina
F de VRS. Puede usarse una variedad de métodos para lograr este método de producciédn, tales como, produccién en
células huésped recombinantes que estdn mutadas para impedir la expresién de furina o proteasa similar a furina
(“desactivacién” condicional o completa), y diversos métodos que reducen o impiden la expresién de furina o proteasas
similares a furina en las células huésped, por ejemplo, usando interferencia de ARN u otros métodos similares, o
inhibiendo la actividad de furina o proteasa similar a furina en células huésped usando inhibidores de las proteasas.

Se producen preferiblemente polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos mediante expresion
recombinante de constructos que codifican un ectodominio de proteina F de VRS en el que la secuencia de
aminoécidos de los sitios de escisiéon de furina estan alterados, de modo que los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS se secretan por una célula huésped que produce los polipéptidos sin escindir. Los polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos pueden producirse usando cualquier célula huésped adecuada, tal
como células de insecto (por ejemplo, Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster,
Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni), células de mamifero (por ejemplo, ser humano, primate no humano, caballo,
vaca, oveja, perro, gato y roedor (por ejemplo, hamster), células de ave (por ejemplo, pollo, pato y gansos), bacterias
(por ejemplo, E. coli, Bacillus subtilis y Streptococcus spp.), células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans, Candida maltosa, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis,
Pichia guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolitica), células de Tetrahymena (por
ejemplo, Tetrahymena thermophila) o combinaciones de las mismas. En la técnica se conocen bien muchas células
de insecto y células de mamifero adecuadas. Las células de insecto adecuadas incluyen, por ejemplo, células Sf9,
células Sf21, células Tn5, células Schneider S2 y células High Five (un aislado clonal derivado de la linea celular
original de Trichoplusia ni BTI-TN-5B1-4 (Invitrogen)). Las células de mamifero adecuadas incluyen, por ejemplo,
células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién embrionario humano (células HEK293, normalmente
transformadas por ADN de adenovirus de tipo 5 fragmentado), células NIH-3T3, células 293-T, células Vero, células
Hela, células PERC.6 (nimero de depédsito de ECACC 96022940), células Hep G2, MRC-5 (ATCC CCL-171), WI-38
(ATCC CCL-75), células de pulmén de rhesus fetal (ATCC CL-160), células de rifién bovino Madin-Darby (“MDBK?”),
células de rifién canino Madin-Darby (*“MDCK”) (por ejemplo, MDCK (NBL2), ATCC CCL34; 0 MDCK 33016, DSM ACC
2219), células de rifidn de cria de hamster (BHK), tales como BHK21-F, células HKCC, y similares. Las células de ave
adecuadas incluyen, por ejemplo, células madre embrionarias de pollo (por ejemplo, células EBx®), fibroblastos
embrionarios de pollo, células germinales embrionarias de pollo, células de pato (por ejemplo, lineas celulares
AGE1.CR y AGE1.CR.pIX (ProBioGen) que se describen, por ejemplo, en Vaccine 27:4975-4982 (2009) y el
documento WO2005/042728), células EB6E6, y similares.

Los expertos en la técnica conocen sistemas de expresion de células de insectos adecuados, tales como sistemas de
baculovirus, y se describen en, por ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No.
1555 (1987). Los materiales y métodos para sistemas de expresion de baculovirus/células de insecto estén
comercialmente disponibles en forma de kit de, entre otros, Invitrogen, San Diego CA. Los expertos en la técnica
también conocen sistemas de expresién de células de ave y se describen en, por ejemplo, las patentes
estadounidenses n.°¢ 5.340.740; 5.656.479; 5.830.510; 6.114.168; y 6.500.668; la patente europea n.° EP 0787180B;
la solicitud de patente europea n.° EP03291813.8; los documentos WO 03/043415; y WO 03/076601. De manera
similar, en la técnica también se conocen sistemas de expresién de células bacterianas y de mamifero y se describen
en, por ejemplo, Yeast Genetic Engineering (Barr et al., eds., 1989) Butterworths, Londres.

Generalmente, la secuencia de aminoacidos de un ectodominio de proteina F de VRS no escindido se altera para
impedir la escision en los sitios de escisién de furina en aproximadamente la posicién 109/110 y aproximadamente la
posicion 136/137, pero contiene un sitio de escision de proteasa que se produce de manera natural o introducido, que
cuando se escinde produce una subunidad F¢ y una subunidad F2. Por ejemplo, el polipéptido de ectodominio de
proteina F de VRS no escindido puede tener una secuencia de aminoacidos que se altera para impedir la escisién en
los sitios de escisién de furina en aproximadamente la posicion 109/110 y aproximadamente la posicién 136/137, pero
contiene uno o mas sitios de escisién de proteasa que se producen de manera natural o escindidos desde
aproximadamente la posicién 101 hasta aproximadamente la posicién 161.

Un experto habitual en la técnica puede disefiar y prever facilmente una variedad de secuencias de aminoacidos
particulares que permitiran la produccién y expresién de polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos por células huésped, incluyendo secuencias de aminoacidos que no se escinden en los sitios de escisién
de furina en aproximadamente la posicion 109/110 y aproximadamente la posicién 136/137. En general, uno o mas
aminoacidos que son parte de, o estan ubicados cerca de, los sitios de escisién de furina en aproximadamente la
posicién 109/110 y aproximadamente la posicién 136/137 se reemplazan o delecionan independientemente. Se
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conocen algunas sustituciones y deleciones de aminoéacidos que son adecuadas para impedir la escisién de
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS. Por ejemplo, se han descrito las sustituciones R108N, R109N,
R108N/R109N, que inhiben la escisién en 109/110, y la sustitucién K131Q o la delecién de los aminoacidos en las
posiciones 131-134, que inhiben la escisién en 136/137. Gonzalez-Reyes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:9859-
9864 (2001). Se ha descrito un polipéptido de ectodominio de F de VRS no escindido que contiene las sustituciones
de aminoacidos R108N/R109N/ K131Q/R133Q/R135Q/R136Q. Ruiz-Arguello ef a/., J. Gen. Virol. 85:3677687 (2004).
Tal como se describe en detalle en el presente documento, secuencias de aminoacidos de proteina F de VRS
adicionales que dan como resultado la secrecién del polipéptido de ectodominio de F de VRS de una célula huésped
sin escindir contienen sitios de escisiéon de furina alterados, por ejemplo, secuencias de aminoéacidos alteradas en
aproximadamente las posiciones 106-109 y en aproximadamente las posiciones 133-136. Los sitios de escisién de
furina alterados contienen al menos una sustitucién o delecién de aminoacido en aproximadamente las posiciones
106-109, y al menos una sustituciéon o delecidn de aminoacido en aproximadamente las posiciones 133-136.

De manera similar, son posibles una variedad de secuencias de aminoacidos particulares de polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos que contienen un sitio de escisién de proteasa (por ejemplo, que se
produce de manera natural o introducido) que cuando se escinden producen una primera subunidad que comprende
una F1 y una segunda subunidad que comprende F2, y pueden disefiarse y preverse faciimente. Por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos de proteina F de VRS desde aproximadamente la posicién 101 hasta aproximadamente la
posicién 161 contiene sitios de escisidn de tripsina, y uno o mas de los sitios de escisién de tripsina pueden escindirse
mediante tripsina para generar las subunidades F1 y Fa2. Si se desea, pueden introducirse uno o mas sitios de
reconocimiento de proteasa adecuados en el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido, por
ejemplo, entre aproximadamente las posiciones 101 y aproximadamente la posiciéon 161. Los sitios de reconocimiento
de proteasa introducidos pueden escindirse usando la proteasa apropiada para generar las subunidades F1 y Fa.
Cuando se introduce un sitio de reconocimiento de proteasa en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de
ectodominio de proteina F de VRS no escindido, se prefiere que el sitio se reconozca por una proteasa que no escinde
el ectodominio de proteina F de VRS que se produce de manera natural.

El método dado a conocer incluye: a) proporcionar polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos
que contienen un sitio de escision de proteasa que, cuando se escinde, produce las subunidades F1y F2, y b) escindir
los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos con una proteasa que reconoce el sitio de escisién
de proteasa. En general, la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos contiene sitios de escisidén de furina alterados, y los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS se
secretan de una célula huésped que los produce sin escindir en los sitios de escisiéon de furina en aproximadamente
las posiciones 106-109 y aproximadamente las posiciones 131-136.

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados pueden purificarse hasta el grado
deseado. Por ejemplo, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados pueden
proporcionarse como un lisado celular, homogeneizado celular o medio acondicionado de cultivo celular que esta
sustancialmente sin procesar (por ejemplo, sin procesar o solo clarificado), o en forma parcial o sustancialmente
purificada. En ejemplos particulares, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos
proporcionados se proporcionan en medios acondicionados de cultivo celular seleccionados del grupo que consiste
en medios acondicionados de células de insecto, medios acondicionados de células de mamifero, medios
acondicionados de células de ave, medios acondicionados de células de levadura, medios acondicionados de células
de Tetrahymena, y combinaciones de los mismos.

Se prefiere generalmente que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados se
purifiqguen, por ejemplo, se purifiquen para que sean al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente
el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o sustancialmente homogéneos.
Tal como se describe en el presente documento, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos
pueden purificarse facilmente de lipidos y lipoproteinas, mientras que las formas escindidas producidas
convencionalmente de proteina F de VRS se purifican conjuntamente con contaminantes lipidicos y lipoproteicos. Por
consiguiente, cuando se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos purificados,
el método puede usarse para producir facilmente una composicién que contiene ectodominios de proteina F de VRS
escindidos que estan sustancialmente libres de lipidos o lipoproteinas.

Se conocen bien métodos adecuados para escindir polipéptidos usando una proteasa y son convencionales en la
técnica. Generalmente, los polipéptidos que van a escindirse se combinan con una cantidad suficiente de proteasa en
condiciones (por ejemplo, pH, concentracién de polipéptido y proteasa, temperatura) adecuadas para la escisién del
polipéptido. Muchas proteasas adecuadas estdn comercialmente disponibles, y se conocen bien condiciones
adecuadas para realizar la escisién de polipéptidos para muchas proteasas. Si se desea, los polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS escindidos pueden purificarse tras la escisién con proteasa.

En un ejemplo del método dado a conocer, se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos que contienen un péptido de fusién intacto, tal como un polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS
no escindido en el que ninguno de los aminoacidos de las posiciones 137-154 estan sustituidos o delecionados. En
algunas realizaciones, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados se
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purifican. Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados que contienen un
péptido de fusidn intacto se escinden, y la escisién da como resultado la formaciéon de rosetas de trimeros de
polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS escindidos. Si se desea, las rosetas pueden purificarse ademas
usando cualquier método adecuado, tal como cromatografia de exclusién molecular.

En otro ejemplo del método, se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos que
contienen un péptido de fusién alterado, tal como un polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido
en el que aproximadamente los amino&cidos 137-152, aproximadamente los aminoacidos 137-153, aproximadamente
los aminoacidos 137-145 o aproximadamente los aminoéacidos 137-142 se delecionan. También se han descrito otras
deleciones de péptidos de fusién adecuadas, tales como la delecidén de los aminoacidos en las posiciones 137-146.
Ruiz-Arguello et al., J. Gen. Virol., 85:3677-3687 (2004).

En algunas realizaciones, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados se
purifican. Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados se escinden, y la
escision da como resultado la formacién de trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS escindidos.
Si se desea, los trimeros pueden purificarse usando cualquier método adecuado, tal como cromatografia de exclusioén
molecular.

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos dados a conocer se escinden, por ejemplo, con
tripsina, y la escisién da como resultado la formacién de trimeros escindidos, rosetas de trimeros escindidos o una
combinacién de trimeros escindidos y rosetas de trimeros escindidos de polipéptidos de ectodominio de proteina F de
VRS. Si se desea, los trimeros escindidos y/o rosetas de trimeros escindidos pueden purificarse ademas usando
cualquier método adecuado, tal como cromatografia de exclusién molecular.

Métodos para producir polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un método para preparar una composicién que contiene polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos. En general, el método implica proporcionar un material biolégico
que contiene polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos, tal como un lisado celular,
homogeneizado celular o medio acondicionado de cultivo celular, y luego purificar los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos. Tal como se describe en el presente documento, se ha descubierto que los
mondmeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos purificados pueden autoasociarse para
formar trimeros no escindidos, y que existe una mezcla de monémeros no escindidos y trimeros no escindidos o un
equilibrio entre los monémeros no escindidos y los trimeros no escindidos. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria
particular, se cree que el equilibrio favorece al mondémero, pero que el equilibrio se desplazaréd hacia el trimero en
soluciones concentradas.

El método de este aspecto de la divulgacion incluye: a) proporcionar un material biol6gico que contiene polipéptidos
de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos, tal como un lisado celular, homogeneizado celular o0 medio
acondicionado de cultivo celular; y b) purificar trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos 0 una combinacién de mondmeros y trimeros del material biolégico.

En general, la secuencia de aminoécidos de los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos
contiene sitios de escisién de furina alterados, y los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS se secretan de
una célula huésped que los produce sin escindir entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la
posicion 161 (incluyendo en los sitios de escision de furina en las posiciones 106-109 y 131-136).

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS contiene
sitios de escision de furina alterados, y otros sitios de escisién de proteasa (por ejemplo, sitios de escisién de tripsina)
entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posiciéon 161 se alteran o se delecionan para impedir
la escisién por proteasa (por ejemplo, tripsina). Por ejemplo, se sabe bien que la tripsina escinde después de residuos
de lisina y arginina. En determinadas realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de
ectodominio de proteina F de VRS no escindido contiene sitios de escisién de furina alterados, uno o0 mas residuos de
lisina y/o arginina (por ejemplo, todos los residuos de lisina y arginina) presentes entre aproximadamente la posicién
101 y aproximadamente la posicién 161 se delecionan o se reemplazan por un aminoacido que no es lisina ni arginina,
los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS se secretan de una célula huésped que los produce sin escindir
entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién 161, y los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no se escinden por la tripsina entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la
posicién 161. Preferiblemente, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no se escinden por la tripsina
cuando se trata una disoluciéon de 1 mg/ml de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS (diluido en Tris 25 mM
pH 7,5, NaCl 300 mM) con una milésima del volumen de la disolucién de tripsina (tripsina de plasma bovino diluida
hasta una concentracién de 1 mg/ml en Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM; la razén en masa final en la reaccién de
digestion es tripsina: ectodominio de F de VRS 0,001:1; tripsina usada a 10-15 unidades BAEE por mg de proteina)
durante 1 hora a 37 °C.

Si se desea, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos (por ejemplo, los polipéptidos que
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contienen sitios de escision de furina alterados, y polipéptidos que contienen sitios de escisién de furina alterados y
sitios de escisién de tripsina alterados) pueden contener ademas un péptido de fusién alterado, tal como un polipéptido
de ectodominio de proteina F de VRS no escindido en el que, por ejemplo, se delecionan aproximadamente los
aminoacidos 137-152, se delecionan aproximadamente los aminoacidos 137-154, se delecionan aproximadamente
los aminoacidos 137-145 o se delecionan aproximadamente los aminoacidos 137-142. También se han descrito otras
deleciones de péptidos de fusidon adecuadas, tales como la delecién de los aminoacidos en las posiciones 137-146.
Ruiz-Arguello et al., J. Gen. Virol., 85:3677-3687 (2004).

En realizaciones particulares, el método incluye: a) proporcionar un material biolégico que contiene polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos, tal como un lisado celular, homogeneizado celular o medio
acondicionado de cultivo celular, en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ectodominio de proteina F
de VRS no escindido contiene sitios de escisién de furina alterados, los residuos de lisina y arginina presentes entre
aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién 161 se delecionan o se reemplazan por un
aminoacido que no es lisina ni arginina, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS se secretan de una
célula huésped que los produce sin escindir entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién
161, y los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no se escinden por la tripsina entre aproximadamente la
posicién 101 y aproximadamente la posicién 161; y b) purificar trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F
de VRS no escindidos 0 una combinaciéon de monémeros y trimeros del material biol6gico.

El método dado a conocer incluye: a) proporcionar un material biolégico que contiene polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos en los que el péptido de fusidn esta mutado (por ejemplo, al menos una porcién del
péptido de fusion se deleciona), tal como un lisado celular, homogeneizado celular o medio acondicionado de cultivo
celular; y b) purificar polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos del material bioldgico. El
polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido puede contener sitios de escisién de furina alterados,
y los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS se secretan de una célula huésped que los produce sin escindir
entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién 161 (incluyendo en los sitios de escisién de
furina en las posiciones 106-109 y 131-136). Si se desea, el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no
escindido con sitios de escisiéon de furina alterados contiene ademés sitios alterados o delecionados para otras
proteasas (por ejemplo, sitios de escisiéon de tripsina) entre aproximadamente la posicidon 101 y aproximadamente la
posicion 161 para impedir la escisién por proteasa (por ejemplo, tripsina). Por ejemplo, uno o mas residuos de lisina
y/o arginina (por ejemplo, todos los residuos de lisina y arginina) presentes entre aproximadamente la posicién 101y
aproximadamente la posicién 161 se delecionan o se reemplazan por un aminoacido que no es lisina ni arginina, y los
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no se escinden por la tripsina entre aproximadamente la posicién
101 y aproximadamente la posicién 161.

Los trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos pueden purificarse hasta el grado
deseado. Generalmente, se prefiere que los trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos se purifiquen, por ejemplo, para que sean al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente
el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95
% o sustancialmente homogéneos. Tal como se describe en el presente documento, los polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS no escindidos pueden purificarse facilmente de lipidos y lipoproteinas, por ejemplo, mediante
cromatografia de exclusién molecular. Por consiguiente, el método puede usarse para producir facilmente una
composicién que contiene trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS escindidos o una combinacion
de monémeros y trimeros que estan sustancialmente libres de lipidos y lipoproteinas.

En un ejemplo, el método incluye proporcionar medio acondicionado de cultivo de células de insecto, medio
acondicionado de cultivo de células de mamifero, medio acondicionado de células de ave, medio acondicionado de
células de levadura, medio acondicionado de células de Tefrahymena, o una combinacién de los mismos. En algunas
realizaciones, los trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos se purifican.

Métodos para producir polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos con péptidos de fusién
alterados

Se da a conocer un método para preparar una composicién que contiene polipéptidos de ectodominio de proteina F
de VRS escindidos que contienen un péptido de fusién alterado. Cuando se expresan polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS que no contienen sitios de escisién de furina en células huésped, las células huésped procesan los
polipéptidos, en parte escindiendo el polipéptido en los sitios de furina en aproximadamente las posiciones 109/110 y
aproximadamente las posiciones 136/137 para producir las subunidades F1 y Fo. Los polipéptidos procesados se
secretan en el cultivo y pueden recuperarse como subunidades F1-F2 asociadas (por ejemplo, subunidades F1y F2
con enlaces disulfuro), que pueden formar rosetas de trimeros a través de agregacion de péptidos de fusién expuestos.
Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS que contienen péptidos de fusién alterados pueden producirse
en y secretarse de las células huésped como subunidades F1-F2 asociadas, y preferiblemente no se agregan en
rosetas ni con contaminantes lipidicos o lipoproteicos. Sin querer restringirse a ninguna teoria particular, se cree que
los polipéptidos no forman rosetas ni se asocian con contaminantes lipidicos y lipoproteicos porque el péptido de fusién
alterado no media en la agregacién.
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El método incluye: a) proporcionar un material biolégico que contiene polipéptidos de ectodominio de proteina F de
VRS escindidos que contienen un péptido de fusion alterado (por ejemplo, al menos una porcién del péptido de fusién
se deleciona), tal como un lisado celular, homogeneizado celular o medio acondicionado de cultivo celular; y b) purificar
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos del material biolégico. Los polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS escindidos purificados pueden purificarse como trimeros escindidos, rosetas de trimeros
escindidos 0 una mezcla de trimeros escindidos y rosetas de trimeros escindidos. Los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS adecuados que contienen péptidos de fusion alterados contienen sitios de escisién de furina
escindibles en aproximadamente 109/110 y aproximadamente 136/137 y contienen ademas un péptido de fusion
alterado tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, puede usarse en el método un polipéptido de
ectodominio de proteina F de VRS en el que se delecionan aproximadamente los aminoacidos 137-152, se delecionan
aproximadamente los aminoacidos 137-153, se delecionan aproximadamente los aminoacidos 137-145, se delecionan
aproximadamente los aminoéacidos 137-146 o se delecionan aproximadamente los aminoacidos 137-142. En ejemplos
particulares, el material bioldgico que contiene polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos incluye
al menos la delecién de péptido de fusion 1.

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos (por ejemplo, trimeros escindidos o una mezcla de
trimeros escindidos y rosetas de trimeros escindidos) pueden purificarse hasta el grado deseado. Se prefiere
generalmente que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos se purifiquen, por ejemplo, para
que sean al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85
%, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o sustancialmente homogéneos. Tal
como se describe en el presente documento, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos que
contienen un péptido de fusion alterado pueden purificarse facilmente de lipidos y lipoproteinas, por ejemplo, mediante
cromatografia de exclusion molecular. Por consiguiente, el método puede usarse para producir facimente una
composicién que contiene trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS escindidos, rosetas de
trimeros escindidos o una combinacién de trimeros escindidos y rosetas de trimeros escindidos que estén
sustancialmente libres de lipidos y lipoproteinas.

Métodos para producir polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS con mutaciones de furina C-
terminales

Se da a conocer un método para preparar una composicion que contiene polipéptidos de ectodominio de VRS no
escindidos C-terminales y un método para preparar polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS escindidos. Sin
querer restringirse a ninguna teoria particular, se cree que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales se escinden por las células que producen las proteinas en el sitio de escisién de furina en
aproximadamente la posicién 109/110, pero no en el sitio de escisién de furina en aproximadamente la posicién
136/137, y se secretan al medio como una subunidad F1 que esté asociada con una subunidad F2. Se cree ademés
que el péptido de fusion hidréfobo no se expone en los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos
C-terminales y, por tanto, los polipéptidos no escindidos C-terminales no se asocian con contaminantes lipidicos y
lipoproteicos. Tal como se describe ademas en el presente documento, los ectodominios de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales pueden escindirse ademés para producir una subunidad F+, en la que el extremo amino
terminal es de desde la posicién 110 hasta aproximadamente la posicién 161, que esta asociada con una subunidad
F2. Tales subunidades F1 y F2, que pueden purificarse como trimeros, rosetas de trimeros o una mezcla de trimeros y
rosetas de trimeros.

Generalmente, la secuencia de aminoacidos de un ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-terminal se
altera para impedir la escisién en el sitio de escisidén de furina en aproximadamente la posicion 136/137, pero contiene
un sitio de escisién de proteasa que se produce de manera natural o introducido, que cuando se escinde produce una
subunidad F+, en la que el extremo amino terminal es de desde la posicién 110 hasta aproximadamente la posicién
161, y una subunidad F2. Por ejemplo, el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-terminal
puede tener una secuencia de aminoacidos que se altera para impedir la escision en los sitios de escisién de furina
en aproximadamente la posicién 136/137, pero contiene uno o mas sitios de escisién de proteasa que se producen de
manera natural o introducidos desde aproximadamente la posicion 101 hasta aproximadamente la posicién 161. En
un ejemplo particular, la secuencia de aminoacidos de un ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-terminal
se altera para impedir la escisién en el sitio de escision de furina en aproximadamente la posicién 136/137, pero
contiene un sitio de escisién de furina que se produce de manera natural en aproximadamente la posicién 109/110.

Un experto habitual en la técnica puede disefiar y prever facilmente una variedad de secuencias de aminoacidos
particulares que permitirdn la produccion y expresién de polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales por células huésped, incluyendo secuencias de aminoécidos que no se escinden en los sitios
de escisién de furina en aproximadamente la posicién 136/137. En general, uno 0 mas aminoacidos que son parte de,
o0 estan ubicados cerca de, los sitios de escisién de furina en aproximadamente la posicién 136/137 se reemplazan o
delecionan independientemente. En el presente documento se describen sustituciones y deleciones de aminoéacidos
adecuadas que impiden la escision en aproximadamente la posicidon 136/137. Por ejemplo, pueden usarse la
sustitucién K131Q, la delecibn de los aminoacidos en las posiciones 131-134 o las sustituciones
K131Q/R133Q/R135Q/R136Q, cada una de las cuales inhibe la escisién en 136/137. En determinadas realizaciones,
los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales comprenden al menos una
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sustitucién o delecién de aminoacido en aproximadamente las posiciones 133-136.

De manera similar, son posibles una variedad de secuencias de aminoéacidos particulares de polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales que contienen un sitio de escisién de proteasa (por
ejemplo, que se produce de manera natural o introducido) que cuando se escinden producen una primera subunidad
que comprende una F1 y una segunda subunidad que comprende F2, y pueden disefiarse y preverse facilmente. Por
ejemplo, la secuencia de aminoacidos de proteina F de VRS desde aproximadamente la posicién 101 hasta
aproximadamente la posicién 161 contiene sitios de escisién de tripsina, y uno o mas de los sitios de escisién de
tripsina pueden escindirse para generar las subunidades F1y F2. Si se desea, pueden introducirse uno 0 mas sitios de
reconocimiento de proteasa adecuados en el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-
terminal, por ejemplo, entre aproximadamente las posiciones 101 y aproximadamente la posicién 161. Los sitios de
reconocimiento de proteasa introducidos pueden escindirse usando la proteasa apropiada para generar las
subunidades F1y F2. Cuando se introduce un sitio de reconocimiento de proteasa en la secuencia de aminoacidos de
un polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-terminal, se prefiere que el sitio se reconozca por
una proteasa que no escinde el ectodominio de una proteina F de VRS que se produce de manera natural.

Pueden producirse polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales usando cualquier
método adecuado. Un método preferido es mediante expresién recombinante de constructos que codifican un
ectodominio de proteina F de VRS en el que esa secuencia de aminoacidos del sitio de escisién de furina en
aproximadamente las posiciones 136/137 se altera, de modo que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de
VRS no escindidos C-terminales se secretan por una célula huésped que produce los polipéptidos sin escindir en el
sitio de escision de furina en aproximadamente la posicién 136/137. Preferiblemente, el polipéptido de ectodominio de
proteina F de VRS no escindido C-terminal se secreta por una célula huésped que lo produce como una subunidad F1
que esta asociada con una subunidad F2, en el que el extremo amino terminal de la subunidad F1 es de desde la
posicién 132 hasta aproximadamente la posicién 161, pero no la posicién 137. Los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos C-terminales pueden producirse usando cualquier célula huésped adecuada, tal
como se describe en el presente documento.

Un método incluye: a) proporcionar polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales que
comprenden un sitio de escisién de furina alterado en la posicién 136/137, y dichos polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos C-terminales se secretan de una célula que los produce en forma de un fragmento
F2 que est4 asociado con una subunidad que comprende F1 pero no esta escindida en la posicién 136/137, y b) escindir
los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales proporcionados con una proteasa
que escinde el ectodominio de proteina F de VRS en un sitio entre las posiciones 101y 161, produciendo de ese modo
dicha composicién. En realizaciones particulares, la etapa b) comprende escindir los polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos C-terminales proporcionados con una proteasa que escinde el ectodominio de
proteina F de VRS en un sitio entre aproximadamente las posiciones 101 y 132, o aproximadamente las posiciones
132 y 161, o aproximadamente las posiciones 110 y 132. Alternativamente o ademas, en algunas realizaciones, los
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales comprenden un sitio de escisién de
furina alterado en la posiciéon 136/137, con la condicién de que el sitio de escisién de furina alterado no sea la delecién
de los aminoacidos 131-134. En ejemplos particulares, el material bioldgico que contiene polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS no escindidos C-terminales; incluye al menos el polipéptido de furina N-terminal.

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales proporcionados pueden purificarse
hasta el grado deseado. Por ejemplo, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales
proporcionados pueden proporcionarse en un lisado celular, homogeneizado celular o medios acondicionados de
cultivo celular que estan sustancialmente sin procesar (por ejemplo, sin procesar, o clarificados solo), o en forma
parcial o sustancialmente purificada. En ejemplos particulares, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS
no escindidos C-terminales proporcionados se proporcionan en medios acondicionados cultivo celular seleccionados
del grupo que consiste en medios acondicionados de células de insecto, medios acondicionados de células de
mamifero, medios acondicionados de células de ave, medios acondicionados de células de levadura, medios
acondicionados de células de Tetrahymena, y combinaciones de los mismos.

Se prefiere generalmente que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales
proporcionados se purifiquen, por ejemplo, se purifiquen para que sean al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o sustancialmente
homogéneos. Tal como se describe en el presente documento, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS
no escindidos C-terminales pueden purificarse facilmente de lipidos y lipoproteinas, mientras que las formas
escindidas producidas convencionalmente de proteina F de VRS se purifican conjuntamente con contaminantes
lipidicos y lipoproteicos. Por consiguiente, cuando se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS
no escindidos C-terminales purificados, el método puede usarse para producir facilmente una composiciéon que
contiene ectodominios de proteina F de VRS escindidos que estan sustancialmente libres de lipidos o fosfolipidos.

Se conocen bien métodos adecuados para escindir polipéptidos usando una proteasa y son convencionales en la

técnica. Generalmente, los polipéptidos que van a escindirse se combinan con una cantidad suficiente de proteasa en
condiciones (por ejemplo, pH, concentracién de polipéptido y proteasa, temperatura) adecuadas para la escisién del
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polipéptido. Muchas proteasas adecuadas estdn comercialmente disponibles, y se conocen bien condiciones
adecuadas para realizar la escisién de polipéptidos para muchas proteasas. Si se desea, los polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS pueden purificarse tras la escisiéon con proteasa.

En un ejemplo del método dado a conocer, se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales que contienen un péptido de fusién intacto, tal como un polipéptido de ectodominio de proteina
F de VRS no escindido C-terminal en el que ninguno de los aminoé&cidos de las posiciones 137-154 se sustituyen o se
delecionan. En otro ejemplo del método, se proporcionan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales que contienen un péptido de fusién alterado, tal como un polipéptido de ectodominio de
proteina F de VRS no escindido C-terminal en el que aproximadamente los aminoacidos 137-152, aproximadamente
los aminoacidos 137-153, aproximadamente los aminoacidos 137-145 o aproximadamente los aminoacidos 137-142
se delecionan. También se han descrito otras deleciones de péptidos de fusién adecuadas, tales como la delecidon de
los aminoéacidos en las posiciones 137-146. Ruiz-Arguello ef al., J. Gen. Virol., 85:3677-3687 (2004).

En algunas realizaciones, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales
proporcionados se purifican. Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos proporcionados se
escinden, y la escisiéon da como resultado la formacién de trimeros de polipéptidos de ectodominio de proteina F de
VRS escindidos. Si se desea, los trimeros pueden purificarse usando ademas cualquier método adecuado, tal como
cromatografia de exclusion molecular.

En ejemplos particulares del método dado a conocer, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no
escindidos C-terminales proporcionados contienen al menos el polipéptido de furina N-terminal (figura 1). Los
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales proporcionados se escinden, por
ejemplo con ftripsina, y la escision da como resultado la formacién de trimeros escindidos, rosetas de trimeros
escindidos o una combinacién de trimeros escindidos y rosetas de trimeros escindidos de polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS. Si se desea, los trimeros escindidos y/o rosetas de trimeros escindidos pueden purificarse
ademas usando cualquier método adecuado, tal como cromatografia de exclusién molecular.

Otro método de este aspecto de la divulgacion incluye: a) proporcionar un material biolégico, tal como un lisado celular,
homogeneizado celular o medio acondicionado de cultivo celular, que contiene polipéptidos de ectodominio de proteina
F de VRS no escindidos C-terminales que comprenden un sitio de escisién de furina alterado en la posicién 136/137,
y dichos polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS solubles se secretan de una célula que los produce en
forma de un fragmento F2 que estd asociado con una subunidad que comprende F1 pero no estd escindido en la
posicién 136/137, con la condicién de que el sitio de escisién de furina alterado no sea la delecién de aminoacidos
131-134; y b) purificar los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales del material
biolégico, produciendo de ese modo la composicidn. Preferiblemente, el extremo amino terminal de la subunidad F1
es de desde aproximadamente la posicién 110 hasta aproximadamente la posicion 132. Mas preferiblemente, el
extremo amino terminal de la subunidad F1 es aproximadamente la posicién 110. Se prefiere particularmente que el
extremo amino terminal de la subunidad F+1 no sea la posicién 137. En ejemplos particulares, el material biolégico que
contiene polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales incluye al menos el polipéptido
de furina N-terminal.

Si se desea, el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS no escindido C-terminal contiene ademés sitios
alterados o delecionados para otras proteasas (por ejemplo, sitios de escisién de tripsina) entre aproximadamente la
posicion 101 y aproximadamente la posicion 161 para impedir la escisién por proteasa (por ejemplo, tripsina). Por
ejemplo, uno o0 mas residuos de lisina y/o arginina (por ejemplo, todos los residuos de lisina y arginina) presentes entre
aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién 161 se delecionan o se reemplazan por un
aminoacido que no es lisina ni arginina, y los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-
terminales no se escinden por la tripsina entre aproximadamente la posicién 101 y aproximadamente la posicién 161.
Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales pueden contener un péptido de
fusién intacto o un péptido de fusién alterado, tal como se describe en el presente documento.

Los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales, por ejemplo, trimeros pueden
purificarse hasta el grado deseado. Se prefiere generalmente que los trimeros de polipéptido de ectodominio de
proteina F de VRS no escindidos C-terminales se purifiquen, por ejemplo, para que sean al menos aproximadamente
el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90
%, al menos aproximadamente el 95 % o sustancialmente homogéneos. Tal como se describe en el presente
documento, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales pueden purificarse
facilmente de lipidos y lipoproteinas, por ejemplo, mediante cromatografia de exclusién molecular. Por consiguiente,
el método dado a conocer puede usarse para producir faciimente una composicién que contiene polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales, por ejemplo, trimeros o una combinacién de
monémeros y trimeros, que estan sustancialmente libres de lipidos y lipoproteinas. En ejemplos particulares del
método, los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales contienen al menos el
polipéptido de furina N-terminal (figura 1).

En un ejemplo, el método incluye proporcionar medio acondicionado para cultivo de células de insecto, medio
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acondicionado para cultivo de células de mamifero, medio acondicionado para células de ave, medio acondicionado
para células de levadura, medio acondicionado para células de Tetrahymena o una combinacién de los mismos. En
algunas realizaciones, se purifican trimeros de polipéptido de ectodominio de la proteina F de VRS no escindidos C-
terminales.

La composiciéon inmunogénica

La divulgacion proporciona composiciones inmunogénicas. Las composiciones inmunogénicas pueden incluir un solo
agente inmunogénico activo, o varios agentes inmunogénicos. Por ejemplo, la composicién inmunogénica puede
comprender polipéptidos F de VRS que estan en una sola forma (por ejemplo, trimero o rosetas) o en dos 0 més
formas (por ejemplo, una mezcla de monémero y trimero o un equilibrio dindmico entre mondémero y trimero). La
composicién inmunogénica puede comprender un ARN autorreplicante que codifica un polipéptido F de VRS, y
preferiblemente también comprende un sistema de administracién adecuado, tal como liposomas, microparticulas
poliméricas, una emulsién de aceite en agua y combinaciones de los mismos.

Las composiciones inmunogénicas pueden comprender también uno o méas agentes inmunorreguladores.
Preferiblemente, uno 0 més de los agentes inmunorreguladores incluyen uno o mas adyuvantes, por ejemplo dos, tres,
cuatro o mas adyuvantes. Los adyuvantes pueden incluir un adyuvante TH1 y/o un adyuvante TH2, comentados
adicionalmente a continuacion.

En otra realizacion, una composicién inmunogénica comprende un polipéptido que muestra un epitopo presente en
una conformacion de prefusion o intermedia de la glucoproteina VRS-F, pero no presenta la conformacion de posfusién
de la glucoproteina.

Se da a conocer una composicién inmunogénica que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido, en
la que el primer polipéptido comprende una proteina F de VRS, en su totalidad o en parte, y el segundo polipéptido
comprende un dominio de oligomerizacién heterélogo. El primer polipéptido puede comprender un ectodominio de
proteina F de VRS. El segundo polipéptido puede ser un dominio de trimerizacién.

En un aspecto, se da a conocer una composicion que comprende polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS
escindidos producidos proporcionando polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos, o polipéptidos
de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales, y escindiéndolos para producir subunidades F1 y
F2, tal como se describe en el presente documento.

En otro aspecto, se da a conocer una composicién que comprende trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina
F de VRS no escindidos producidos proporcionando un material biolégico que contiene polipéptidos de ectodominio
de proteina F de VRS no escindidos, y purificando los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos,
trimeros no escindidos o0 una combinacién de monémeros no escindidos y trimeros no escindidos (por ejemplo, una
mezcla o un equilibrio dinamico) del material bioldgico, tal como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS contiene sitios de escisién de furina alterados en
aproximadamente las posiciones 106-109 y en aproximadamente las posiciones 133-136, y si se desea puede
contener ademés un péptido de fusién alterado. En otras realizaciones, el ectodominio de proteina F de VRS contiene
sitios de escision de furina alterados en aproximadamente las posiciones 106-109 y en aproximadamente las
posiciones 133-136, y sitios de escisiébn de tripsina alterados entre aproximadamente la posicion 101 vy
aproximadamente la posicién 161, y si se desea puede contener ademas un péptido de fusién alterado.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una composiciéon que comprende trimeros de polipéptido de ectodominio
de proteina F de VRS no escindidos C-terminales producidos proporcionando un material biolégico que contiene
polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos C-terminales, y purificando polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS no escindidos, trimeros no escindidos del material biolégico, tal como se describe
en el presente documento.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una composicién que comprende polipéptidos de ectodominio de proteina
F de VRS escindidos producidos proporcionando un material biolégico que contiene polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS escindidos que contienen un péptido de fusion alterado (por ejemplo, al menos una porcién del
péptido de fusion se deleciona) y purificando trimeros de polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS escindidos
del material biolégico, tal como se describe en el presente documento.

Las composiciones son preferiblemente adecuadas para su administracién a un sujeto mamifero, tal como un ser
humano, e incluyen uno o mas portadores y/o excipientes farmacéuticamente aceptables, incluyendo adyuvantes. En
la referencia 29 esta disponible una discusién detallada de tales componentes. Las composiciones estaran
generalmente en forma acuosa. Cuando la composicién es una composiciéon inmunogénica, provocara una respuesta
inmunitaria cuando se administra a un mamifero, tal como un ser humano. La composicién inmunogénica puede usarse
para preparar una formulacién de vacuna para inmunizar a un mamifero.

Las composiciones inmunogénicas pueden incluir un solo agente inmunogénico activo, o varios agentes
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inmunogénicos. Por ejemplo, el polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS puede estar en una sola forma (por
ejemplo, trimero no escindido, trimero escindido o rosetas de trimeros escindidos) o en dos o mas formas. Ademas,
las composiciones pueden contener un polipéptido de ectodominio de proteina F de VRS y una o mas de otras
proteinas de VRS (por ejemplo, una proteina G y/o una proteina M) y/o puede combinarse con inmundgenos de otros
patégenos.

La composicidn puede incluir conservantes tales como tiomersal o 2-fenoxietanol. Sin embargo, se prefiere que la
vacuna esté sustancialmente libre de (es decir, menos de 5 ng/ml) material de mercurio, por ejemplo, libre de tiomersal.
Se prefieren méas composiciones inmunogénicas que no contienen mercurio. Se prefieren particularmente
composiciones inmunogénicas libres de conservantes.

Para controlar la tonicidad, se prefiere incluir una sal fisioldgica, tal como una sal de sodio. Se prefiere cloruro de sodio
(NaCl), que puede estar presente a entre 1y 20 mg/ml. Otras sales que pueden estar presentes incluyen cloruro de
potasio, dihidrogenofosfato de potasio, fosfato de disodio deshidratado, cloruro de magnesio, cloruro de calcio, y
similares.

Las composiciones tendran generalmente una osmolalidad de entre 200 mOsm/kg y 400 mOsm/kg, preferiblemente
entre 240-360 mOsm/kg, y se encontraran mas preferiblemente dentro del intervalo de 290-310 mOsm/kg.

Las composiciones pueden incluir uno o mas tampones. Los tampones tipicos incluyen: un tampén fosfato; un tampén
Tris; un tampén borato; un tampén succinato; un tampén histidina (particularmente con un adyuvante de hidréxido de
aluminio); o un tampén citrato. Los tampones se incluirdn normalmente en el intervalo de 5-20 mM. El pH de una
composicién estara generalmente 5,0 y 8,1, y mas normalmente entre 6,0 y 8,0, por ejemplo, entre 6,5y 7,5, o entre
7,0 y 7,8. Por tanto, un procedimiento puede incluir una etapa de ajuste del pH de la vacuna a granel antes de su
envasado.

La composicién es preferiblemente estéril. La composicién es preferiblemente no pirégena conteniendo, por ejemplo,
<1 UE (unidad de endotoxina, una medida estandar) por dosis, y preferiblemente <0,1 UE por dosis. La composicion
esta preferiblemente libre de gluten. Las vacunas humanas se administran normalmente en un volumen de dosificacion
de aproximadamente 0,5 ml, aunque puede administrarse la mitad de la dosis (es decir, aproximadamente 0,25 ml) a
los nifios.

Adyuvantes

Las composiciones de la invencién, que contienen polipéptidos VRS-F, también pueden incluir uno o0 méas adyuvantes,
por ejemplo, dos, tres, cuatro 0 més adyuvantes, que pueden funcionar potenciando las respuestas inmunitarias
(humoral y/o celular) provocadas en un paciente que recibe la composicién. Los adyuvantes pueden incluir un
adyuvante TH1 y/o un adyuvante TH2. Los adyuvantes que pueden usarse en las composiciones de la invencion
incluyen, pero no se limitan a:

° Composiciones que contienen minerales. Las composiciones que contienen minerales adecuadas para su uso
como adyuvantes en la invencién incluyen sales minerales, tales como sales de calcio y sales de aluminio (o
mezclas de las mismas). Esto incluye sales minerales tales como hidréxidos (por ejemplo, oxihidréxidos),
fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc., o mezclas de diferentes compuestos
minerales, adoptando los compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y
prefiriéndose la adsorcion. Las sales de calcio incluyen fosfato de calcio (por ejemplo, las particulas “CAP”
dadas a conocer en la referencia 38). Las sales de aluminio incluyen hidréxidos, fosfatos, sulfatos y similares.
Las composiciones que contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal de metal
(39). Se describen adyuvantes de sal de aluminio con mas detalle a continuacion.

° Composiciones de emulsién de aceite (véase con mas detalle a continuacién). Las composiciones de emulsion
de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen emulsiones de escualeno-agua,
tales como MF59 (el 5% de escualeno, el 0,5% de Tween 80 y el 0,5% de Span, formulados en particulas
submicrométricas usando un microfluidizador).

° Agentes inductores de citocinas (véase con mas detalle a continuacién). Los agentes inductores de citocinas
adecuados para su uso en la invencidn incluyen agonistas del receptor 7 de tipo Toll (TLR7) (por ejemplo,
compuestos de benzonaftiridina dados a conocer en el documento WO 2009/111337).

. Saponinas (capitulo 22 de la referencia 74), que son un grupo heterélogo de glucésidos de esterol y glucésidos
triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas, los tallos, las raices e incluso las flores de una amplia
gama de especies de plantas. Se ha estudiado ampliamente la saponina de la corteza del arbol Quillaia
saponaria Molina como coadyuvante. La saponina también puede obtenerse comercialmente de Smilax ornata
(zarzaparrilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y Saponaria officinalis (jabonera). Las formulaciones de
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adyuvantes de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi como formulaciones de
lipidos, tales como ISCOM. Q821 se comercializa como STIMULON (TM). Las composiciones de saponina se
han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones purificadas especificas usando estas
técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C. Preferiblemente, la saponina es QS21.
En la referencia 40 se describe un método de producciéon de QS21. Las formulaciones de saponina también
pueden comprender un esterol, tal como colesterol (41). Pueden usarse combinaciones de saponinas y
colesteroles para formar particulas Unicas denominadas complejos inmunoestimulantes (ISCOM) (capitulo 23
de la referencia 74). Los ISCOM normalmente también incluyen un fosfolipido tal como fosfatidiletanolamina o
fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede usarse en ISCOM. Preferiblemente, el ISCOM incluye uno
o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOM se describen adicionalmente en las referencias 41-43.
Opcionalmente, los ISCOM puede estar desprovisto de detergente adicional (44). En las referencias 45 y 46
puede encontrarse una revision del desarrollo de adyuvantes a base de saponina.

Adyuvantes grasos (véase con mas detalle a continuacién), incluyendo emulsiones de aceite en agua, lipidos
A naturales modificados derivados de lipopolisacéaridos enterobacterianos, compuestos de fosfolipidos (tales
como el dimero de fosfolipido sintético, E6020) y similares.

Toxinas bacterianas ADP-ribosilantes (por ejemplo, la enterotoxina termolébil de E. coli “LT”, toxina del célera
“CT” o toxina de la tosferina “PT”) y derivados detoxificados de las mismas, tales como las toxinas mutantes
conocidas como LT-K63 y LT-R72 (47). En la referencia 48 se describe el uso de toxinas ADP-ribosilantes
detoxificadas como adyuvantes mucosos y como adyuvantes parenterales en la referencia 49.

Bioadhesivos y mucoadhesivos, tales como microesferas de acido hialurénico esterificado (50) o quitosano y
sus derivados (51).

Microparticulas (es decir, una particula de ~100 nm a ~150 pm de diametro, mas preferiblemente de ~200 nm
a ~30 um de didmetro o de ~500 nm a ~10 um de didmetro) formadas a partir de materiales que son
biodegradables y no téxicos (por ejemplo, un poli(a-hidroxiacido), un poli(acido hidroxibutirico), un poliortoéster,
un polianhidrido, una policaprolactona, y similares), prefiriéndose la poli(lactida-co-glicolida), opcionalmente
tratadas para tener una superficie cargada negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada
positivamente (por ejemplo, con un detergente catidnico, tal como CTAB).

Liposomas (capitulos 13 y 14 de la referencia 74). En las referencias 52-54 se describen ejemplos de
formulaciones de liposomas adecuadas para su uso como adyuvantes.

Eteres de polioxietileno y ésteres de polioxietileno (55). Tales formulaciones incluyen ademas tensioactivos de
éster de polioxietilensorbitan en combinacién con un octoxinol (56) asi como tensioactivos de ésteres o éteres
de polioxietilenalquilo en combinacién con al menos un tensioactivo no iénico adicional tal como un octoxinol
(57). Los éteres de polioxietileno preferidos se seleccionan del siguiente grupo: lauril éter de polioxietilen-9
(lauril éter 9), esteoril éter de polioxietilen-9, esteoril éter de polioxietilen-8, lauril éter de polioxietilen-4, lauril
éter de polioxietilen-35 y lauril éter de polioxietilen-23.

Péptidos de muramilo, tales como N-acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina (“thr-MDP”), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilglucosaminil-N-acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-
dipalmitoxipropilamida (“DTP-DPP” o Theramide™), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-
2'dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (“MTP-PE”).

Una preparacién de proteasoma de proteina de la membrana externa preparada a partir de una primera bacteria
Gram-negativa en combinacidén con una preparacion de liposacérido derivada de una segunda bacteria Gram-
negativa, en donde las preparaciones de proteosoma de proteina de la membrana externa y de liposacarido
forman un complejo adyuvante no covalente estable. Tales complejos incluyen “IVX-908”, un complejo
compuesto por lipopolisacaridos y membrana externa de Neisseria meningitidis.

Un polimero de polioxidonio (58, 59) u otro derivado de polietilen-piperazina N-oxidada.

5’-Monofosfato de metilinosina (“MIMP”) (60).
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. Un compuesto de pirrolizidina polihidroxada (61), como el que tiene la férmula:

MO W OH

RO ' OH
e N

0

'
CHQOH

donde R se selecciona del grupo que comprende hidrégeno, grupos acilo, alquilo (por ejemplo, cicloalquilo),
alquenilo, alquinilo y arilo lineales o ramificados, sustituidos o no sustituidos, saturados o insaturados, o una de
sal o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a: casuarina,
casuarina-6-o-D-glucopiranosa, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3,7-diepi-casuarina y similares.

° Un ligando de CD1d, tal como una a-glicosilceramida (62-69) (por ejemplo, «-galactosilceramida), o-
glicosilceramidas que contienen fitoesfingosina, OCH, KRN7000 [(2S,35,4R)-1-O-(a-D-galactopiranosil)-2-(N-
hexacosanoilamino)-1,3,4-octadecanotriol], CRONY-101, 3"-O-sulfo-galactosilceramida, etc.

. Una inulina gamma (70) o un derivado de la misma, tal como algamulina.

. Virosomas y particulas similares a virus (VLP). Estas estructuras contienen generalmente una o més proteinas
de un virus combinadas o formuladas opcionalmente con un fosfolipido. Generalmente no son patégenas, no
se replican y generalmente no contienen nada del genoma viral nativo. Las proteinas virales pueden producirse
o aislarse de manera recombinante a partir de virus completos. Estas proteinas virales adecuadas para su uso
en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas del virus influenza (tales como HA o NA), virus de la hepatitis
B (tales como proteinas del nlcleo o de la capside), virus de la hepatitis E, virus del sarampion, virus Sindbis,
rotavirus, virus de la fiebre aftosa, retrovirus, virus Norwalk, virus del papiloma humano, VIH, fagos de ARN,
fago QP (tal como proteinas de la cubierta), fago GA, fago fr, fago AP205 y Ty (tal como la proteina p1 de
retrotransposén Ty).

Estas y otras sustancias activas adyuvantes se comentan en mas detalle en las referencias 74 y 75.

Las composiciones pueden incluir dos, tres, cuatro o méas adyuvantes. Por ejemplo, las composiciones de la invencion
pueden incluir ventajosamente tanto una emulsién de aceite en agua como un agente inductor de citocinas, o tanto
una composicién que contiene minerales como un agente inductor de citocinas, 0 dos adyuvantes de emulsién de
aceite en agua, o dos compuestos de benzonaftiridinas, etc.

Los antigenos y adyuvantes en una composicién estaran normalmente en mezcla.
Adyuvantes de emulsidn de aceite

Las composiciones de emulsién de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 (el 5 % de escualeno, el 0,5 % de Tween 80 y el 0,5 % de Span 85,
formulados en particulas submicrométricas utilizando un microfluidizador). También pueden usarse adyuvante
completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA).

Se conocen diversas emulsiones de aceite en agua, y normalmente incluyen al menos un aceite y al menos un
tensioactivo, siendo el(los) aceite(s) y el(los) tensioactivo(s) biodegradable(s) (metabolizable(s)) y biocompatible(s).
Las gotitas de aceite en la emulsién generalmente tienen menos de 5 um de diametro, y pueden incluso tener un
diametro submicrométrico, lograndose estos pequefios tamafios con un microfluidizador para proporcionar emulsiones
estables. Se prefieren gotitas con un tamafio menor de 220 nm, ya que pueden someterse a esterilizacidn por filtracién.

La invencion puede usarse con aceites como los una fuente animal (tal como pescado) o vegetal. Las fuentes de
aceites vegetales incluyen frutos secos, semillas y cereales. El aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de coco y
aceite de oliva, el mas cominmente disponible, ejemplifican los aceites de frutos secos. Puede usarse aceite de jojoba,
por ejemplo, obtenido de la semilla de jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de cartamo, aceite de semilla de
algodén, aceite de semilla de girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el grupo de cereales, el aceite de
maiz es el mas facilmente disponible, pero también puede usarse el aceite de otros cereales tales como trigo, avena,
centeno, arroz, teff, triticale y similares. Pueden prepararse ésteres de acidos grasos de 6-10 carbonos de glicerol y
1,2-propanodiol, aunque no se producen de manera natural en los aceites de semillas, por hidrélisis, separaciéon y
esterificacién de los materiales apropiados partiendo de los aceites de frutos secos y semillas. Las grasas y los aceites
de la leche de mamiferos son metabolizables y, por tanto, pueden usarse en la practica de esta invencion. Los
procedimientos de separacién, purificacién, saponificacién y otros medios necesarios para obtener aceites puros de
fuentes animales se conocen bien en la técnica. La mayoria de los peces contienen aceites metabolizables que pueden
recuperarse facilmente. Por ejemplo, el aceite de higado de bacalao, aceites de higado de tiburdn y aceite de ballena
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tal como esperma de ballena ejemplifican varios de los aceites de pescado que pueden usarse en el presente
documento. Varios aceites de cadena ramificada se sintetizan bioquimicamente en unidades de isopreno de 5
carbonos y generalmente se denominan terpenoides. El aceite de higado de tiburén contiene un terpenoide insaturado
y ramificado conocido como escualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno, que se prefiere
particularmente en el presente documento. El escualano, el analogo saturado del escualeno, también es un aceite
preferido. Los aceites de pescado, incluyendo escualeno y escualano, estan faciimente disponibles de fuentes
comerciales o pueden obtenerse mediante métodos conocidos en la técnica. Otros aceites preferidos son los
tocoferoles (véase a continuacién). Pueden usarse mezclas de aceites.

Los tensioactivos pueden clasificarse por su ‘HLB’ (equilibrio hidréfilo/lipéfilo). Los tensioactivos preferidos tienen un
HLB de al menos 10, preferiblemente al menos 15 y mas preferiblemente al menos 16. La invencidén puede usarse con
tensioactivos que incluyen, pero no se limitan a: los tensioactivos de ésteres de polioxietilensorbitan (cominmente
denominados Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80; copolimeros de éxido de etileno (EO), éxido de
propileno (PO) y/u éxido de butileno (BO), comercializados con el nombre comercial DOWFAX (TM), tales como
copolimeros de bloque de EO/PO lineales; octoxinoles, que pueden variar en el nimero de grupos etoxi (oxi-1,2-
etanodiilo) de repeticién, siendo de particular interés octoxinol-9 (Triton X-100, o t-octilfenoxipolietoxietanol);
(octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos tales como fosfatidilcolina (lecitina), etoxilatos de
nonilfenol, tales como la serie TERGITOL (TM) NP; éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes laurilico,
cetilico, estearilico y oleilico (conocidos como tensioactivos Brij), tales como monolauril éter de trietilenglicol (Brij 30);
y ésteres de sorbitan (comUnmente conocidos como SPAN), tales como trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaurato
de sorbitan. Se prefieren tensioactivos no idnicos. Tensioactivos preferidos para su inclusién en la emulsién son
TWEEN 80 (TM) (monooleato de polioxietilensorbitan), Span 85 (trioleato de sorbitan), lecitina y Triton X-100.

Pueden usarse mezclas de tensioactivos, por ejemplo, mezclas de TWEEN 80 (TM)/Span 85. También es adecuada
una combinacién de un éster de polioxietilensorbitan tal como monooleato de polioxietilensorbitan (TWEEN 80 (TM))
y un octoxinol tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra combinacién Util comprende lauril éter 9 més un
éster de polioxietilensorbitan y/o un octoxinol.

Las cantidades preferidas de tensioactivos (% en peso) son: ésteres de polioxietilensorbitan (tales como TWEEN 80
(TM)) del 0,01 al 1%, en particular aproximadamente el 0,1%; octil- o nonilfenoxipolioxietanoles (tales como Triton X-
100, u otros detergentes de la serie Triton) del 0,001 al 0,1 %, en particular del 0,005 al 0,02 %; éteres de polioxietileno
(tales como lauril éter 9) del 0,1 al 20 %, preferiblemente del 0,1 al 10 % y en particular del 0,1 al 1% o
aproximadamente el 0,5 %.

Los adyuvantes de emulsién de aceite en agua especificos Utiles con la invencién incluyen, pero no se limitan a:

. Una emulsién submicrométrica de escualeno, TWEEN 80 (TM) y Span 85. La composicién de la emulsién en
volumen puede ser aproximadamente el 5 % de escualeno, aproximadamente el 0,5 % de polisorbato 80 y
aproximadamente el 0,5 % de Span 85. En términos de peso, estas razones se convierten en el 4,3 % de
escualeno, el 0,5% de polisorbato 80 y el 0,48% de Span 85. Este adyuvante se conoce como ‘MF59’ (71-73),
como se describe con mas detalle en el capitulo 10 de la referencia 74 y el capitulo 12 de la referencia 75. La
emulsion de MF59 incluye ventajosamente iones de citrato, por ejemplo, tampén citrato de sodio 10 mM.

° Una emulsion de escualeno, un tocoferol y TWEEN 80 (TM). La emulsiéon puede incluir solucién salina
tamponada con fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1%) y/o lecitina. Estas emulsiones
pueden tener de desde el 2 hasta el 10 % de escualeno, desde el 2 hasta el 10 % de tocoferol y desde el 0,3
hasta el 3 % de TWEEN 80 (TM), y la razén en peso de escualeno: tocoferol es preferiblemente <1 ya que
proporciona una emulsién mas estable. Pueden estar presentes escualeno y TWEEN 80 (TM) en una razén en
volumen de aproximadamente 5:2. Puede prepararse una emulsién de este tipo disolviendo TWEEN 80 (TM)
en PBS para dar una disolucién al 2 %, luego mezclando 90 ml de esta disolucién con una mezcla de (5 g de
DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno) y luego microfluidizando la mezcla. La emulsidn resultante puede tener
gotitas de aceite submicrométricas, por ejemplo, con un diametro promedio de entre 100 y 250 nm,
preferiblemente 180 nm aproximadamente.

. Una emulsién de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsién
también puede incluir un 3d-MPL (véase a continuacion). La emulsién puede contener un tampén fosfato.

. Una emulsién que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por ejemplo,
Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de o-tocoferol). La emulsién puede incluir estos tres
componentes en una razén en masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, polisorbato 80 750 ng/ml,
Triton X-100 110 pg/ml y succinato de a-tocoferol 100 pg/ml), y estas concentraciones deben incluir cualquier
contribucidén de estos componentes procedente de antigenos. La emulsién también puede incluir escualeno.
La emulsién también puede incluir un 3d-MPL (véase a continuacién). La fase acuosa puede contener un
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tampdn fosfato.

. Una emulsién de escualano, polisorbato 80 y poloxamero 401 (“PLURONIC (TM) L121”). La emulsién puede
formularse en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsién es un vehiculo de administracién
Util para dipéptidos de muramilo y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante “SAF-1" (76) (el 0,05-1 % de
Thr-MDP, el 5 % de escualano, el 2,5 % de Pluronic L121 y el 0,2 % de polisorbato 80). También puede usarse
sin el Thr-MDP, como en el adyuvante “AF” (77) (el 5% de escualano, el 1,25% de Pluronic L121 y el 0,2% de
polisorbato 80). Se prefiere la microfluidizacién.

. Una emulsién que comprende escualeno, un disolvente acuoso, un tensioactivo no idénico hidréfilo de alquil éter
de polioxietileno (por ejemplo, cetoestearil éter de polioxietileno (12)) y un tensioactivo no idnico hidréfobo (por
ejemplo, un éster de sorbitan o éster de manida, tal como monoleato de sorbitan o ‘Span 80’). La emulsidén es
preferiblemente termorreversible y/o tiene al menos el 90% de las gotitas de aceite (en volumen) con un tamafio
menor de 200 nm. La emulsién también puede incluir uno o mas de: alditol; un agente crioprotector (por ejemplo,
un azucar, tal como dodecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglucésido. Tales emulsiones pueden
liofilizarse.

° Una emulsion que tiene desde el 0,5 hasta el 50 % de un aceite, el 0,1-10 % de un fosfolipido y el 0,05-5 % de
un tensioactivo no iénico. Tal como se describe en la referencia 78, componentes de fosfolipidos preferidos son
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico,
esfingomielina y cardiolipina. Son ventajosos tamafios de gotita submicrométricos.

. Una emulsidén de aceite en agua submicrométrica de un aceite no metabolizable (tal como un aceite mineral
ligero) y al menos un tensioactivo (tal como lecitina, TWEEN 80 (TM) o Span 80). Pueden incluirse aditivos,
tales como saponina QuilA, colesterol, un conjugado de saponina-lipéfilo (tal como GPI-0100, descrito en la
referencia 79, producido mediante la adicién de una amina alifatica a desacilsaponina por medio del grupo
carboxilo del &cido glucurénico), bromuro de dimetilidioctadecilamonio y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina.

. Una emulsién que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lip6filo no iénico y un tensioactivo
hidréfilo no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o un copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno).

° Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no iénico y un tensioactivo
lipéfilo no idnico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o un copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno).

. Una emulsidn en la que una saponina (por ejemplo, QuilA 0 QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol) se
asocian como micelas helicoidales (80).

Las emulsiones pueden mezclarse con el antigeno de manera extemporanea, en el momento de la administracién.
Por tanto, el adyuvante y el antigeno pueden mantenerse por separado en una vacuna envasada o distribuida, lista
para la formulacién final en el momento de su uso. El antigeno estara generalmente en forma acuosa, de manera que
finalmente la vacuna se prepara mezclando dos liquidos. La razén en volumen de los dos liquidos para mezclar puede
variar (por ejemplo, entre 5:1 y 1:5), pero generalmente es de 1:1 aproximadamente.

Agentes inductores de citocinas

Los agentes inductores de citocinas para su inclusién en las composiciones de la invencién son capaces de, cuando
se administran a un paciente, provocar que el sistema inmunitario libere citocinas, incluyendo interferones e
interleucinas. Los agentes preferidos pueden provocar la liberacién de uno o mas de: interferén-y; interleucina-1,
interleucina-2; interleucina-12; TNF-o; TNF-f3; y GM-CSF. Los agentes preferidos provocan la liberacidén de citocinas
asociadas con una respuesta inmunitaria de tipo Th1, por ejemplo, interferén-y, TNF-a, interleucina-2. Se prefiere la
estimulacién tanto de interferén-y como de interleucina-2.

Como resultado de recibir una composicion de la invencién, por tanto, un paciente tendra células T que, cuando se
estimulan con una proteina F de VRS, liberaran la(s) citocina(s) deseada(s) de una manera especifica de antigeno.
Por ejemplo, las células T purificadas de su sangre liberaran interferén y cuando se exponen in vitro a la proteina F.
En la técnica se conocen métodos para medir tales respuestas en células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
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e incluyen ELISA, ELISPOT, citometria de flujo y PCR en tiempo real. Por ejemplo, la referencia 81 notifica un estudio
en el que se monitorizaron las respuestas inmunitarias mediadas por células T especificas de antigeno contra el
toxoide tetanico, especificamente respuestas de interferén v, y se encontrd que ELISPOT era el método mas sensible
para discriminar las respuestas inducidas por TT especificas de antigeno de las respuestas espontaneas, pero que la
deteccion de citocinas intracitoplasmaticas por citometria de flujo era el método mas eficiente para detectar efectos
reestimulantes.

Los agentes inductores de citocinas adecuados incluyen, pero no se limitan a:

Un oligonucleétido inmunoestimulador, tal como uno que contiene un motivo CpG (una secuencia de
dinucledtido que contiene una citosina no metilada unida mediante un enlace fosfato a una guanosina), o un
ARN bicatenario, o un oligonucleétido que contiene una secuencia palindrémica, o un oligonucleétido que
contiene una secuencia de poli(dG).

monofosforil lipido A 3-O-desacilado (‘3dMPL’, también conocido como ‘MPL (TM)’) (82-85).
Un compuesto de imidazoquinolina, tal como IMIQUIMOD (TM) (“R-837”) (86, 87), RESIQUIMOD (TM) (“‘R-
848”) (88), y sus analogos; y sales del mismo (por ejemplo, las sales de clorhidrato). Pueden encontrarse

detalles adicionales sobre imidazoquinolinas inmunoestimuladoras en las referencias 89 a 93.

Un compuesto de benzonaftiridina, tal como: (a) un compuesto que tiene la férmula:

en la que:

R* se selecciona de H, halégeno, -C(O)OR?, -C(O)R?, -C(O)N(R''R'2), -N(R"R?), -N(R®), -NHN(R®)2, -SR7,
-(CH2)nOR7, (CH2)aR7, -LR8, -LR'°, -OLR8, -OLR", alquilo C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs,
alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C+4-Cs, haloalcoxilo C1-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo C3-Cs y
heterocicloalquilo Cs-Cs, en el que los grupos alquilo C+-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs, alqueno
Co-Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C+-Cs, haloalcoxilo C1-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs3-Cs vy
heterocicloalquilo C3-Cs de R* estan cada uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halégeno, -CN, - NO2, -R7, -OR8, -C(O)R8, -OC(O)R8, -C(O)OR8,
-N(R®)2, -P(O)(OR®)2, -OP(O)(OR®), -P(O)(OR™);, -OP(O)(OR™), -C(O)N(R%2, -S(O)RE -S(O)RE,
-S(0)2N(R®)2 y -NRS(O)2RS,;

cada L se selecciona independientemente de un enlace, -(O(CHz)m)t-, alquilo C1-Cs, alquenileno C2-Cs y
alquinileno C2-Cs, en el que el alquilo C1-Cs, alquenileno C2-Ces y alquinileno C2-Ce de L estan cada uno
opcionalmente sustituidos con de 1 a 4 sustituyentes independientemente seleccionados de halégeno, -R8, -
OR&, -N(R%)2, -P(O)(OR8)2, -OP(O)(OR8),, -P(O)(OR0)2 y -OP(O)(OR")y;

R7 se selecciona de H, alquilo C1-Ce, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-
Ce, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C1-Cs, haloalcoxilo C1-Ces y heterocicloalquilo C3-Cs, en el que los
grupos alquilo C1-Ce, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs, heteroalquilo C4-Ce, haloalquilo C1-Cs, alqueno Co-
Cs, alquino Co-Cs, alcoxilo C1-Ce, haloalcoxilo C1-Ces y heterocicloalquilo Cs-Cs de R’ estan cada uno
opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 grupos R'3;

cada R® se selecciona independientemente de H, -CH(R®),, alquilo C1-Cs, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs,
haloalquilo C+1-Cs, alcoxilo C4-Cs, heteroalquilo C+-Cs, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo C2-Cs,
hidroxialquilo C1-Cs y haloalcoxilo C1-Ce, en el que los grupos alquilo C1-Cs, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs,
heteroalquilo C+1-Cs, haloalquilo C1-Cs, alcoxilo C+-Cs, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo C2-Cs,
hidroxialquilo C1-Cs y haloalcoxilo C1-Cs de R® estan cada uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de -CN, R', -OR' -SR" -C(O)R', -OC(O)R',
-C(ON(R%), -C(O)OR'", -NRPC(O)R', -NR°R'™, -NR'R' -N(R®)p, -OR® -OR' -C(O)NR'R',
-C(O)NR'OH, -S(0)2R", -S(O)R", -S(O)2NRMR2, -NR'S(O)2R™, -P(O)ORM)2 y -OP(O)(OR ' )z;

cada R? se selecciona independientemente de H, -C(O)R8, -C(O)ORS8, -C(O)R'0, -C(O)OR™0, -S(O)2R"0, -alquil

C1-Cs, heteroalquilo C1-Ce y cicloalquilo C3-Cs, 0 cada R® es independientemente un alquilo C1-Cs que junto
con el N al que estan unidos forman un heterocicloalquilo Cs-Cs, en el que el anillo de heterocicloalquilo Cs-
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Cs contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionadode N, Oy S, y en el que los grupos alquilo
C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-Cs 0 heterocicloalquilo Cs-Cs de R® estén cada uno opcionalmente
sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de -CN, R -OR", -SR" -C(O)R™,
-OC(O)R", -C(O)OR", -NR'R'?, -C(O)NR'R', -C(O)NR'OH, -S(0)R", -S(O)R™", -S(O)2NR''R™?, -
NR'S(O)2R", -P(O)(OR)2 y -OP(O)(OR);

cada R'? se selecciona independientemente de arilo, cicloalquilo C3-Cs, heterocicloalquilo C3-Cs y heteroarilo,
en el que los grupos arilo, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo Cs-Cs y heteroarilo estan opcionalmente
sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes seleccionados de haldégeno, -R8 -OR8 -LRS, -LORS, -N(R®), -
NRC(O)R8, -NRCO2R8, -CO2R8, -C(O)R® y -C(O)N(R%)2;

R' y R'? se seleccionan independientemente de H, alquilo C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs y heterocicloalquilo Cs-Cs, en los que los grupos alquilo C1-Cs, heteroalquilo C+-
Cs, haloalquilo C1-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs y heterocicloalquilo C3-Cs de R y R'? estan cada
uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de halégeno, -
CN, R® -OR83 -C(O)R8 OC(O)R® -C(O)OR® -N(R®%2 -NREC(O)R8 -NRBC(O)OR3 -C(OIN(R®),
heterocicloalquilo Cs-Cs, -S(0)2R8, -S(0)2N(R?)2, -NR°S(O)2R8, haloalquilo C1-Ce y haloalcoxilo C1-Ce;

o R y R'? son cada uno independientemente alquilo C1-Ce y tomados junto con el atomo de N al que estan
unidos forman un anillo de heterocicloalquilo Cs-Cs opcionalmente sustituido que contiene opcionalmente un
heteroatomo adicional seleccionadode N, Oy S;

cada R'3 se selecciona independientemente de haldgeno, -CN, -LR®, -LOR?®, -OLRS®, -LR", -LOR™ -OLR™, -
LRS, -LOR®, -OLR® -LSR®, -LSR™, -LC(O)R?, -OLC(O)R®, -LC(O)OR®, -LC(O)R'™, -LOC(O)ORS, -
LC(OINR®R", -LC(O)NR®R8, -LN(R%): -LNR9RE -LNROR'™, -LC(O)N(R%, -LS(O}R®, -LS(O)R®,
LC(O)NR®OH,  -LNR°C(O)R®,  -LNR9C(O)ORS,  -LS(O)oN(R%)2,-OLS(O)N(R%)2,  -LNROS(O):R8,
-LC(O)NRELN(R?)z, -LP(O)(OR8)2, -LOP(O)(OR8)2, -LP(O)(OR)2 y -OLP(O)(OR0);

cada R se selecciona independientemente de -R8, -R7, -OR7, -OR8 -R'°, -OR"° -SR? -NO2, -CN, -N(R%)y,
-NR°C(O)R®, -NR°C(S)R®, -NROC(O)N(R?)z, -NROC(S)N(R%)z, -NR°CO2R®, -NR®NR®C(O)R®,
-NR®NRPC(O)N(R%)2, -NR®NRPCO2R® -C(O)C(O)R8, -C(O)CH2C(O)R® -CO2R8, -(CH2)nCO2R8, -C(O)R®,
-C(8)R®, -C(O)N(R®)2, -C(S)N(R®)p2, -OC(O)N(R%), -OC(O)RE, -C(O)N(OR®)R?Z -C(NOR®RS, -S(O)2RS,
-S(0)3R8, -SO2N(R%)2, -S(O)R8, -NR9SO2N(R®)2, -NRSO2R8 -P(O)(OR?®)2,-OP(O)(OR8)2, -P(O)(OR),
-OP(O)(OR™), -N(OR®)R8, -CH=CHCO2R?, -C(=NH)-N(R%)2 y -(CH2):NHC(O)R?; o dos sustituyentes R*
adyacentes en el anillo A forman un anillo de 5-6 miembros que contiene hasta dos heterodtomos como
miembros de anillo;

n es, independientemente en cada caso, 0, 1,2, 3,4,5,6,7u 8,
cada m se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5y 6,y

tes1,2 3, 4,5 6,70 8; (b)a compuesto que tiene la formula:

en la que:

R* se selecciona de H, halégeno, -C(O)OR?, -C(O)R?, -C(O)N(R"R2), -N(R"R2), -N(R®)2, -NHN(R®)2, -SR?,
-(CH2)nOR?, -(CH2)sR7, -LR8, -LR0, -OLR8, -OLR"0, alquilo C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Ce,
alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C1-Cs, haloalcoxilo C+-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo C3-Cs y
heterocicloalquilo C3-Cs, en el que los grupos alquilo C1-Cs, heteroalquilo C+-Cs, haloalquilo C4-Ce, alqueno
C2-Cs, alquino C»>-Cs, alcoxilo C+4-Ce, haloalcoxilo C+4-Ce, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs3-Cs y
heterocicloalquilo C3-Cs de R* estan cada uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halégeno, -CN, -NO2, -R7, -OR8, -C(O)R8 -OC(O)R®, -C(O)ORS,
-N(R%)2, -P(O)(OR?®)2, -OP(O)(OR?®), -P(O)(OR™M), -OP(O)(OR™);, -C(O)N(R%)2 -S(O):R3 -S(O)R?
-S(0)2N(R%)2 y -NR9S(O)2R?;

cada L se selecciona independientemente de un enlace, (O(CH2)m)t-, alquilo C1-Ce, alquenileno C2-Ces y
alquinileno C2-Cs, en el que el alquilo C1-Cs, alquenileno C2-Ces y alquinileno C2-Ce de L estan cada uno
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opcionalmente sustituidos con de 1 a 4 sustituyentes independientemente seleccionados de halégeno, -R8, -
OR&, -N(R%)2, -P(O)(OR8)2, -OP(O)(OR®)2, -P(O)(OR%), y -OP(O)(OR0)2;

R7 se selecciona de H, alquilo C1-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-
Ce, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C1-Cs, haloalcoxilo C1-Ces y heterocicloalquilo C3-Cs, en el que los
grupos alquilo C1-Ce, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs, heteroalquilo C4-Ce, haloalquilo C1-Cs, alqueno Co-
Cs, alquino C2-Cs, alcoxilo C1-Ce, haloalcoxilo C1-Ce y heterocicloalquilo C3-Cs de R7 estan cada uno
opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 grupos R'3;

cada R® se selecciona independientemente de H, -CH(R®),, alquilo C1-Cs, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs,
haloalquilo C+1-Cs, alcoxilo C4-Cs, heteroalquilo C+-Cs, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo C2-Cs,
hidroxialquilo C+-Cs y haloalcoxilo C1-Cs, en el que los grupos alquilo C1-Cs, alqueno C2-Cs, alquino C2-Cs,
heteroalquilo C+1-Cs, haloalquilo C1-Cs, alcoxilo C+-Cs, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo C2-Cs,
hidroxialquilo C1-Cs y haloalcoxilo C1-Cs de R® estan cada uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de -CN, R', -OR' -SR" -C(O)R', -OC(O)R',
-C(ON(R%), -C(O)OR'", -NRPC(O)R', -NR°R'™, -NR'R' -N(R®)p, -OR® -OR' -C(O)NR'R',
-C(O)NR'OH, -S(0)2R", -S(O)R", -S(O)2NRMR2, -NR'S(O)2R™, -P(O)ORM)2 y -OP(O)(OR ' )z;

cada R® se selecciona independientemente de H, -C(O)R8, -C(O)OR8, -C(O)R'°,-C(O)OR1, -5(0)2R "0, -alquil
C1-Cs, heteroalquilo C1-Ce y cicloalquilo C3-Cs, 0 cada R® es independientemente un alquilo C1-Cs que junto
con el N al que estan unidos forman un heterocicloalquilo Cs-Cs, en el que el anillo de heterocicloalquilo Cs-
Cs contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de N, Oy S, y en el que los grupos alquilo
C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-Cs 0 heterocicloalquilo Cs-Ce de R® estan cada uno opcionalmente
sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de -CN, R, -OR" -SR" -C(O)R™,
-OC(O)RM, -C(O)ORM, -NR"R'2, -C(O)NR''R'2, -C(O)NR"OH, -S(O)2R"", -S(O)R", -S(OpNR''R™?, -
NRMS(O)R", -P(O)(OR™)2 y -OP(O)(OR)y;

cada R0 se selecciona independientemente de arilo, cicloalquilo C3-Cs, heterocicloalquilo Cs-Cs y heteroarilo,
en el que los grupos arilo, cicloalquilo Cs-Cs, heterocicloalquilo Cs-Cs y heteroarilo estan opcionalmente
sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes seleccionados de haldgeno, -R8 -OR8 -LRS -LORS, -N(R®), -
NR®C(O)R8, -NR°CO2R8, -CO2R8, -C(O)R® y -C(O)N(R%)2;

R' y R'? se seleccionan independientemente de H, alquilo C1-Cs, heteroalquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs, arilo,
heteroarilo, cicloalquilo C3-Cs y heterocicloalquilo C3-Cs, en los que los grupos alquilo C1-Cs, heteroalquilo C+-
Cs, haloalquilo C1-Cs, arilo, heteroarilo, cicloalquilo Cs-Cs y heterocicloalquilo C3-Cs de R y R'? estan cada
uno opcionalmente sustituidos con de 1 a 3 sustituyentes independientemente seleccionados de halégeno, -
CN, RS -OR3 -C(O)R® -OC(O)R® -C(O)OR?® -N(R%2 -NREC(O)R® -NREC(O)OR3 -C(O)N(R%):,
heterocicloalquilo Cz-Cs, -S(O)2R8, -S(0O)2N(R?)2, -NR°S(O)R8, haloalquilo C1-Ce y haloalcoxilo C1-Ce;

o R" y R'? son cada uno independientemente alquilo C1-Cs y tomados junto con el atomo de N al que estan
unidos forman un anillo de heterocicloalquilo Cs-Cs opcionalmente sustituido que contiene opcionalmente un
heterodtomo adicional seleccionadode N, Oy S;

cada R'3 se selecciona independientemente de haldégeno, -CN, -LR®, -LOR?, -OLRS, -LR"0, -LOR™°, -OLR™, -
LR8, -LORS, -OLR®, -LSR® -LSR'™, -LC(O)R®, -OLC(O)R® -LC(O)OR® -LC(O)R', -LOC(O)ORS®, -
LC(O)NR®R', -LC(O)NR®R?, -LN(R%s -LNR°RS, -LNROR'® -LC(O)N(R%2 -LS(O)R®, -LS(O)R®
-LC(O)NR®OH, -LNR9C(O)R®, -LNRC(O)OR?,  -LS(O}N(R%)2, -OLS(O}N(R%)2,  -LNROS(O):RE,
-LC(O)NRSLN(R®)2, -LP(O)(OR®)2, -LOP(O)(OR8)2, -LP(O)(OR10), y -OLP(O)(OR ™)y

cada R se selecciona independientemente de -R8, -R7, -OR7, -OR8, -R'% -OR"0 -SR8, -NO2, -CN, -N(R%)y,
-NR9C(O)R8,  -NR9C(S)R8,  -NROC(O)N(R%z,  -NROC(S)N(R%:,  -NR9CO:RS,  -NRONRYC(O)RE,
-NRONRUC(O)N(R?)2, -NRINRICO2R8, -C(O)C(O)RE, -C(O)CH2C(O)RE, -COsRE, ~(CH2)sCO2RE, -C(O)RE,
-C(S)R8, -C(O)N(R%:2, -C(S)N(R%z, -OC(O)N(R®)2, -OC(O)R8, -C(O)N(OR®)RE, -C(NOR®)RS, -S(O)RE,
-S(O)R8, -SO2N(R%)2, -S(O)R®, -NR9SOsN(R%)s, -NROSORS, -P(O)(OR®)2,-OP(O)(OR®)s, -P(O)(OR™),
-OP(O)(OR1),, -N(OR®)R8, -CH=CHCO2R8, -C(=NH)-N(R®)2 y (CH2)"NHC(O)R&;

n es, independientemente en cada caso, 0,1, 2, 3,4,5,6,7u8;
cada m se selecciona independientemente de 1,2, 3,4,5y 6,y

tes 1,2 3,4, 5,6, 7u8,; o(c)una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de (a) o (b). Se describen
otros compuestos de benzonaftiridina, y métodos de preparacion de compuestos de benzonaftiridina, en el
documento WO 2009/111337. Un compuesto de benzonaftiridina, o una sal del mismo, puede usarse por si
mismo, 0 en combinacidén con uno o mas compuestos adicionales. Por ejemplo, puede usarse un compuesto
de benzonaftiridina en combinacién con una emulsién de aceite en agua o una composicién que contiene
minerales. En una realizacién particular, se usa un compuesto de benzonaftiridina en combinacién con una
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emulsién de aceite en agua (por ejemplo una emulsién de escualeno-agua, tal como MF59) o una composicién
que contiene minerales (por ejemplo, una sal mineral tal como una sal de aluminio o una sal de calcio).

Un compuesto de tiosemicarbazona, tal como los dados a conocer en la referencia 94. También se describen
métodos de formulacién, fabricacién y cribado para compuestos activos en la referencia 94. Las
tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacién de células mononucleares de sangre
periférica humanas para la produccién de citocinas, tales como TNF-a.

Un compuesto de triptantrina, tal como los dados a conocer en la referencia 95. También se describen métodos
de formulacién, fabricacién y cribado en la referencia 95. Las tiosemicarbazonas son particularmente eficaces
en la estimulacidén de células mononucleares de sangre periférica humanas para la produccién de citocinas,
tales como TNF-a.

Un anélogo de nucledsido, tal como: (a) Isatorabina (ANA-245; 7-tia-8-oxoguanosina):

=0
N

O
N S
Bl
N N
o O
& ”H

(@] o

y profarmacos de la misma; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) los compuestos dados a conocer
en las referencias 96 a 98; (f) un compuesto que tiene la formula:

Ry
R
o
Rz)\l}l Ry
R3

en la que:

R1 y Rz son cada uno independientemente H, halo, -NRaRy, -OH, alcoxilo C1.6, alcoxilo C1s sustituido,
heterociclilo, heterociclilo sustituido, arilo Ce.10, arilo Ce.10 sustituido, alquilo C1.6 0 alquilo C+.6 sustituido;

Rs estd ausente, H, alquilo Cis, alquilo C1s sustituido, arilo Ce1o0, arilo Ce+o sustituido, heterociclilo o
heterociclilo sustituido;

R4y Rs son cada uno independientemente H, halo, heterociclilo, heterociclilo sustituido, -C(O)-Raq, alquilo Cs.
s, alquilo C1.6 sustituido, o se unen entre si para formar un anillo de 5 miembros como en Ra.s:

lograndose la unién en los enlaces indicados por un “v, X1y X2 son cada uno independientemente N, C, O
0S;

Rs es H, halo, -OH, alquilo C1.s, alquenilo Czs, alquinilo C2s, -OH, -NRaRb,-(CH2)a-O-R¢, -O-(alquilo C1.6), -
S(0O)pRe 0 -C(O)-Rg¢;

Ro es H, alquilo C1.6, alquilo C+.6 sustituido, heterociclilo, heterociclilo sustituido o Res, en el que Roa es:

O
RO Ro,

Rios Ry

lograndose la unién en el enlace indicado por un ™", R10 y R11 son cada uno independientemente H, halo,
alcoxilo C1.s, alcoxilo C1.6 sustituido, -NRaRp u -OH;
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cada Ra y Ry es independientemente H, alquilo C1., alquilo C1.6 sustituido, -C(O)Ra, arilo Ce-1g;

cada Rc es independientemente H, fosfato, difosfato, trifosfato, alquilo C1.6 0 alquilo C1.6 sustituido;

cada Rq es independientemente H, halo, alquilo C+s, alquilo Cis sustituido, alcoxilo Cis, alcoxilo Cie
sustituido, -NHz2, -NH(alquilo C1.6), -NH(alquilo C1.s sustituido), -N(alquilo C1.)2, -N(alquilo C1.s sustituido)z,

arilo Ce-10 0 heterociclilo;

cada Re es independientemente H, alquilo C1s, alquilo C1.s sustituido, arilo Cs.10, arilo Cs.10 sustituido,
heterociclilo o heterociclilo sustituido;

cada Rr es independientemente H, alquilo C1.6, alquilo C1.6 sustituido, -C(O)Rq, fosfato, difosfato o trifosfato;
cada n es independientemente 0, 1, 2 0 3;
cada p es independientemente 0,10 2; 0

o0 (g) una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de (a) a (f), un tautémero de cualquiera de (a) a (f)
o una sal farmacéuticamente aceptable del tautémero.

Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) (99).

Compuestos dados a conocer en la referencia 100, incluyendo: compuestos de acilpiperazina, compuestos de
indolediona, compuestos de tetrahidraisoquinolina (THIQ), compuestos de benzociclodiona, compuestos de
aminoazavinilo, compuestos de aminobencimidazolquinolinona (ABIQ) (101, 102), compuestos de
hidraftalamida, compuestos de benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol, compuestos de
quinazilinona, compuestos de pirrol (103), compuestos de antraquinona, compuestos de quinoxalina,
compuestos de triazina, compuestos de pirazalopirimidina y compuestos de benzazol (104).

Compuestos dados a conocer en la referencia 105.

Un derivado fosfato de aminoalquilglucosaminida, tal como RC-529 (106, 107).

Un fosfaceno, tal como poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] (“PCPP”) tal como se describe, por ejemplo, en las
referencias 108 y 109.

Inmunopotenciadores de molécula pequefia (SMIP) tales como:
N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
1-(2-metilpropil)-2-[(fenilmetil)tio]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina
1-(2-metilpropil)-2-(propiltio)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina
2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-il](metil)amino]etanol

acetato de 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-il](metil)amino]etilo
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4-amino-1-(2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-ona
N2-butil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil}-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina
1{4-amino-2-[metil(propil)amino]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]-2-metilpropan-2-ol
1{4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]-2-metilpropan-2-ol
N4,N4-dibencil-1-(2-metoxi-2-metilpropil}-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina.

Los agentes inductores de citocinas para su uso en la presente invencién pueden ser moduladores y/o agonistas de
receptores de tipo Toll (TLR). Por ejemplo, pueden ser agonistas de una o mas de las proteinas TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR7, TLR8 y/o TLR9 humanas. Agentes preferidos son agonistas de TLR4 (por ejemplo, lipidos A naturales
modificados derivados de lipopolisacaridos enterobacterianos, compuestos de fosfolipidos, tales como el dimero de
fosfolipido sintético, E6020), TLR7 (por ejemplo, benzonaftiridinas, imidazoquinolinas) y/o TLR9 (por ejemplo,
oligonucleétidos CpG). Estos agentes son Utiles para activar rutas de inmunidad innata.

El agente inductor de citocinas puede afiadirse a la composicién en diversas fases durante su produccién. Por ejemplo,
puede estar dentro de una composicidén de antigeno, y esta mezcla puede afiadirse entonces a una emulsioén de aceite
en agua. Como alternativa, puede estar dentro de una emulsién de aceite en agua, en cuyo caso el agente puede
afiadirse a los componentes de la emulsién antes de la emulsificaciéon o puede afiadirse a la emulsién después de la
emulsificaciéon. De manera similar, el agente puede coacervarse dentro de las gotitas de la emulsién. La ubicacién y
distribucién del agente inductor de citocinas dentro de la composicién final dependerd de sus propiedades
hidréfilas/lipéfilas, por ejemplo, el agente puede estar ubicado en la fase acuosa, en la fase oleosa y/o en la interfase
aceite-agua.

El agente inductor de citocinas puede conjugarse con un agente separado, tal como un antigeno (por ejemplo,
CRM197). En la referencia 110 se proporciona una revisién general de técnicas de conjugacién para moléculas
pequefias. Como alternativa, los adyuvantes pueden asociarse de manera no covalente con agentes adicionales, por
ejemplo por medio de interacciones hidréfobas o i6nicas.

Agentes inductores de citocinas preferidos son (a) compuestos de benzonatridina; (b) oligonucledtidos
inmunoestimuladores y (¢) 3dMPL.

Los oligonucleétidos inmunoestimuladores pueden incluir modificaciones/analogos de nuclebtidos tales como
modificaciones de fosforotioato y pueden ser bicatenarios o (excepto para el ARN) monocatenarios. Las referencias
111, 112 y 113 dan a conocer posibles sustituciones de anélogos, por ejemplo, el reemplazo de guanosina por 2'-
desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de los oligonucledtidos CpG se comenta adicionalmente en las
referencias 114 a 119. Una secuencia CpG puede estar dirigida a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT (120).
La secuencia CpG puede ser especifica para inducir una respuesta inmunitaria Th1, tal como un ODN CpG-A
(oligodesoxinucledtido), o puede ser mas especifica para inducir una respuesta de células B, tal como un ODN CpG-
B. Los ODN CpG-A y CpG-B se comentan en las referencias 121-123. Preferiblemente, el CpG es un ODN CpG-A.
Preferiblemente, el oligonucledtido CpG se construye de modo que el extremo &’ sea accesible para el reconocimiento
del receptor. Opcionalmente, pueden unirse dos secuencias de oligonucleétidos CpG en sus extremos 3’ para formar
‘inmundémeros”. Véanse, por ejemplo, las referencias 120 y 124-126. Un adyuvante de CpG util es CpG7909, también
conocido como PROMUNE (TM) (Coley Pharmaceutical Group, Inc.).

Como alternativa, o ademas, al uso de secuencias CpG, pueden usarse secuencias TpG (127). Estos oligonucleétidos
pueden estar libres de motivos CpG no metilados.

El oligonucleétido inmunoestimulador puede ser rico en pirimidina. Por ejemplo, puede comprender mas de un
nucleétido de timidina consecutivo (por ejemplo, TTTT, tal como se da a conocer en la referencia 127), y/o puede tener
una composicién de nucleétidos con >25 % de timidina (por ejemplo, >35 %, >40 %, >50 %, >60 %, >80 %, etc.). Por
ejemplo, puede comprender méas de un nucleétido de citosina consecutivo (por ejemplo, CCCC, tal como se da a
conocer en la referencia 127), y/o puede tener una composiciéon de nucleétidos con >25 % de citosina (por ejemplo,
>35 %, >40 %, >50 %, >60 %, >80 %, etc.). Estos oligonucledtidos pueden estar libres de motivos CpG no metilados.

Los oligonucleétidos inmunoestimuladores comprenderan normalmente al menos 20 nucleétidos. Pueden comprender
menos de 100 nucledtidos.
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3dMPL (también conocido como monofosforil lipido A 3 des-O-acilado o 3-O-desacil-4’-monofosforil lipido A) es un
adyuvante en el que se ha desacilado la posicién 3 del extremo reductor de la glucosamina en el monofosforil lipido
A. Se ha preparado 3dMPL a partir de un mutante sin heptosa de Salmonela minnesota, y es quimicamente similar al
lipido A pero carece de un grupo fosforilo labil a acido y un grupo acilo labil a base. Activa células del linaje de
monocitos/macréfagos y estimula la liberaciéon de varias citocinas, incluyendo IL-1, IL-12, TNF-a y GM-CSF (véase
también la referencia 128). La preparacién de 3dMPL se describié originalmente en la referencia 129.

3dMPL puede adoptar la forma de una mezcla de moléculas relacionadas, que varian en su acilacién (por ejemplo,
que tienen 3, 4, 5 o 6 cadenas de acilo, que pueden tener diferentes longitudes). Los dos monosacaridos de
glucosamina (también conocida como 2-desoxi-2-amino-glucosa) estan N-acilados en sus carbonos de posicion 2 (es
decir, en las posiciones 2y 2’), y también hay O-acilacién en la posicién 3. El grupo unido al carbono 2 tiene la férmula
-NH-CO-CH2-CR'R". El grupo unido al carbono 2’ tiene la formula -NH-CO-CH->-CR?R?. El grupo unido al carbono 3’
tiene la formula -O-CO-CH2-CR3R3. Una estructura representativa es:

OH
o]
| 3
(HO),P—0
o o]
HO 9
O NH HO.
O NH CH
3
R e}
R®  RZ
R? R!
R1

Los grupos R, R? y R3 son cada uno independientemente -(CH2),-CHs. El valor de n es preferiblemente de entre 8 y
16, mas preferiblemente entre 9y 12, y es lo mas preferiblemente 10.

Los grupos R", R? y R¥ pueden ser cada uno independientemente: (a) -H; (b) -OH; o (c) - O-CO-R* donde R* es o
bien -H o bien -(CH2)m-CHs, en el que el valor de m es preferiblemente de entre 8 y 16, y es mas preferiblemente 10,
12 0 14. En la posicién 2, m es preferiblemente 14. En la posicién 2, m es preferiblemente 10. En la posicién 3’, m es
preferiblemente 12. Los grupos R", R? y R% son por tanto preferiblemente grupos -O-acilo de acido dodecanoico, acido
tetradecanoico o 4cido hexadecanoico.

Cuando todos de R", R? y R¥ son -H, entonces el 3dMPL tiene solo 3 cadenas de acilo (una en cada una de las
posiciones 2, 2’ y 3'). Cuando solo dos de R", R? y R® son -H, entonces el 3dMPL puede tener 4 cadenas de acilo.
Cuando solo uno de R", R? y R¥ es -H, entonces el 3dMPL puede tener 5 cadenas de acilo. Cuando ninguno de R,
R? y R% es -H, entonces el 3dMPL puede tener 6 cadenas de acilo. El adyuvante 3dMPL usado segUn la invencion
puede ser una mezcla de estas formas, con desde 3 hasta 6 cadenas de acilo, pero se prefiere que incluya 3dMPL
con 6 cadenas de acilo en la mezcla, y en particular para garantizar que la forma de cadena de hexaacilo constituya
al menos el 10 % en peso del 3dMPL total, por ejemplo, >20 %, >30 %, >40 %, >50 % o mas. Se ha encontrado que
3dMPL con 6 cadenas de acilo es la forma mas activa como adyuvante.

Por tanto, la forma mas preferida de 3dMPL para su inclusién en composiciones de la invencion tiene la férmula (1V),
mostrada a continuacion.

Cuando se usa 3dMPL en forma de una mezcla, entonces las referencias a cantidades o concentraciones de 3dMPL
en las composiciones de la invencion se refieren a las especies de 3dMPL combinadas en la mezcla .

En condiciones acuosas, 3dMPL puede formar agregados micelares o particulas con diferentes tamafios, por ejemplo,
con un diametro <150 nm o >500 nm. Cualquiera 0 ambos de estos pueden usarse con la invencién, y pueden
seleccionarse las mejores particulas mediante un ensayo de rutina. Se prefieren particulas mas pequefias (por
ejemplo, lo suficientemente pequefias como para dar una suspensién acuosa transparente de 3dMPL) para su uso
debido a su actividad superior (130). Las particulas preferidas tienen un diametro medio menor de 220 nm, més
preferiblemente menor de 200 nm o menor de 150 nm o menor de 120 nm, y pueden tener incluso un didmetro medio
menor de 100 nm. Sin embargo, en la mayoria de los casos, el didmetro medio no seré inferior a 50 nm. Estas
particulas son lo suficientemente pequefias como para ser adecuadas para la esterilizacidn por filtracién. El diametro
de particula puede evaluarse mediante la técnica de rutina de dispersion dinamica de la luz, que revela un diametro
de particula medio. Cuando se dice que una particula tiene un diametro de x nm, habra generalmente una distribucién
de particulas alrededor de esta media, pero al menos el 50 % en numero (por ejemplo, >60 %, >70 %, >80 %, >90 %,
0 mas) de las particulas tendran un diametro dentro del intervalo x+25 %.

3dMPL puede usarse ventajosamente en combinacién con una emulsién de aceite en agua. Sustancialmente la
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totalidad del 3dMPL puede estar ubicado en la fase acuosa de la emulsién.

El 3dMPL puede usarse por si mismo, o en combinacién con uno 0 mas compuestos adicionales. Por ejemplo, se
conoce el uso de 3dMPL en combinacidn con la saponina QS21 (131) (incluyendo en una emulsién de aceite en agua
5 (132)), con un oligonucleétido inmunoestimulador, con tanto QS21 como un oligonucleétido inmunoestimulador, con
fosfato de aluminio (133), con hidréxido de aluminio (134) o con tanto fosfato de aluminio como hidréxido de aluminio.

OH

Formula (V)

10  Adyuvantes grasos

Los adyuvantes grasos que pueden usarse con la invencién incluyen las emulsiones de aceite en agua descritas
anteriormente, y también incluyen, por ejemplo:

15 o Un compuesto de fosfolipido de férmula I, Il o lll, o una sal del mismo:
I I 1II
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tal como se define en la referencia 135, tal como ‘ER 803058’ ‘ER 803732, ‘ER 804053’, ER 804058', ‘ER
20 804059, ‘ER 804442’, 'ER 804680’, ‘ER 804764’, ER 803022 o ‘ER 804057, por ejemplo:
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5 ER804057 también se denomina E6020. Un compuesto de fosfolipido de férmula |, Il o lll, 0 una sal del mismo,
puede usarse por si mismo, 0 en combinacién con uno o mas compuestos adicionales. Por ejemplo, un
compuesto de formula |, Il o lll, puede usarse en combinacién con una emulsién de aceite en agua o una
composicién que contiene minerales. En una realizacién particular, se usa E6020 en combinacién con una
emulsién de aceite en agua (por ejemplo, una emulsién de escualeno-agua, tal como MF59) o una composicién

10 que contiene minerales (por ejemplo, una sal mineral tal como una sal de aluminio o una sal de calcio).

. Derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174 (descrito en las referencias 136 y 137).

. Una formulacién de un lipido catiénico y un colipido (habitualmente neutro), tal como bromuro de aminopropil-
15 dimetil-miristoleiloxi-propanaminio-difitanoilfosfatidil-etanolamina (“VAXFECTIN (TM)") o bromuro de

aminopropil-dimetil-bis-dodeciloxi-propanaminio-dioleoilfosfatidil-etanolamina  (“GAP-DLRIE:DOPE”).  Se
prefieren formulaciones que contienen (+)-N-(3-aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(syn-9-tetradeceneiloxi)-1-
propanaminio (138).

20 o Monofosforil lipido A 3-O-desacilado (véase anteriormente).

. Compuestos que contienen lipidos unidos a una estructura principal aciclica que contiene fosfato, tal como el
antagonista de TLR4 E5564 (139, 140):

O, AOPO(IT),
CHyOY o o
o i, M(ﬂlzi(ﬁﬁs
(HO),0P0" N
H
CH4({CH) 6] [+ {CHy)sCH
A\//\\/ o RN N
CH_,(E)
25
. Lipopéptidos (es decir, compuestos que comprenden uno o mas residuos de acido graso y dos 0 mas residuos
de aminoacido), tales como lipopéptidos basados en glicerilcisteina. Los ejemplos especificos de tales péptidos
incluyen compuestos de la siguiente formula
30
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en la que cada uno de R' y R? representa un radical hidrocarburo saturado o insaturado, alifatico o alifatico-
cicloalifatico mixto que tiene desde 8 hasta 30, preferiblemente de 11 a 21, &tomos de carbono que estd también
opcionalmente sustituido con funciones oxigeno, R3 representa hidrégeno o el radical R1-CO-O-CHz- en el que
R' tiene el mismo significado que anteriormente, y X representa un aminoacido unido mediante una unién
peptidica y que tiene un grupo carboxilo libre, esterificado o amidado, o una secuencia de aminoéacidos de
desde 2 hasta 10 aminoéacidos de los cuales el grupo carboxilo terminal estéd en forma libre, esterificada o
amidada. En determinadas realizaciones, la secuencia de aminoacidos comprende un D-aminoacido, por
ejemplo, &cido D-glutamico (D-Glu) o acido D-gamma-carboxi-glutamico (D-Gla).

Los lipopéptidos bacterianos reconocen generalmente TLR2, sin requerir la participacién de TLR86. (Los TLR funcionan
cooperativamente proporcionando reconocimiento especifico de diversos desencadenantes, y TLR2 mas TLR6
reconocen juntos peptidoglucanos, mientras que TLR2 reconoce lipopéptidos sin TLR6). Estos se clasifican algunas
veces como lipopéptidos naturales y lipopéptidos sintéticos. Los lipopéptidos sintéticos tienden a comportarse de
manera similar, y se reconocen principalmente por TLR2.

Los lipopéptidos adecuados para su uso como adyuvantes incluyen compuestos que tienen la férmula:
0

R™Y

O

R1 O ok
As )
TN AS n

donde el centro quiral marcado * y el marcado *** estan ambos en la configuracion R;
el centro quiral marcado ** est4 o bien en la configuraciéon R o bien en la S;

cada R™ y R' es independientemente un grupo hidrocarburo alifatico o cicloalifatico-alifatico que tiene 7-21 atomos
de carbono, opcionalmente sustituido con funciones oxigeno, o uno de R y R'® pero no ambos, es H;

R2 es un grupo hidrocarburo alifatico o cicloalifatico que tiene 1-21 dtomos de carbono y opcionalmente sustituido con
funciones oxigeno;

nes0o1,;

As representa o bien -O-Kw-CO- o bien -NH-Kw-CO-, donde Kw es un grupo hidrocarburo alifatico que tiene 1-12
atomos de carbono;

As' es un D- o L-alfa-aminoécido;

Z'y Z2 representan cada uno independientemente -OH o el radical N-terminal de un D- o L-alfa-aminoécido de un
acido amino-(alcano inferior)-sulfénico o de un péptido que tiene hasta 6 aminoéacidos seleccionados de los acidos D-
y L-alfa-aminocarboxilicos y 4cidos amino-alquilo inferior-sulfénicos; y

Z3 es H 0 -CO-Z*, donde Z* es -OH o el radical N-terminal de un D- o L-alfa-aminoacido de un &cido amino-(alcano
inferior)-sulfénico o de un péptido que tiene hasta 6 aminoacidos seleccionados de los acidos D y L-alfa-
aminocarboxilicos y acidos amino-alquilo inferior-sulfénicos; o un éster o una amida formado a partir del &cido
carboxilico de tales compuestos. Las amidas adecuadas incluyen -NH2 y NH(alquilo inferior), y los ésteres adecuados
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incluyen ésteres alquilicos C1-C4. (Alquilo inferior o alcano inferior, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a alquilos ramificados o de cadena lineal C1-Cs).

Tales compuestos se describen en mas detalle en el documento US 4.666.886. En una realizacién particular, el
lipopéptido tiene la formula:

%Y
\W{O\/CHVK/W\M/\M/\
3 H
Otro ejemplo de una especie de lipopéptido se denomina LP40, y es un agonista de TLR2. Akdis, et al., Eur. J.
Immunology, 33: 2717-26 (2003).

Estos estan relacionados con una clase conocida de lipopéptidos de E. coli, denominados lipoproteinas de mureina.
Ciertos productos de degradacion parcial de esas proteinas denominadas lipopéptidos de mureina se describen en
Hantke, et al., Eur. J. Biochem., 34: 284-296 (1973). Estos comprenden un péptido unido a acido N-acetiimuramico vy,
por tanto, estén relacionados con los péptidos de muramilo, que se describen en Baschang, et al., Tetrahedron, 45(20):
6331-6360 (1989).

Adyuvantes de sales de aluminio

Pueden usarse los adyuvantes conocidos como “hidroxido de aluminio” y “fosfato de aluminio”. Estos nombres son
convencionales, pero se usan por conveniencia solo, ya que ninguno es una descripcién precisa del compuesto
quimico real que esta presente (por ejemplo, véase el capitulo 9 de la referencia 74). La invencién puede usar
cualquiera de los adyuvantes de “hidréxido” o “fosfato” que se usan en general como adyuvantes.

Los adyuvantes conocidos como “hidréxido de aluminio” son normalmente sales de oxihidréxido de aluminio, que
habitualmente son al menos parcialmente cristalinas. El oxihidréxido de aluminio, que puede representarse mediante
la formula AIO(OH), puede distinguirse de otros compuestos de aluminio, tales como hidréxido de aluminio Al(OH)s,
por espectroscopia infrarroja (IR), en particular por la presencia de una banda de adsorcion a 1070 cm™ y un hombro
fuerte a 3090-3100 cm™ (capitulo 9 de la referencia 74). El grado de cristalinidad de un adyuvante de hidréxido de
aluminio se refleja por la anchura de la banda de difraccion a la mitad de la altura (WHH), mostrando particulas poco
cristalinas un mayor ensanchamiento de la linea debido a los tamafios de unidades cristalinas mas pequefios. El area
de superficie aumenta a medida que aumenta la WHH, y se ha observado que los adyuvantes con valores de WHH
méas altos tienen una mayor capacidad de adsorcién de antigenos. Una morfologia fibrosa (por ejemplo, tal como se
observa en micrografias electrénicas de transmision) es tipica de los adyuvantes de hidréxido de aluminio. El pl de los
adyuvantes de hidréxido de aluminio es normalmente de aproximadamente 11, es decir, el propio adyuvante tiene una
carga de superficie positiva a pH fisiolégico. Se han notificado capacidades de adsorcién de entre 1,8-2,6 mg de
proteina por mg de Al*** a pH 7,4 para adyuvantes de hidréxido de aluminio.

Los adyuvantes conocidos como “fosfato de aluminio” son normalmente hidroxifosfatos de aluminio, que a menudo
también contienen una pequefia cantidad de sulfato (es decir, sulfato de hidroxifosfato de aluminio). Pueden obtenerse
por precipitacidn, y las condiciones de reaccién y las concentraciones durante la precipitacién influyen en el grado de
sustitucién del hidroxilo por fosfato en la sal. Los hidroxifosfatos tienen generalmente una razén molar de PO4/Al de
entre 0,3 y 1,2. Los hidroxifosfatos pueden distinguirse del AIPO4 estricto por la presencia de grupos hidroxilo. Por
ejemplo, una banda de espectro IR a 3164 cm™ (por ejemplo, cuando se calienta hasta 200 °C) indica la presencia de
hidroxilos estructurales (capitulo 9 de la referencia 74)

La razéon molar de PO4/AP* de un adyuvante de fosfato de aluminio estard generalmente entre 0,3 y 1,2,
preferiblemente entre 0,8 y 1,2, y mas preferiblemente 0,95+0,1. El fosfato de aluminio generalmente sera amorfo,
particularmente para sales de hidroxifosfato. Un adyuvante tipico es el hidroxifosfato de aluminio amorfo con una razén
molar de PO4/Al de entre 0,84 y 0,92, incluida a 0,6 mg de APF*/ml. El fosfato de aluminio generalmente estara
particulado (por ejemplo, morfologia de placa tal como se observa en micrografias electrénicas de transmision). Los
diametros tipicos de las particulas estdn en el intervalo de 0,5-20 pum (por ejemplo, aproximadamente 5-10 um)
después de cualquier adsorcién de antigeno. Se han notificado capacidades de adsorcidén de entre 0,7-1,5 mg de
proteina por mg de Al*** a pH 7,4 para adyuvantes de fosfato de aluminio.
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El punto de carga cero (PZC) del fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de sustitucién del
hidroxilo por fosfato, y este grado de sustitucién puede variar dependiendo de las condiciones de reaccién y la
concentracion de los reactivos usados para preparar la sal mediante precipitacion. EI PZC también se altera al cambiar
la concentracion de iones de fosfato libres en la disolucién (mas fosfato = PZC mas acido) o al afiadir un tampén, tal
como un tampoén histidina (hace que el PZC sea mas basico). Los fosfatos de aluminio usados tendran generalmente
un PZC de entre 4,0 y 7,0, mas preferiblemente entre 5,0 y 6,5, por ejemplo, aproximadamente 5,7.

Las suspensiones de sales de aluminio usadas para preparar las composiciones de la invencién pueden contener un
tampdn (por ejemplo, un tampén fosfato o histidina o Tris), pero esto no siempre es necesario. Las suspensiones son
preferiblemente estériles y libres de pirégenos. Una suspensidén puede incluir iones de fosfato acuosos libres, por
ejemplo, presentes a una concentracion de entre 1,0 y 20 mM, preferiblemente entre 5 y 15 mM, y mas preferiblemente
10 mM aproximadamente. Las suspensiones también pueden comprender cloruro de sodio.

La invencidon puede usar una mezcla de tanto un hidréxido de aluminio como un fosfato de aluminio. En este caso,
puede haber mas fosfato de aluminio que hidréxido, por ejemplo, una razén en peso de al menos 2:1, por ejemplo,
>5:1,>6:1, >7:1, >8:1, >9:1, etc.

La concentracién de Al*** en una composicion para su administracién a un paciente es preferiblemente menor de 10
mg/ml, por ejemplo, <5 mg/ml, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido esta entre 0,3 y 1
mg/ml. Se prefiere un maximo de 0,85 mg/dosis.

Ademas de incluir uno 0 mas adyuvantes de sal de aluminio, el componente adyuvante puede incluir uno o mas
agentes inmunoestimulantes o adyuvantes adicionales. Tales componentes adicionales incluyen, pero no se limitan a:
un compuesto de benzonaftiridina, un adyuvante de monofosforil lipido A 3-O-desacilado (‘3d-MPL’); y/o una emulsién
de aceite en agua. 3d-MPL también se denomina monofosforil lipido A 3 des-O-acilado o 3-O-desacil-4’-monofosforil
lipido A. El nombre indica que la posicién 3 del extremo reductor de la glucosamina en monofosforil lipido A esta
desacilada. Se ha preparado a partir de un mutante sin heptosa de S. minnesota, y es quimicamente similar al lipido
A pero carece de un grupo fosforilo labil a acido y un grupo acilo labil a base. Activar células del linaje de
monocitos/macréfagos y estimula la liberacién de varias citocinas, incluyendo IL-1, IL-12, TNF-a y GM-CSF. La
preparacién de 3d-MPL se describié originalmente en la referencia 129, y el producto lo ha fabricado y comercializado
Corixa Corporation con el nombre MPL (TM). Pueden encontrarse detalles adicionales en las referencias 82 a 85.

El uso de un adyuvante de hidréxido de aluminio y/o fosfato de aluminio es Util, particularmente en nifios, y
generalmente se adsorben antigenos a estas sales. También se prefieren emulsiones de escualeno en agua,
particularmente en los ancianos. Las combinaciones de adyuvantes Utiles incluyen combinaciones de adyuvantes Th1
y Th2 tales como CpG y alumbre, o resiquimod y alumbre. Puede usarse una combinacién de fosfato de aluminio y
3dMPL. Otras combinaciones que pueden usarse incluyen: alumbre y un compuesto de benzonaftiridina o SMIP, una
emulsion de escualeno en agua (tal como MF59) y un compuesto de benzonaftiridina o SMIP, y E6020 y una emulsién
de escualeno en agua, tal como MF59) o alumbre.

Las composiciones de la invencién pueden generar tanto una respuesta inmunitaria mediada por células como una
respuesta inmunitaria humoral.

Generalmente, se cree que dos tipos de células T, células CD4 y CD8, son necesarias para iniciar y/o potenciar la
inmunidad mediada por células y la inmunidad humoral. Las células T CD8 pueden expresar un correceptor CD8 y se
denominan comunmente linfocitos T citotéxicos (CTL). Las células T CD8 son capaces de reconocer o interaccionar
con antigenos presentados en las moléculas del MHC de clase |.

Las células T CD4 pueden expresar un correceptor CD4 y se denominan comUnmente células T auxiliares. Las células
T CD4 son capaces de reconocer péptidos antigénicos unidos a moléculas del MHC de clase |l. Tras la interaccién
con una molécula del MHC de clase Il, las células CD4 pueden secretar factores tales como citocinas. Estas citocinas
secretadas pueden activar células B, células T citotoxicas, macréfagos y otras células que participan en una respuesta
inmunitaria. Las células T auxiliares o las células CD4+ pueden dividir ademas en dos subconjuntos funcionalmente
distintos: fenotipo TH1 y fenotipos TH2 que difieren en su funcién efectora y de citocinas.

Las células TH1 activadas potencian la inmunidad celular (incluyendo un aumento en la produccién de CTL especificos
de antigeno) y, por tanto, son de particular valor para responder a infecciones intracelulares. Las células TH1 activadas
pueden secretar uno o0 mas de IL-2, IFN-y y TNF-B. Una respuesta inmunitaria TH1 puede dar como resultado
reacciones inflamatorias locales mediante la activacion de macréfagos, células NK (citoliticas naturales) y células T
citotoxicas (CTL) CD8. Una respuesta inmunitaria TH1 también puede actuar expandiendo la respuesta inmunitaria al
estimular el crecimiento de células By T con IL-12. Las células B estimuladas por TH1 pueden secretar IgG2a.

Las células TH2 activadas potencian la produccién de anticuerpos y, por tanto, son valiosas para responder a

infecciones extracelulares. Las células TH2 activadas pueden secretar uno o mas de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Una
respuesta inmunitaria TH2 puede dar como resultado la produccién de IgG1, IgE, IgA y células B de memoria para
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una protecciédn futura.

Una respuesta inmunitaria potenciada puede incluir una o més de una respuesta inmunitaria TH1 y una respuesta
inmunitaria TH2 potenciadas.

Una respuesta inmunitaria TH1 puede incluir uno o mas de un aumento en CTL, un aumento en una o0 mas de las
citocinas asociadas con una respuesta inmunitaria TH1 (tales como IL-2, IFN-y y TNF-$), un aumento en macréfagos
activados, un aumento en la actividad NK o un aumento en la produccion de 1gG2a. Preferiblemente, la respuesta
inmunitaria TH1 potenciada incluird un aumento en la produccién de 1gG2a.

Puede generarse una respuesta inmunitaria TH1 usando un adyuvante TH1. Un adyuvante TH1 generara en general
niveles aumentados de produccién de 1gG2a en relacién con la inmunizacién del antigeno sin adyuvante. Los
adyuvantes TH1 adecuados para su uso en la invencién pueden incluir, por ejemplo, formulaciones de saponina,
virosomas y particulas similares a virus, derivados no toxicos de lipopolisacarido (LPS) enterobacteriano,
oligonucleétidos inmunoestimuladores. Los oligonucleétidos inmunoestimuladores, tales como oligonucleétidos que
contienen un motivo CpG, son adyuvantes TH1 preferidos para su uso en la invencién.

Una respuesta inmunitaria TH2 puede incluir uno o0 mas de un aumento en una o mas de las citocinas asociadas con
una respuesta inmunitaria TH2 (tales como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), o un aumento en la produccién de IgG1, IgE, IgA
y células B de memoria. Preferiblemente, la respuesta inmunitaria TH2 potenciada incluira un aumento en la
produccién de IgG1.

Puede generarse una respuesta inmunitaria TH2 usando un adyuvante TH2. Un adyuvante TH2 generara en general
niveles aumentados de produccion de IgG1 en relacidon con la inmunizaciéon del antigeno sin adyuvante. Los
adyuvantes TH2 adecuados para su uso en la invencién incluyen, por ejemplo, composiciones que contienen
minerales, emulsiones oleosas y toxinas ADP-ribosilantes y derivados destoxificados de las mismas. Las
composiciones que contienen minerales, tales como sales de aluminio, son adyuvantes TH2 preferidos para su uso
en la invencion.

Una composicion puede incluir una combinacién de un adyuvante TH1 y un adyuvante TH2. Preferiblemente, una
composicién de este tipo genera una respuesta TH1 potenciada y una THZ2 potenciada, es decir, un aumento en la
produccién tanto de IgG1 como de IgG2a en relacidon con la inmunizacién sin adyuvante. Todavia mas preferiblemente,
la composicién que comprende una combinacién de un adyuvante TH1 y uno TH2 genera una respuesta inmunitaria
TH1 aumentada y/o TH2 aumentada en relacién con la inmunizacién con un solo adyuvante (es decir, en relacién con
la inmunizacién con un adyuvante TH1 solo o la inmunizacién con un adyuvante TH2 solo).

La respuesta inmunitaria puede ser una o ambas de una respuesta inmunitaria TH1 y una respuesta TH2.
Preferiblemente, la respuesta inmunitaria proporciona una o ambas de una respuesta TH1 potenciada y una respuesta
TH2 potenciada.

La respuesta inmunitaria potenciada puede ser una o ambas de una respuesta inmunitaria sistémica y una mucosa.
Preferiblemente, la respuesta inmunitaria proporciona una o ambas de una respuesta inmunitaria sistémica potenciada
y una respuesta inmunitaria mucosa potenciada. Preferiblemente, la respuesta inmunitaria mucosa es una respuesta
inmunitaria TH2. Preferiblemente, la respuesta inmunitaria mucosa incluye un aumento en la produccién de IgA.

Métodos de tratamiento y administracién

Las composiciones de la invencién son adecuadas para su administracion a mamiferos, y la invencién proporciona un
método de induccidon de una respuesta inmunitaria en un mamifero, que comprende la etapa de administrar una
composicién (por ejemplo, una composicién inmunogénica) de la invencién al mamifero. Las composiciones (por
ejemplo, una composicién inmunogénica) puede usarse para producir una formulacién de vacuna para inmunizar a un
mamifero. El mamifero es normalmente un ser humano, y el ectodominio de proteina F de VRS es un ectodominio de
proteina F de VRS humano. Sin embargo, el mamifero puede ser cualquier otro mamifero que sea susceptible a la
infeccién con VRS, tal como una vaca que puede infectarse con VRS bovino. Por ejemplo, la respuesta inmunitaria
puede generarse tras la administracion de una proteina F de VRS purificada, una particula de alfavirus o ARN
autorreplicante.

La invencién proporciona una composicién de la invencion para su uso como medicamento, por ejemplo, para su uso
en la inmunizacién de un paciente contra la infeccién con VRS.

La respuesta inmunitaria generada mediante estos métodos y usos incluird generalmente una respuesta de
anticuerpos, preferiblemente una respuesta de anticuerpos protectora. En la técnica se conocen ben métodos para
evaluar respuestas de anticuerpos tras la vacunacién contra VRS.

Pueden administrarse composiciones de la invencién de varios modos adecuados, tales como inyeccién intramuscular
(por ejemplo, en el brazo o la pierna), inyeccién subcuténea, administracion intranasal, administraciéon oral,

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 844 T3

administracién intradérmica, administracion transcutdnea, administracién transdérmica, y similares. La via de
administracién apropiada dependera de la edad, la salud y otras caracteristicas del mamifero. Un médico sera capaz
de determinar una via de administracién apropiada basandose en estos y otros factores.

Pueden usarse composiciones inmunogénicas y formulaciones de vacuna para tratar tanto a nifios como a adultos,
incluyendo mujeres embarazadas. Por tanto, un sujeto puede tener menos de 1 afio de edad, 1-5 afios de edad, 5-15
afios de edad, 15-55 afios de edad o al menos 55 afios de edad. Sujetos preferidos para recibir las vacunas son los
ancianos (por ejemplo, >50 afios de edad, >60 afios de edad y preferiblemente >65 afios), los jévenes (por ejemplo,
<6 afios de edad, tal como 4 - 6 afios de edad, <5 afios de edad) y las mujeres embarazadas. Las vacunas no son
adecuadas Unicamente para estos grupos, sin embargo, y pueden usarse mas generalmente en una poblacion.

El tratamiento puede ser mediante un programa de una sola dosis o un programa de multiples dosis. Pueden usarse
multiples dosis en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo. En un
programa de multiples dosis, las diversas dosis pueden administrarse por la misma via o vias diferentes, por ejemplo,
una sensibilizacion parenteral y un refuerzo mucoso, una sensibilizacién mucosa y un refuerzo parenteral, etc. La
administracién de mas de una dosis (normalmente dos dosis) es particularmente Util en pacientes inmunolégicamente
no expuestos previamente. Normalmente, se administran multiples dosis con al menos 1 semana de separacién (por
ejemplo, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 12
semanas, aproximadamente 16 semanas, y similares).

Las formulaciones de vacuna producidas usando una composiciéon de la invencion pueden administrarse a los
pacientes a sustancialmente el mismo tiempo que (por ejemplo, durante la misma consulta o visita médica a un
profesional sanitario o centro de vacunacién) otras vacunas.

La invencién también proporciona una composicién que comprende moléculas que comprenden ectodominios de
glucoproteina F de VRS, en la que los ectodominios de al menos el 50 % (por ejemplo, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el
80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 % o el 100 %) de las moléculas estén presentes en una conformacion de prefusién.

Polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS

Se usan polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS particulares o se incluyen en algunas realizaciones de la
invencién. Algunos de los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS particulares contienen secuencias de
aminoacidos alteradas desde aproximadamente la posicion 100 hasta aproximadamente la posicién 161. Las
secuencias de aminoacidos desde la posiciéon 100 hasta la posicién 150 para varios polipéptidos de ectodominio de
proteina F de VRS particulares se muestran en la figura 1C. Las secuencias de aminoéacidos de varios polipéptidos de
ectodominio de proteina F de VRS particulares se presentan en el presente documento, por ejemplo, en el ejemplo 1.

General

El término “que comprende” abarca “que incluye” asi como “que consiste” y “que consiste esencialmente en”, por
ejemplo, una composicién “que comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por
ejemplo, X + Y.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicién que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse
de la definicién de la invencién.

El término “aproximadamente” en relacién con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.

A menos que se establezca especificamente, un procedimiento que comprende una etapa de mezclar dos o mas
componentes no requiere ningln orden especifico de mezclado. Por tanto, los componentes pueden mezclarse en
cualquier orden. Cuando hay tres componentes, entonces dos componentes pueden combinarse entre si, y luego la
combinacién puede combinarse con el tercer componente, etc.

Cuando se usan materiales animales (y en particular bovinos) en el cultivo de células, deben obtenerse de fuentes
que estén libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE) y, en particular, libres de encefalopatia
espongiforme bovina (BSE). Globalmente, se prefiere cultivar células en ausencia total de materiales derivados de
animales.

Cuando se administra un compuesto al cuerpo como parte de una composicion, entonces ese compuesto puede
reemplazarse alternativamente por un profarmaco adecuado.

Cuando se usa un sustrato celular para procedimientos de reordenamiento o de genética inversa, es preferible uno

que se haya aprobado para su uso en la produccién de vacunas humanas, por ejemplo, como en la farmacopea
europea, capitulo general 5.2.3.
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La identidad entre secuencias de polipéptido se determina preferiblemente mediante el algoritmo de blusqueda de
homologia de Smith-Waterman tal como se implementa en el programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando una
blUsqueda de huecos afines con los parametros penalizacién por apertura de hueco=12 y penalizacidén por extensién
de hueco=1.

Tabla 1. Fosfolipidos

DDPC 1,2-Didecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DEPA 1,2-Dierucoil-sn-glicero-3-fosfato

DEPC 1,2-Erucoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DEPE 1,2-Dierucoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DEPG 1,2-Dierucoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DLOPC 1,2-Linoleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DLPA 1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfato

DLPC 1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DLPE 1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DLPG 1,2-Dilauroil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DLPS 1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidilserina

DMG 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
DMPA 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato

DMPC 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DMPE 1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DMPG 1,2-Miristoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DMPS 1,2-Estoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina

DOPA 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfato

DOPC 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DOPE 1,2-Dioleocil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DOPG 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DOPS 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina

DPPA 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato

DPPC 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DPPE 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DPPG 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DPPS 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina

DPyPE 1,2-Difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

DSPA 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfato

DSPC 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

DSPE 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
DSPG 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
DSPS 1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina

EPC PC de huevo

HEPC PC de huevo hidrogenada

HSPC PC de soja hidrogenada de alta pureza

HSPC PC de soja hidrogenada

LYSOPC MIRISTICA 1-Miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

LYSOPC PALMITICA 1-Palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

LYSOPC ESTEARICA 1-Estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

MPPC de esfingomielina de leche 1-Miristoil,2-palmitoil-sn-glicero 3-fosfatidilcolina
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MSPC 1-Miristoil, 2-estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
PMPC 1-Palmitoil, 2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
POPC 1-Palmitoil,2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
POPE 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
POPG 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol)...]
PSPC 1-Palmitoil, 2-estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
SMPC 1-Estearoil, 2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
SOPC 1-Estearoil, 2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
SPPC 1-Estearoil, 2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

EJEMPLIFICACION
Ejemplo 1 - Polipéptidos F de VRS

Este ejemplo proporciona secuencias de varios ejemplos de polipéptidos (por ejemplo, que contienen secuencias
sefial) y secuencias de acido nucleico que pueden usarse para expresar polipéptidos F de VRS. Las secuencias de
aminoacidos presentadas incluyen el péptido sefial y contienen un ligador C-terminal y una etiqueta His opcionales
(GGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO: 90)). Cuando se producen estos polipéptidos en células huésped, la célula
procesara habitualmente el polipéptido para eliminar el péptido sefial y, tal como se describe en el presente documento,
algunos de los polipéptidos se escindiran, por ejemplo en sitios de escisidén de furina no modificados. Las
composiciones pueden contener todas las formas de los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS particulares
dados a conocer en el presente documento, incluyendo formas maduras, que carecen del péptido sefial, formas que
pueden escindirse en subunidades que comprenden F1 y F2, y formas que carecen de la etiqueta His C-terminal
opcional. Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos del alcance de la presente invencién y por tanto no
pretenden limitar el alcance de ningln modo.

Un ejemplo de escisién con furina de tipo natural es F de VRS de tipo natural truncado HIS (SEQ ID NO: 84).

Los ejemplos de polipéptidos que pueden producirse como monémeros incluyen: F de VRS Furx (SEQ ID NO: 45); F
de VRS antiguo furx truncado HIS (SEQ ID NO: 88); F de VRS Furx R113Q K123N K124N truncado HIS (SEQ ID NO:
89); F de VRS delp21 furx truncado HIS (SEQ ID NO: 47), y F de VRS F delP23 furx truncado HIS (SEQ ID NO: 48).

Los ejemplos de polipéptidos que pueden producirse como trimeros incluyen: F de VRS furina N-term truncado HIS
(SEQ ID NO: 85); F de VRS delecidén de fusién truncado HIS (SEQ ID NO: 67); y F de VRS delecién de fusién 2
truncado HIS (SEQ ID NO: 68).

Los ejemplos de polipéptidos que pueden producirse como monémeros o rosetas de trimeros incluyen: F de VRS furmt
truncado HIS (SEQ ID NO: 50); F de VRS furdel truncado HIS (SEQ ID NO: 51); F de VRS delP21 furdel truncado HIS
(SEQ ID NO: 86); y F de VRS delP23 furdel truncado HIS (SEQ ID NO: 49), y F de VRS factor Xa truncado HIS (SEQ
ID NO: 52).

Un ejemplo de una escisién de tipo natural que produce probablemente una formacién de roseta es F de VRS furina
C-term truncado HIS (SEQ ID NO: 87).

Completo

El siguiente polipéptido es un polipéptido F de VRS de longitud completa.

1
gl
121
181
241
301
3¢l
421
481
511

MELLLLKANA
LSNIXENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTEVSTY
VQLPLYGVID
Q3NRVECDTM
KCTASNKNRG
LVFPSDEZDA

LIAVGLLLYC

LML LTAVLEE
GTDAKVKLIK
KKRKRRZLGE
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLP3ZVN
IIKTEFSNGCD
SISQVNEXIN
KARSTPVTLS

CHASGONL'T'E
QELCKYXNAV
LLGVGBSAILAS
KOQLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTXEGS
LCNVDIFNPK
YVSNEKGVDTV
USLAFIRKSD
KDQLSGINNT

43

EFYQSIT'CSAV
TELQLLMOST
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK

AFSN (SEQ ID NO:

SKGYLSALRT
PATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQQKNNRL
VRQQSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KCEGKSLYVK
STTNIMITTI
21)

GWY'I'SVL'lLE
LPRZMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
IIKEZVLAYV
SFPQAETCKV
GAIVSCYGKT
GEPIINFEYDP

IIVIIVILLS



La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

anterior

gl
121
181
241
301
3el
421
181
541
601
6el
721
781
841
901

AlTGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
Cl'GI'GCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG

GACGTGAGCA

AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
AGCACCACCA
CTGATTGCCG

AAGGACCAGC

ES 2991 844 T3

TGAT'CCIGAA
GCGGCCAGAA
ACCTGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG

CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
CAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
ATATCATGAT
TGGGCCTGCT

TGTCCGGCAT

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC

CGTGATCGAC

AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGEC

GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CACCACAATC
GCTGTACTGC
CAACAATATC

Al'CACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGCA
GGGGTGGCLG
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTIGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
ATCATCGTGA
AAGGCCCGCA
GCCTTCTCCA

1T'CCI'GACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGTGAT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
1TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCLICAGCAA

TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGTGAA
TCATTGTGAT
GCACCCCTGT
ACTGAAG

{SEQ ID NO:

CGI'GACCI'IC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC

CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCIGCGAC

CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGCCGGCAAG
CCTGCTGTCT
GACCCTGTCC

22)

HIS completo

10  El siguiente polipéptido incluye el polipéptido F de VRS de longitud completa seguido por una etiqueta de hexa-

histidina.

15

1
gl
121
181
241
301
321
421
181
511

MELLILKANA
LSNIKENZXCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VQLPLYGVID
QSNRVFEFCITM
KCTASNKNRG
LVEPSDEEDA
LITAVGLLLYC

ITTILTAVTE
GTDAKVXLIX
KKRKRREFLGF
KVLCLKNYIZ
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLPSEVN
IIKTEFSNGCS
SL3CVNZKLN
KARSTPVTLS

CTASGONITE
QELDKYKNAV
LLGVGSAIAS
KQLLPIVNXQ
INDMPITNDQ
LCTTNTKEGS
LCNVDIENPK
YVSNKGVDTV
QSLAFLRKSD
KDQLSGINNI

La siguiente secuencia de &cido nucleico es la secuencia

anterior

44

EFYQOSTCSAV
TELQLLMCST
GVAVSKVLHL
SCSISNIZTV
KKLMSNNVQT
NICLTRTZRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK
AFSNSGGSAG

codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

SKGYLSALRT
PATNNRARRZ
EGIZVNKIKSA
IEFQOKNNRL
VRQQSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KQIZGKSLYVX
STUNLMLLL
SGHHHHHH

GWYTSVITIE
LPRFMNYTLN
LLSTNKAVVS
L=ITREFS3SVN
IIKEEVLAYV
FFPQAETCXV
GAIVSCYGXT
GZPIINFY2P

LIVILIVILLS

(SEC ID NO: Z

3)



5

10

z1l
121
181
241
301
31
421
481
541
601
661
721
781
841
01

6l

el

itel

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

pre HIS completo

El siguiente polipéptido incluye el polipéptido F de VRS de longitud completa con el dominio de trimerizacién de GCN4
(subrayado) unido al extremo C-terminal del polipéptido F de VRS seguido por una etiqueta de hexa-histidina.

La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

anterior.

1
gl
121
181
211
301
3el
421
481
511
601

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCY
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
AGCACCACCA
CTGATTGCCG
AAGGACCAGC

TCTGGCCACC

MELLILKANA
LSNIXENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VOQLPLYGVID
QSNRVECDIM
KCTASNKNRG
LVFPSDEZDA
LIAVGLLLYC

IARIXKLIGE

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCIGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGEIGELICIG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
ATATCATGAT
TGGGCCTGCT
TGTCCGGCAT

ACCACCATCA

ITTILTAVTE
GTDAKVKLIK
KKRKRRZLGF
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLI'LPS~VN
IIKTESNGCD
SISQVNEXIN
KARS'I'PVI'LS

SGGSAGSGHH

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CC1TGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC

CATCGCCAGC

CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCA'l'G
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CACCACAATC
GCTGTACTGC
CAACAATATC

CCACTGAAG

CFASGONITE
QELDKYXNAV
LLGVGSATIAS
KQLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTXEGS
LCNVDLENPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD
KDQLSGLINNL

HHHH (SEQ I

45

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCI'GGIACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCCE
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCIGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
ATCATCGTGA
AAGGCCCGCA
GCCTTCTCCA

(SEQ ID NO:

EFYQSTCSAV
TELQLLMOST
GVAVSKVLHL
SC3ISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKLIM1I'S KL
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK
AFBNGSSGRM

D NO: 25)

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGT'GAYT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
Ccclrsceeerc
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGTGAA
TCATTGTGAT
GCACCCCTGT
ACAGCGGCGG
24)

SKGYLSALRT
PATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQQKNNEL
VRQQSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KCEGKSLYVK
STTNIMITTI

KCLEDKL kL

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC

GCTGCACCTG

CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGI'GAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGCCGGCAAG
CCTGCTGTCT
GACCCTGTCC

CAGCGCCGGC

CGWYTSVITIE
LPRZMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
ITKEZVLAYV
ZFPQAETCKV
GALVSCYGKY
GEPIINFYDP
IIVIIVILLS

LSKIYHI ZNK



5

10

1

6l
121
181
241
301
3el
121
481
541
601
661
721
781
841
S0l
6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

pre HIS completo 2

El siguiente polipéptido incluye el polipéptido F de VRS de longitud completa con el dominio de trimerizacién de GCN4
(subrayado) unido al extremo C-terminal del polipéptido F de VRS seguido por una etiqueta de hexa-histidina.

La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

anterior

1
&l
121
181
241

2071
SuUL

w
(82}

1
421
481
541
601

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
ClGCIGGGLG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGIGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
AGCACCACCA
CTGATTGCCG
AAGGACCAGC
AAGCAGATCG
ATCGCCCGGA

CACCATCACC

MELLILKANA
LSNIXENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS

AGYVTTEVSTY

OSNRVECDTM
KCIASNKNRG
LVFPSDE=DA
LIAVGLLLYC

NETARIKKLIT

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCIGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
T'GGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCAcCcccea!
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
ATATCATGAL
TGGGCCTGCT
TGTCCGGCAT
AGGACAAGAT
T'CAAGAAGCT

ACTGARAG

ITTILTAVTE
GTDAKVKLIK
KKRKRRZLGFE
KVLDLKNYID

NSLTLPSZVN
LIKI'ESNGCD
SISQVNEXIN
KARSTPVTLS
GESGGSAGSG

(SEQ ID NO:

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CClGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACC'TAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CACCACAA'IC
GCTGTACTGC
CAACAATATC
CGAGGAAATC

GA'l'CGGCGAA

CFASGQONITE
QELDKYXNAV
LLGVGSATIAS
KOLLPIVNKQ
INDMPITNDQ

LCNVDIFNPK
YVSNKGVYDI'YV
QSLAFIRKSD
KDQLSGINNI
HHHHHH

46

(SEQ ID NO:

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCIGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGELGGCCG
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCIGACCA
AMAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
ATCATCGIGA
AAGGCCCGCA
GCCTTCTCCA
CTGAGCAAGA

AGCGGCGGELY!

26)

EFYQSTCSAV
TELQLLMQST
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV

KKLMSNNVQI

YDCKIMTSXT
SVGNLLYYVN
ELLENVNAGK
AFSNGSSGSG
27)

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGLGAYT
CCAAGCTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGICCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGTGAA
TCAL'I'GLGAT
GCACCCCTGT
ACGGCAGCAG
TCTACCACAT

CI'GCCGGAAG

SKGYLSALRT
PATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQQOKNNRL
VRQQSYSIMS

DVESSVITSL
KCEGKSLYVK
STTNIMITTI

RMKQIEDKIE

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCLGCACCILG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCL'GICCCIG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGCCGGCAAG
CClLGCclraerer
GACCCTGTCC
CGGCCGGATG
CGAGAACGAG

CGGCCACCAC

GWYTSVITIE
LPRZMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
IIKEZVLAYV

GAIVSCYGKT
GEPLINEYDP
IIVIIVILLS

EILSXIYHIE



1

6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
811
201
o6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

ecto HIS

El siguiente polipéptido incluye el ectodominio del polipéptido F de VRS seguido por una

1
6l
121
181
241
301
361
121
481

10 (SEC

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCY
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
ClGCIGGGLG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGIGA
ATCAATGACA
Gl'GCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG

CAGAGCAACC

CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
AGCACCACCA
CTGATTGCCG
AAGGACCAGC
CGGATGAAGC
AACGAGATCG
CACCACCACC

MZLLILKANA
LSNIKENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VQLPLYGVID
QSNRVEFCDTM
KCLIASNKNRG
LVFPSDE=DA

G

2

I3 NO: 2

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCIGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
T'GGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCAcCcccea!
TGCCCATCAC
AGAGCT'ACIC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG

GGGTGTTCTG

TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
ATATCATGAY
TGGGCCTGCT
TGTCCGGCAT
AGATCGAGGA
CCCGGATCAA
ATCACCACTG

ITTILTAVTE
GTDAKVKLIX
KKRXRRFLGF
KVLOLKNYIS
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLPSEVN
L1IKITESNGCS

SISCVNEKIN

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCIGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACC'TAC
CAACGACCAG
CATCA'T'GAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC

CGACACCATG

CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CACCACAA'IC
GCTGTACTGC
CAACAATATC
CAAGATCGAG
GAAGCTGATC
AAG

CFASGONITE
QILDAYKNAY
LLGVGSAIAS
KCLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTKEGS
LCNVDIENPK
YVSNAGVDI'YV

QOSLAFIRKSD

(SEQ ID NO:

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGC'IGGIACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGELGGCCG
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCIGACCA
AARAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA

TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGECA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
ALCATCGLGA
ARGGCCCGCA
GCCTTCTCCA
GAAATCCTGA
GGCGAARGCG
28)

EFYQSTCSAV
TELQLLMQS3T
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNT'LYYVN

ELLHNVNSGG

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGLGAYT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGICCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGLGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC

CCCTGCCCTC

AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGTGAA
TCAL'I'GLGAT
GCACCCCTGT
ACGGCAGCAG
GCAAGATCTA

GCGGCTCTGC

SKGYLSALRT
2ATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQCKNNRL
VRQQSYSIMS
WYCDNAGSVS3
DVSSSVITSL
KQEGKSLYVK

SAGSGHHHHH

La siguiente secuencia de &cido nucleico es la secuencia codificante optimizada para

anterior

47

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCLGCACCILG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCL'GICCCIG
CGTGCAGATC
GGCCIACGIG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGEC
CTGCAAGGTG

CGAGGTGAAC

CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGCCGGCAAG
ccreeraelrer
GACCCTGTCC
CGGCAGCGGC
CCACATCGAG

CGGAAGCGGC

etiqueta de hexa-histidina.

GWYTSVITIE
LPRFMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
IIXEEVLAYV
FFPOQAETCKV
GAIVSCYGKT
GEPLINEYDP

H

la secuencia de polipéptido



10

15

ecto pre HIS

El siguiente polipéptido incluye el ectodominio del polipéptido F de VRS con el dominio de trimerizacion de GCN4
(subrayado) insertado en el polipéptido F de VRS en el sentido de 5 de donde habria estado el dominio TM de la

z1l
121
181
241
301
31
421
481
541
601
66l
721
781
811
c01
el
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501
156l

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCY
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGI'GAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG

AGCGCCGGCT

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCIGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGYL
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG

CTGGCCACCA

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CC1TGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC

CATCGCCAGC

CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCG'IG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC

CCACCATCAC

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCI'GGIACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCCE
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGLGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
CACTGAAG

(SEQ ID NO:

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGT'GAYT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACIGLA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA

ACAATGCTGAA

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC

GCTGCACCTG

CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CLACGIGAAL
CTACGACCCC
GAAGATCAAC

TAGCGGCGGC

30)

proteina de VRS (que comienza en el a. a. 517) seguido por una etiqueta de hexa-histidina.

La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

anterior

1
gl
121
181
241
301
3¢1
421
481
541

MELLLLKANA
LSNIXENKCN
NAKKINVILS
LSNGVSVLTS
AGVTTEVSTY
VOQLPLYGVID
QSNRVEFCDTM
KCTASNKNRG
LVFPSDEZDA

IGESGGSAGS

LML LTAVLEE
GTDAKVKLIK
KKRKRRZLGH
KVLDLENYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLP3SZVN
IIKTESNGCD
SISQVNEXIN

GHHHHHH (S=

CHASGONL 'K
OELDKYXNAV
LLGVGSALAS
KQLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTXEGS
LCNVDIFNPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD

Q ID NC: 31

48

EFYQSIT'CSAV
TELQLLMOST
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTS AT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNDXI

)

SKGYLSALRL
PATNNRARRE
EGEVNKLKSA
IEFQQKNNRL
VRQQSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KCEGKSLYVK

EEILSKIYHI

GWY'I'SVL'lLE
LPRZMNYTLN
LLS'I'NKAVVS
LEITREFSVN
IIKEZVLAYV
ZFPOQAETCKV
GAIVSCYGKT
GEPIINFYDP

ENEIARIXKL



1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
gel
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501
1561
1621

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
ClGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTITCC
GCCGGCGIGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTITACIGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
ClGGIelLIce
CAGAGCCTGG
GAGGAAATCC

ATCGGCGAAA

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCTGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGIGAGCGY
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCAcCcccea!
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCY
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
TGAGCAAGAT

GCGGCGGCTC

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCI'GACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACC'TAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCG'I'GAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GlACGIGAAG
G1l"I'CGACGCC
GAAGAGCGAC
CTACCACATC

TGCCGGAAGC

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCCG
CTGCTGTCCA
AAGGLGCIGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCIGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
melr'ccecece
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
GAGAACGAGA

GGCCACCACC

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGTGAT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCLIGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCAL'CAACIT
AGGL'CAACGA
ACAATGTGAA
TCGCCCGGAT
ACCATCACCA

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CILACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCL'GICCCIG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGC
CIGCAAGGILG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CIACGACCCC
GAAGATCAAC
TGACAAGATC
CAAGAAGCTG

CTGAAG

(SEC ID NO: 32)

pre HA HIS completo
5 El siguiente polipéptido incluye el polipéptido F de VRS de longitud completa con el dominio de trimerizacién de

posfusién del polipéptido de hemaglutinina de influenza (subrayado) unido al extremo C-terminal del polipéptido F de
VRS seguido por una etiqueta de hexa-histidina.

10

15

La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

anterior.

1
6l
121
181

241
301
3¢l
421
481
541
601

MZLLILKANA
LSNILENKCN
NAKKTNVTLS

LSNGVSVLTS

AGVTTPVSTY
VOLPLYGVLD
OSNRVECDTM
KCTASNKNRG
LVFPSDE=DA
LIAVGLLLYC

KSGGSAGSGH

ITTILTAVTE
GTDAKVEKLIK
KKRKRRZLGE
KVLDLENYID

MLTNSELLSL
1'PCWKLHLSP
NSLTLPSZVN
IIKTESNGCD
SISQVNEXLIN
KARSTEVTLS

HHHHH (3EQ

CFASGONITZ
QELDKYKNAV
LLGVGSAIAS
KQLLPIVNKQ

INDMPITNDQ
LCT'I'NTARGS
LCNVDIFNPK
YVSNKGVDTV
QSLAFIRKSD
KDQLSGINNI

ID NO: 33)

49

EFYQSTCSAY
TELQLLMQST
GVAVSAVLHL
SCSISNIETV

KKLMSNNVQI
NLCLTRIDRG
YDCKIMTSXT
SVGNTLYYVN
ELLHNVNAGK

AFSNGSSGNE

SKGYLSALRT
PATNNRARRE
ZGEVNKIKSA
IEFOQKNNRL

VROOSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KCEGKSLYVK
STTNIMITTI
KFHQIEKEES

GWYTSVITIZ=
LPREMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN

IIKEZVLAYV
2 FPOARTCKY
GAIVSCYGKT
GEPIINFYDP
IIVIIVILLS

EVEGRIQJLE



1

6l
121
181
241
301
361
421
481
511
601
661
721
781
841
01
o6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1111
1501
156l
lezl
1681
1741
1801

(SEC

ecto pre HA HIS

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
Cl'GAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGL'I'CC
GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
AGCACCACCA
ClGAL'IGCCG
AAGGACCAGC
AAGTTCCACC
AAGAGCGGCG

ID NO: 34)

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCTGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGI'GAGCGEY
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
ATATCATGAT
TGGGCCIGCL
TGTCCGGCAT
AGATCGAGAA

GCI'CLGCCGG

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GC'1I'GACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGC'I'G
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CACCACAATC
GCIGIACLGC
CAACAATATC
AGAATTCAGC

AAGCGGCCAC

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCCG
CTGCTGTCCA
AAGGLIGCIGE
AGCTGCAGCA
CIGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
ATCATCGTGA
AAGGCCCGCA

GCCTTCTCCA

GAGGTGGAGG

CACCACCATC

TCCTGACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGTGAT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
AlCLIGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGL
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGTGAA
TCATTGTGAT
GCACCCcClIGl

ACGGCAGCAG

GCCGGATCCA

ACCACTGAAG

CGTGACCTTC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CI'ACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGI'GAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGEC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGCCGGCAAG
CCTGCTGTCT
GACCCIGICC

CGGCAATGAG

GGACCTGGAA

El siguiente polipéptido incluye el ectodominio del polipéptido F de VRS con el dominio de trimerizacién de posfusion
del polipéptido de hemaglutinina de influenza (subrayado) insertado en el polipéptido F de VRS en el sentido de 5’ de
donde habria estado del dominio TM de la proteina de VRS (que comienza en el a.a. 517) seguido por una etiqueta

10

de hexa-histidina.

1
¢l
121
181
241
301
3zl
421
481

MELLILKANA
LSNIXENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VOLPLYGVID
QSNRVECDTM
KCTASNENRG

LVFPSDE=DA

ITTILTAVTFE
GTDAKVKLIK
KERKRRZLGFE
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLP3ZVN
IIKTESNGCD
SISQVNEXIN

CFASGONITE
QELDKYXNAV
LLGVGSAILIAS
KOLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCTTNTXEGS
LCNVDIFEFNPK
YVSNKGVDTV

QSLAFIRKSD

EFYQSTCSAV
TELQLLMQST
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSXT
SVGNTLYYVN

ELLHNVNEXF

SKGYLSALRT
PATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQQKNNRL
VROQSYSIMS
WYCDNAGSVS
DVSSSVITSL
KCEGKSLYVK
HCIEKEFSEV

GWYTSVITIE
LPRZMNYTLN
LLSTNKAVVS
LEITREFSVN
ITKEZVLAYV
ZFPOAETCKV
GAIVSCYGKT
GEPIINEYDP
EGRICDL=ZKS

541 GGSAGSGHHH HHH (SEC I2 NO: 33)

La siguiente secuencia de acido nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

50



anterior.

1
gl
121
181
241
301
3el
421
181
541
601
6el
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

AHRB HIS completo

El siguiente polipéptido incluye el polipéptido F de VRS de longitud completa con el dominio HRB delecionado seguido

10  por una etiqueta de h

1
61
121
181
241
301
361
421
481

(SEC

AlTGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC

ATCGAGTTCC

GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC

GTGCAGCTGC

CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC
CAGAGCCTGG
CACCAGATCG

GGCGGCTCTG

exa-histidina.

MZLLILKANA
LSNIKENKCN
NAKKTNVTLS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VOQLPLYGVLD
QOSNRVEFCDTM
KCTABNKNRG
IIVIIVILLS

I> NO: 37)

ES 2991 844 T3

TGAT'CCIGAA
GCGGCCAGAA
ACCTGAGCGC
TCAAAGAAAA
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC

CCCTGTACGG

CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGEIGLICIG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA
CCTTCATCCG
AGAAAGAATT

CCGGAAGCGG

ITTILTAVTE
GTDAKVKLIX
KKRXRRFLGF
KVLZLKNYIZ
MLTNSELLSL
TPCWKLHLISP
NSLTLPSEVN
IIKTEFSNGCZ

LIAVGLLLYC

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC

CGTGATCGAC

AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCA'G
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC
GAAGAGCGAC
CAGCGAGGTG

CCACCACCAC

CFASGONITE
QT LDXYKNAY
LLGVGSAIAS
KCLLPIVNKQ
INDMPITNDQ
LCUUNTKEGS
LCNVDIENPK
YVSNAGVDTY

KARSTEVTLS

Al'CACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
CTGCCCCGGT
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCLG
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG

ACCCCCTGCT

AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCIGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC
GAGCTGCTGC
GAGGGCCGGA

CATCACCACT

EFYQSTCSAV
TELQLLMOST
GVAVSKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLI'RTDRG
YDCKIMTSKT
SVGNTLYYVN

KDQLSGINNI

1T'CCI'GACCGC
AGAGCACCTG
CCAGCGTGAT
CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT

GGAAGCTGCA

TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
Cccrseecerc
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA
ACAATGCTGAA
TCCAGGACCT

GAAG

SKGYL SALRT
SATNNRARRE
EGEVNKIKSA
IEFQCKNNRL
VROQSYSIMS
WYCDNAGSYS
DVSSSVITSL
KQEGKSLYVK

AFSNMGGSHH

La siguiente secuencia de &cido nucleico es la secuencia codificante optimizada para

15  anterior.

51

{SEQ ID NO:

CGI'GACCI'IC
CAGCGCCGTG
CACCATCGAG
ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC

CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGIGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC
TGAGAAGTTC
GGAAAAGAGC
36)

GWYTSVITIE
LPRFMNYTLN
LL3TNKAVVS
LEITREFSVN
IIXEEVLAYV
FEPQART'CKY
GAIVSCYGKT
GEPNIMITTI

HHHH

la secuencia de polipéptido
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10

ecto

1
¢l
121
181
241
301
31
421
481
541
601
66l
721
781
841
S0l
c6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

(SEC

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACTGG
CCCGCCACCA
AACGCCAAGA
CTGCTGGGCG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG

AAGCAGCTGC

ATCGAGTTCC
GCCGGCGIGA
ATCAATGACA
GTGCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
ATCATCGTGA
AAGGCCCGCA
GCCTTCTCCA

1D NO: 38)

ES 2991 844 T3

TGATCCTGAA
GCGGCCAGAA
ACCTGAGCGC
TCAAAGAAAL
ACAAGTACAA
ACAACCGGGC
AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT

TGCCCATCGT

AGCAGAAGAA
CCAcCcccea!
TGCCCATCAC
AGAGCTACTC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
TCATTGTGAT
GCACCCCTGT

ACATGGGGGG

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGTG
CAGAAGAGAG
GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC

GAACAAGCAG

CAACCGGCTG
GAGCACC'TAC
CAACGACCAG
CATCATGAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
CCTGCTGTCT
GACCCTGTCC

TTCTCATCAT

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCTGC
ClGCCCCEEL
AAGAAGCGGA
GGGGTGGCCE
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG

AGCTGCAGCA

CTGGAAATCA
ATGCIGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
CTGATTGCCG
AAGGACCAGC

CATCATCATC

TCCTGACCGC CGTGACCTTC
AGAGCACCTG CAGCGCCGTG
CCAGCGTGAT CACCATCGAG

CCAAGGTGAA
AGCTGCTGAT
TCATGAACTA
AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA

TCAGCAACAT

CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGTGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
ATATCATGAT
TGGGCCTGCT
TGTCCGGCAT

ATTGAAG

El siguiente polipéptido incluye tan solo el ectodominio del polipéptido F de VRS.

La siguiente secuencia de acido

anterior.

1 MELLILKANA ITTILTAVTE CFASGONITE

el
121
181
241
301
3¢l
121
481

1
el
121
181
241
301

LSNIXENKCN
NAKKINVI'LS
LSNGVSVLTS
AGVTTPVSTY
VQLPLYGVID
QSNRVEFCDTM
KCTASNKNRG

LVFPSDE=DA

ATGGAACTGC
TGCTTCGCCA
AGCAAGGGCT
CTGTCCAACA
CAGGAACI GG

CCCGCCACCA

GTDAKVKLIK
KKRKRRA'LGH
KVLDLKNYID
MLTNSELLSL
TPCWKLHTSP
NSLTLPSZVN
L1IKI'FSNGCD

SISQVNEXIN

TGATCCTGAA

GCGGCCAGAA

ACCTGAGCGC

TCAAAGAAARA

ACAAGIACAA

ACAACCGGGC

QELDKYXNAV
LLGVGSALAS
KOQLLPIVNKO
INDMPITNDQ
LCTTNTXEGS
LCNVDIFNPK
YVINKGVDI'YV

QSLAFIRKSD

GGCCAACGCC
CATCACCGAG
CCTGCGGACC
CAAGTGCAAC
GAACGCCGI'G

CAGAAGAGAG

52

EFYQSTCSAV
TELQLLMOST
GVAV3SKVLHL
SCSISNIETV
KKLMSNNVQI
NICLTRTDRG
YDCKIMTSXT
SVGNITLYYVN

ELLHNVNAGK

ATCACCACCA
GAATTCTACC
GGCTGGTACA
GGCACCGACG
ACCGAGCI'GC

CTGCCCCGGT

ACTGATCAAG
GCAGAGCACC
CACCCTGAAC
CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC

CGAGACCGTG

CAGCGTGAAC
GCL'GICCCIG
CGTGCAGATC
GGCCTACGTG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CACCACAATC
GCTGTACTGC

CAACAATATC

SKGYLSALRT GWYTSVITIE
PATNNRARRE LPRZMNYTLN
EGEVNKLK3A LLSTNKAVVS
IEFQOKNNRL LEITREFSVN
VROQOSYSIMS IIKEZVLAYV
WYCDNAGSVS ZFPQAETCKV
DVSSSVITSL GAIVSCYGKT
KCEGKSLYVK GEPLINEYDP

STTN (SEQ ID NO: 39

nucleico es la secuencia codificante optimizada para la secuencia de polipéptido

TCCTGACCGC CGTGACCTTC
AGAGCACCTG CAGCGCCGTG
CCAGCGTGAT CACCATCGAG
CCAAGGTGAA ACTGATCAAG
AGCIGCIGAL GCAGAGCACC

TCATGAACTA CACCCTGAAC
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15

36l
421
481
541
601
661
721
781
811
c01
o6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

AACGCCAAGA
CTGCTGGGLG
GAAGGCGAGG
CTGAGCAACG
AAGCAGCTGC
ATCGAGTTCC
GCCGGCGTGA
ATCAATGACA
Gl'GCGGCAGC
GTGCAGCTGC
CTGTGCACCA
TGGTACTGCG
CAGAGCAACC
CTGTGCAACG
GACGTGAGCA
AAGTGCACCG
TACGTGAGCA
AAGCAGGAAG
CTGGTGTTCC

CAGAGCCTGG

ES 2991 844 T3

AAACCAACGT
TGGGCAGCGC
TGAACAAGAT
GCGTGAGCGT
TGCCCATCGT
AGCAGAAGAA
CCACCCCCGT
TGCCCATCAC
AGAGCT'ACIC
CCCTGTACGG
CCAACACCAA
ACAACGCCGG
GGGTGTTCTG
TGGACATCTT
GCTCCGTGAT
CCAGCAACAA
ACAAGGGCGT
GCAAGAGCCT
CCAGCGACGA

CCTTCATCCG

GACCCTGAGC
CATCGCCAGC
CAAGTCCGCC
GCTGACCAGC
GAACAAGCAG
CAACCGGCTG
GAGCACCTAC
CAACGACCAG
CATCA'T'GAGC
CGTGATCGAC
AGAGGGCAGC
CAGCGTGAGC
CGACACCATG
CAACCCCAAG
CACCTCCCTG
GAACCGGGGC
GGACACCGTG
GTACGTGAAG
GTTCGACGCC

GAAGAGCGAC

AAGAAGCGGA
GGGGTGGLCG
CTGCTGTCCA
AAGGTGCTGG
AGCTGCAGCA
CTGGAAATCA
ATGCTGACCA
AAAAAGCTGA
ATCATCAAAG
ACCCCCTGCT
AACATCTGCC
TTCTTCCCCC
AACAGCCTGA
TACGACTGCA
GGCGCCATCG
ATCATCAAGA
AGCGTGGGCA
GGCGAGCCCA
AGCATCAGCC

GAGCTGCTGC

AGCGGCGGTT
TGTCCAAGGT
CCAACAAGGC
ATCTGAAGAA
TCAGCAACAT
CCCGGGAGTT
ACAGCGAGCT
TGAGCAACAA
AAGAGGLGCT
GGAAGCTGCA
TGACCCGGAC
AAGCCGAGAC
CCCTGCCCTC
AGATCATGAC
TGAGCTGCTA
CCTTCAGCAA
ACACACTGTA
TCATCAACTT
AGGTCAACGA

ACAATGTGAA

CCTGGGCTTC
GCTGCACCTG
CGTGGTGTCC
CTACATCGAC
CGAGACCGTG
CAGCGTGAAC
GCTGTCCCTG
CGTGCAGATC
GGCCIACGIG
CACCAGCCCC
CGACCGGGGEC
CTGCAAGGTG
CGAGGTGAAC
CTCCAAGACC
CGGCAAGACC
CGGCTGCGAC
CTACGTGAAT
CTACGACCCC
GAAGATCAAC

TGCCGGCAAG

1561 AGCACCACCA ATTGAAG (SEQ ID NO: 40)

F de VRS de longitud completa

MELLILKANAITTILTAVTEC=ASGONITEE=YQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ3TPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRREFLGE
LLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOQKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT 2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKYQSNRVECDIMNS LI LEPSEVNLCNYD LEN2KYDCKIMISAIDVSSSVLITSLGALVSCYGK'
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA
SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARST2VTLS

ADQLSGLNNLAFSN (SEC LD NO:11)

Enterocinasa de escision de F de VRS idealizada

MZLLILKANAITTILTAVIFCZASGONITEEZYQSTCSAVS AGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GTDAKVKLIKQZLDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARRELPREMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGE

LLGVGSAIASGVAVSXVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ

SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMENNVOI
VROOQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTS3PLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FFPOAETCKVOSNRVECDTMNSLTLEPSEVNLCNVDIEFN2KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPTIINFYDPLVEPSCEFDA
SISQINEKINQILAZIRKIDELLHNINAGKSTTNGSGSGDDDIDKGSGSGIMITTIIIVIIVILLSLIAY

GLLLYCKARS'I'PVILSKDCLSGLNNLAKSN (3SEQ LD NO:12)

Trombina de escisién de F de VRS idealizada

53
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MELLILKANAITTILTAVTEC=ASGONITEE=YQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ3TPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRREFLGE
LLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOQKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKYQSNRVECDIMNS LI LEPSEVNLCNYD LEN2KYDCKIMISAIDVSSSVLITSLGALVSCYGK'
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA
SISQINEKINQILASTIRKIDELLHNINAGKSTTNGSGSGLV2RRGSGSGIMITTITIIVIIVILLSLIAVGL

LLYCKARSTPVI'LSKDQLSGINNIAKSN (SEQ LI NO:13)
Factor Xa de escision de F de VRS idealizado

MELLILKANAITTILTAVTFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRELGE
LLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITEVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VROQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKO=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA
S1ISQINEKINQILA= IRKIDELLHNINAGKST'I'NGSGSGLEGRGSGSGIMITILLIIVIIVILLELIAVGL

LLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN (SEQ ID NO:44)

F de VRS furx truncado HIS

MZLLILKANAITTILTAVTEFC-ASGONITEE=YQSTCSAVSXGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GUDAKVKLIKQ=LDKYKNAVI'ELOLLMOS 'PATNNQAQONELPREMNY'I' LNNAKKTNV'I'LSONONCN L GE
LLGVGSAIASGVAVSAVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENYIDKQLLPIVNKO
SCSLSNLIEIVISFQOANNRLLE LT REFSYVNAGVI''PYSTYMLTNSELLSLINDMP LI''NDOQKKLMSNNVQ L
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVOLPLYGVIDT 2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTORGWYCDNAGSVS
FEPOARTCAVOSNRVECDIMNS LI LPSEVNLCNYD LENPKY SCKIMI'SKIDVSS3VITSLGALVSCYGKY
KCTASNANRGIIKTESNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEEFDA
SISQVNZKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGXSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:45)

F de VRS furx R113Q, K123N, K124N truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTECZASGONITEEZYQSTCSAVSKCGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELOQLLMOSTPATNNCAQONEL?CEMNYTLNNANNTNVTLSONONONEFLGE
LLGVGSALASGVAVSKYLHLEGEYVNKLIKSALLSTNKAVVSLSNGVSYLISKVLDLANYLDKQLLPLIVNKG
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNS=ZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVOLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKYQSNRVECDIMNSLLILESEVNLCNYD LEN2KYDCKLMLISALIDVSSSVLITSLGALVSCYGK'
ACTASNKNRGLIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEEFDA

SISQOVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:46)

F de VRS furx R113Q, K123Q, K124Q truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVIEFC-ASGONITEE=YQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS3TPATNNCAQNEL2CFMNYTLNNAQQTNVTLSONONQNELGE
LLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYICKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITEPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQI
VROQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTS3PLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKYQSNRVECDIMNSLLILESEVNLCNYD LEN2KYDCKLMLISALIDVSSSVLITSLGALVSCYGK'
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA

SISQOVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:23)
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F de VRS delP21 furx truncado HIS

(el simbolo

o tatieage
AW

O ER T e s s st s s s s

N 9 SR P
AR TORNEAHRY RS

indica que el aminoacido en esta posicién esta delecionado)

F de VRS delP23 furx truncado HIS

(el simbolo

ASTEY NERTY T sA [y
ERENRAN LT

R AP DTRNRGKE

KE

indica que el aminoacido en esta posicién est4 delecionado)

F de VRS delP23 furdel truncado HIS

(el simbolo

LM LIS LS L
CENOEMIHAV R

indica que el aminoacido en esta posicién est4 delecionado)
F de VRS furmt truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTEFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ3TPATNNRARKEL?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKKKEFLGE
LLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITEPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VRQOSYSIMSILIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT 2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSV S
FFPOAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNYDIFN?KYDCKIMTSXTDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA

SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:50)
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F de VRS furdel truncado HIS

SLHETEW

B T Ty ra————
HNVHNAGREUTNG

F de VRS factor Xa truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTEFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNIEGREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKIEGREFLGE
LLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VROOSYSIMSLIKEEVLAYVVQLPLYGVIDI 2CWKLHISPLCI'INTKEGSNLCLTIRIDRGWYCDNAGSVS
FEPOAETCKVQSNRVEFCDTMNSLTLPSEVNLCNYDIFN?KYDCKIMTSXTDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA

SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:52)

F de VRS ligador corto foldon HIS

MELLILKANAITTILTAVTFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRELGE
LLGVGSALASGVAVSKYLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGYSYLISKVLDLANY1DKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITEVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VROQOSYSIMSITKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGYDTVSVCGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA
SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGSGYI PEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGSAGSG
HHHHHH (SEQ ID NO:33)

F de VRS ligador largo foldon HIS

MZLLILKANAITTILTAVIFCZASGONITEE=YQSTCSAVSAGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GTDAKVKLIKQZLDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPREMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGE

LLGVGSAIASGVAVSXVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ

SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDOQKKLMSNNVQI
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2?CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FFPOAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYDIEFN2KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGLIKT=SNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKQZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEEFDA
SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNNKNDDKGSGYILPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTELG
GSAGS3GHHHHHH (3EQ ID NO:54)

F_VRS_ecto_pre_his
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MELLILKANAITTILTAVTEC=ASGONITEE=YQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRELGE
LLGVGSATASGVAVIKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQI
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKVYQSNRVECDIMNS LI LPSEVNLCNYDLEN2KYDCKIMISKI'DVSESVITSLGALVSCYGK'
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA
SISQVNEKINQSLA=IRKSDELLHNVNDKIEEILSKIYHIENZ=IARIKALIGESGGSAGSGHHHHHH

(SKQ LD NO:55)

ECTO PRE HAHIS

MELLILKANAITTILTAVTFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRELGE
LLGVGSALASGVAVSKYLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGYSYLISKVLDLANY1DKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITEVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VROQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKO=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA
SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNEKFHQIEKEFSEVEGRIQCLEXSGGSAGSGHHHHHE (3EQ
ID NC:56)

F de VRS ECTO Furx GCN HIS

MZLLILKANAITTILTAVTEFC-ASGONITEE=YQSTCSAVSXGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GTDAKVKLIKQZLDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNQAONELPQEFMNYTLNNANNTNVTLSONONCNFLGE
LLGVGSATIASGVAVSAVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ
SCSISNIETVIZFQOANNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT 2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTORGWYCDNAGSVS

FEPOARTCAVOSNRVECDIMNS LI LPSEVNLCNVD LFNPKY SCKIMI'SKI'DVSSSV1ITSLGALVSCYGKY

KCTASNANRGILKTFESNGCDYVSNEGVDTVSVGNTLYYVNKQIGKSLYVKGEPLINFYDPLVEPSCEEFDA
SISQVNZKINQSLAFIRKSDELLHNVN DXIEZILSXIYHIENEIARIXKLIGESGGSAGSGHHHHHH
(SEQ ID NO:57)

F de VRS ECTO delp21 GCN HIS

(el simbolo

DYEB PRI AVERY

YL A 3 1 e A
AL GERYTEYLTLE

FOLTHNE

indica que el aminoacido en esta posicién est4 delecionado)
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F de VRS ECTO delp23 Furx GCN HIS

S R
A T RAT

FLDRTERY
LLPIVEE

TETVIEFQQUERNELLE

TREVILWTVYLLE

WY ek

(el simbolo “-” indica que el aminoéacido en esta posicién esta delecionado)
F de VRS ECTO delp23 Furdel GCN HIS

ENTAVVYRLT

SRR

(el simbolo “-” indica que el aminoéacido en esta posicién esta delecionado)
F de VRS longitud completa Furx
10

bV A
PR SALRY

LT SN SN Y D N A
WRREV DTNV
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F de VRS longitud completa delp21

e

B
H

s

7

L%
3

G

INEV

N
s

W

a delecionado)

6n est

acido en esta posicié

aci

F de VRS longitud completa p23 Furx GCN HIS

(el simbolo “~” indica que el amino

s
H
H
;
H
:
H
i
H
3
:
H
M
H
2
:
H
:
H
H
f
H
:
H
]
H
3
H
H

JRETTI
AT LSS

INWINRRQ

delecionado)

t4

on esta

do en esta posici

aci

indica que el amino
F de VRS longitud completa p23 Furdel GCN HIS

(el simbolo “

)

ta delecionado

on es

(el simbolo “-” indica que el aminoéacido en esta posici

F de VRS furina N-term Furx truncado HIS

10
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MELLTILKANAITTILTAVTEFC=ASGONITEE=YQOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNQAQONEL2CFMNYTLNNAQOTNVTLSKKRKRREFLGFE
LLGVGSAIASGVAV3KVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKOLLPIVNKGC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNS=LLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGL1IKI'=SNGCDYVSNKGYDI'VSVENTLYYVNKOQ-GKSLYVKGEPLINFYDPLVEPSDREDA

SISQVNEKINQSLASIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:55)

F de VRS furina C-term Furx truncado HIS

MZLLILKANAITTILTAVTEFC-ASGONITEE=YQSTCSAVSXGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GTDAKVKLIKQZLDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARRELPQEFMNYTLNNAQOTNVTLSONONCNFLGE
LLGVGSATIASGVAVSAVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ
SCSISNIETVIZFQOANNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT 2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTORGWYCDNAGSVS
FEPOARTCAVOSNRVECDIMNS LI LPSEVNLCNYD LENPKY SCKIMI'SKIDVSS3VITSLGALVSCYGKY
KCTASNANRGIIKTESNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQO=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEEDA

SISQVN=ZKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGXSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:66)

F de VRS delecion de fusién 1 truncado HIS

MELLTILKANAITTILTAVTEFC=ASGONITEE=YQOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARREL?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRSAIA
SGYVAVSKVLHLEGEVNKIXSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKOQLLPIVNKQSCSISNIET
VIEFCOKNNRLLELITRESVNAGYI'I'PVSTYMLINSELLSLINDMP I'I'NDQKKLMSNNYVCLV2Q0SYS1M
SIIKEEVLAYVVOLZ2LYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTODRGWYCDNAGSVSFEFPOAETCX
VOSNRVFCCTMNSLTLP3ZVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNR
GLLIKIEFSNGCDYVSNKGVITVSVGNTLYYVNKOEGKSLYVKG=PLINFYDPLVEPSDEFDASISQVNEKL

NQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEC IS NO:67)

F de VRS delecion de fusién 2 truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVIECZASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENACN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRGVGS
ATASGVAVSKVIHLEGEVNKIKSALLSTNKAVYVSLSNGVSVLTSKVLOLKNYIDKQLLPTVNKQSCSISN
IETVIEFQCKNNRLLEITREEFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQCSY
SIMSIIKEEVLAYVVQL2?LYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKZGSNICLTRTDRGWYCCONAGSY SFFPCAE
TCKVOQSNRVECDIMNSLTLPSEVNLCNVDLENPKYDCKIMISKLILVSSSVITSLGALVSCYGKI'ACLI'ASN
KNRGIIKTEFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVEKGEPIINFYDPLVEFPSDEFDASISCVN

EKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:68)

F de VRS Furx truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTECZASGONITEEZYQSTCSAVSKCGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNCAQONEL2CEFMNYTLNNAQOTNVTLSONONONEFLGE
LLGVGSALASGVAVSKYLHLEGEYVNKLIKSALLSTNKAVVSLSNGVSYLISKVLDLANYLDKQLLPLIVNKG
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNS=ZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FFPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLESEVNLCNYDIEN2KYDCKIMISXTDVSSSVITSLGALIVSCYGKT
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSCEFDA

SISQOVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:&%)

F de VRS Furx truncado
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MELLILKANAITTILTAVTFC=ASGONITEE=YQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNCAQONEL2CEFMNYTLNNAQQTNVTLSONOQNONELGE
LLGVGSATIASGVAVIKYLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKG
SCSLISNLEIVIFFOOKNNRLLEL'I'REFSYNAGY'I'PVSTYMLINS 2 LLSLINDMPLI'I'NDCKKLMSNNVQ 1
VROOSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGL1IKI'=SNGCDYVSNKGYDI'VSVENTLYYVNKOQ-GKSLYVKGEPLINFYDPLVEPSDREDA

SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTIN (SEQ ID NO:70)

F de VRS delP23 furdel truncado sin HIS (para células CHO)

(SEQ ID NO: 71)

indica que el aminoacido en esta posicién est4 delecionado)

F de VRS (Tn) truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTEFCZASGONITEEZYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ3TPATNNRARREL2?RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRREFLGE
LLGVGSATASGVAVIKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKQLLPIVNKC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVITEVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVOI
VROOSYSIMSLIKEEVLAYVVQLPLYGVIDI 2CWKLHISPLCI'INTKEGSNLCLTIRIDRGWYCDNAGSVS
FFPOAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNYDIFN?KYDCKIMTSXTDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGIIKTZSNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKOZGKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA

SISQVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO: &4)

F de VRS antiguo furx truncado HIS

MZLLILKANAITTILTAVTFCZASGONITEEZYQSTCSAVSXGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GTDARKVKLIKQZLDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNQAQONELCREMNYTLNNANNTNVTLSONONCNELGE
LLGYGSALIASGVAVSAVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGYSYLISKVLDLKNY1DKQLLPLVNKQ
SCSISNIETVIZFQOANNRLLEITREEFSVNAGVITPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOQKKLMSNNVQI

VROOSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTSRGWYCDNAGSVS

FE20AETCKVQSNRVECDTMNS LTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
KCTASNANRGIIKTESNGCDYVSNEGVDTVSVGNTLYYVNKO=GKSLYVKGEPIINEYDPLVEPSDEEFDA

SISQVNZKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGXSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:88)

F de VRS Furx R113Q K123N K124N truncado HIS
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MELLTILKANAITTILTAVTEFC=ASGONITEE=YQOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNCAQONEL2CEFMNYTLNNAQQTNVTLSONOQNONELGE
LLGVGSAIASGVAV3KVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKOLLPIVNKGC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNS=LLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROQSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGL1IKI'=SNGCDYVSNKGYDI'VSVENTLYYVNKOQ-GKSLYVKGEPLINFYDPLVEPSDREDA

SISQVNEKINQSLASIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:89)

F de VRS furina N-term truncado HIS

MELLILKANAITTILTAVTECZASGONITEEZYQSTCSAVSKCGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKOELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNRARREL2CEFMNYTLNNAQQTNVTLSONONONEFLGE
LLGVGSALASGVAVSKYLHLEGEYVNKLIKSALLSTNKAVVSLSNGVSYLISKVLDLANYLDKQLLPLIVNKG
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITEPVSTYMLTNSZLLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQI
VROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
EEPOARTCKYQSNRVECDIMNSLLILESEVNLCNYD LEN2KYDCKLMLISALIDVSSSVLITSLGALVSCYGK'
ZCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGYDTVSVCGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA

SISQOVNEKINQSLAZIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:85)

F de VRS delP21 furdel truncado HIS

MZLLILKANAITTILTAVTEC-ASGONITEE=YQOSTCSAVSXGYLSALRTGWYTSVITIELSNIXENXCN
GUDAKVKLIKQ=LDKYKNAVI'ELOLLMOS '"PATNNRARC-————————————————————
ONQOORFLGFLLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYID
KQLLPIVNXQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQ
KALMSNNVQIVROOSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKZGSNICLTRT ORG
WYCDNAGSVSFEFPOAZTCKVOSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVEIFNPKYSCKIMTSKTDVSSSVITSL
GAIVSCYGATKCTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGYDTVSVGNTLYYVNKCEGKSLYVKGEPIINFYDP
LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLA-IRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ IS
NC:86)

F de VRS furina C-term truncado HIS

MELLTILKANAITTILTAVTEFC=ASGONITEE=YQOSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKCN
GTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTPATNNCAQONEL2CEFMNYTLNNAQQTNVTLSKKRKRRELGE
LLGVGSAIASGVAV3KVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLANYIDKOLLPIVNKGC
SCSISNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTITPVSTYMLTNS=LLSLINDMPITNDCKKLMSNNVQT
VROOSYSIMSITIKEEVLAYVVQLPLYGVIDT2CWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVS
FEPQAETCKVQSNRVECDTMNSLTLPSEVNLCNYVDIFN?KYDCKIMTSATDVSSSVITSLGAIVSCYGKT
ACTASNKNRGIIKT=SNGCDYVSNKGVYVDTVSVGNTLYYVNKQ=GKSLYVKGEPIINFYDPLVEPSDEFDA

SISQVNEKINQSLAIRKSDELLHNVNAGKSTTNGGSAGSGHHHHHH (SEQ ID NO:87)

Ejemplo 2 - Expresién y purificacién de constructos de F de VRS

Los constructos truncados y ECTO de F de VRS, que carecen del dominio transmembrana y la regién de cola
citoplasmatica o bien con sitios de escisién de furina de tipo natural o bien que albergan mutaciones de desactivacion
en los sitios de escisiéon de furina y con o sin mutaciones de estabilizacién de prefusién, se clonaron en un vector de
expresién de baculovirus pFastBac (Invitrogen). Varios de estos constructos contienen un ligador flexible C-terminal
seguido por una secuencia de etiqueta His6 usada para la purificacién por quelacion. La produccién de reservas de
baculovirus de alto titulo se hizo pasar en células de insecto Sf9. Se expresaron proteinas infectando células o bien
Sf9, Tn5 o bien High Five con el baculovirus requerido y recogiendo el sobrenadante del medio dos o tres dias tras la
infeccién, se monitorizaron mediante inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo anti-VRS F o anti-
6HIS.

El medio de expresion a gran escala se concentré/purific6 mediante una de dos estrategias generales para eliminar el
efecto perjudicial de la ferritina presente en el medio de células de insecto que corrompe la resina quelante. El primer
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enfoque fue concentrar los aproximadamente 10-20 litros de medio de expresién de insectos hasta aproximadamente
300 ml usando una columna de concentraciéon de fibra GE Healthcare Hollotube. Se afiadié sulfato de cobre a esta
mezcla concentrada hasta una concentracién final de 500 puM y se cargd la disolucién resultante sobre columnas
quelantes HiTrap de 5 ml. Entonces se eluyé la proteina etiquetada con HIS unida de la columna con Tris 25 mM pH
7,5, NaCl 300 mM y un gradiente de imidazol.

En la segunda estrategia de purificacion, se afiadié CuCl. al sobrenadante del medio hasta una concentracién final de
500 uM. A cada 1 litro de medio, se afiadieron cuatro mililitros de resina de quelacién (Chelating Resin, BioRad) y se
agité la suspensién durante al menos treinta minutos a 4 grados centigrados y se separaron la resina y el medio
mediante una columna de gravedad. Se lavd la resina con diez veces el volumen de la columna de tampén de
equilibrado (Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM) y se eluyé la proteina F con diez veces el volumen de la columna de
tampdn de elucion (tampén de equilibrado con imidazol 250 mM). Se dializ6 la elucidn frente a tampén Tris 25 mM pH
7,5,y se cargé la disolucién resultante sobre una columna de quelacién Hitrap de 5 ml cargada con NiSO4 y se eluyd
con Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM y un gradiente de imidazol.

Se evaluaron las eluciones del gradiente de imidazol en cualquier caso usando geles de tipo Western anti-6HIS y
coomassie. Se recogieron las fracciones que contenian constructos puros, se dializaron frente a diferentes
tampones/soluciones salinas y se concentraron para su analisis posterior usando concentradores Millipore Centriprep
y/o unidades de concentracidén Vivaspin. También se desarrollé un protocolo de purificaciéon por exclusién molecular
capaz de purificar adicionalmente trimeros de VRS monodispersos a partir de rosetas (a continuacién).

Analisis de SEC de proteinas F de VRS:

Una caracteristica documentada de otras proteinas de fusién de paramixovirus estabilizadas en su conformacién de
prefusion es que, incluso cuando se escinden de modo que el péptido de fusion queda expuesto, no forman rosetas
tal como se observa para la conformacién de posfusién. Un simple analisis de cromatografia de exclusién molecular
permite la identificacién de una proteina y la determinacién de si una proteina esta formando rosetas. Se desarrollaron
dos métodos, HPLC-SEC y FPLC-SEC, que también sirven como etapa de purificacidn eficiente.

Se realizé HPLC-SEC usando una columna de SEC de Biorad (18 mm) con una fase mévil de Tris 25 mM pH 7,5,
NaCl 300 mM. Usando patrones de HPLC-SEC de Biorad para calibrar el sistema, se encontré que las rosetas de VRS
(que representan conformaciones de posfusion escindidas) eluyen en el volumen vacio de la columna del analisis,
mientras que los trimeros monodispersos de VRS (presuntos trimeros del analisis de EM posterior) eluyen con un
peso molecular aparente de aproximadamente 100 kDa.

Se realizé FPLC-SEC sobre una FPLC de GE Healtcare usando una columna 16/60 Superdex 200 con una fase mévil
de Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM. Usando patrones de alto peso molecular de GE Healthcare para calibrar el
sistema, se encontrd que las rosetas de VRS eluyen en el volumen vacio de la columna del analisis, mientras que los
trimeros monodispersos de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 100 kDa.

Microscopia electrénica (EM) de proteinas F de VRS.

Se absorbieron disoluciones de proteina de aproximadamente 50 microgramos por ml de constructos de F de VRS
sobre rejillas recubiertas con carbono sometidas a descarga luminiscente y se tifleron negativamente con
fosfotungstato de sodio al 2 % (pH 7,0) o formiato de uranilo al 0,75 % (pH bajo no cuantificado). Se observaron las
rejillas en un microscopio electrénico de transmisién Technai Spirit o JOEL 1230 que funcionaba a entre 80-120 kV
con unos aumentos de entre 20.000 y 150.000 dependiendo de la resolucién requerida.

Tabla 2

Constructo Conformacion mediante EM
F de VRS ECTO HIS Predominantemente rosetas
F de VRS Furdel ECTO (escindido) Predominantemente rosetas
F de VRS Delp23 Furdel truncado (no escindido) Trimeros observados
F de VRS delecién de péptido de fusién 1 truncado (no .

o Trimeros
escindido)
F de VRS Delp23 Furdel truncado (escindido mediante tripsina | Predominantemente rosetas con algunos
tras la purificacion) trimeros
F de VRS Delp23 Furdel truncado (escindido mediante tripsina | Rosetas asimétricas con disco de nanolipidos
tras la purificacién en presencia de un disco de nanolipidos) aparente en el centro de la roseta

Ejemplo 3 - Deteccién de F de VRS de prefusién y posfusién

Estéan disponibles varios métodos para determinar la conformacién de la proteina F de VRS para someter a ensayo si

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 844 T3

una modificacién en el polipéptido F de VRS o una molécula afiadida desfavorece la conformacién de posfusién. Los
ejemplos incluyen asociacién de liposomas, anticuerpos monoclonales especificos de conformacién (incluyendo tal
como se usan en FACS, ELISA, etc.), microscopia electronica, sensibilidad a proteasas diferencial entre las
conformaciones, cromatografia de filtracién en gel, ultracentrifugacién analitica, dispersion dinamica de la luz,
experimentos de RMN de intercambio de deuterio, espectrometria de masas, espectroscopia de dicroismo circular,
calorimetria de titulacién isotérmica, espectroscopia de triptéfano y cristalografia de rayos X.

Asociacion de liposomas

Puede usarse la asociacién de liposomas para someter a ensayo la conformacién de la proteina F de VRS. Las formas
solubles de la proteina F de VRS en la conformacién de prefusién no se asociaran con los liposomas, mientras que la
conformacién de posfusién se asociara con los liposomas.

Pueden prepararse liposomas tal como sigue: se mezclan 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina y colesterol en cloroformo (disponibles de Avanti Polar Lipids) a una razén molar
de 8:2:5. El cloroformo se evapora bajo argén. Se formara una pelicula lipidica que se seca al vacio durante la noche
y se resuspende en PBS a 40 mM de lipidos totales. Después de cinco ciclos de congelacién-descongelacion, los
lipidos se agitan con vortex y extruyen 21 veces a través de dos filtros de 100 um usando una miniextrusora (disponible
de Avanti Polar Lipids).

Una vez que se han preparado los liposomas, puede realizarse el ensayo de asociacién de liposomas. Para cada
muestra que va a someterse a prueba, se escinden 2 ug del polipéptido F de VRS que va a someterse a prueba con
25 miliunidades de tripsina (disponible de Worthington Biochemical) en tampdn fosfato 100 mM (pH 7,1) durante 30
min a 25 °C. Después de la escisidn, se afiaden 40 pg de inhibidor de tripsina de soja (disponible de Worthington
Biochemical) a cada muestra para finalizar la reaccién. Las muestras se pretratan a 60 °C durante 30 min, lo que
induciria un cambio conformacional desde las formas de prefusion a las de posfusion en la proteina F de VRS nativa
aislada. Se afiaden liposomas (40 pl por muestra) y PBS (80 pl de volumen final), y se incuban las muestras a 60 °C
durante 30 min. Se afiade sacarosa hasta una concentracion final del 50% (500 pl de volumen final). Las muestras se
recubren con 500 pul cada una de sacarosa al 40%, sacarosa al 25% y PBS y se centrifugan en un rotor TLS55 a
49.000 rpm durante 3 h a 25 °C. Se recogen fracciones (500 pl) de la parte superior de los gradientes. Las proteinas
se solubilizan en Triton X-100 al 0,5 % y se precipitan usando acido tricloroacético al 12,5 % vol/vol. Los polipéptidos
se separan mediante SDS/PAGE y se transfieren a membranas de PVDF. Las inmunotransferencias se someten a
prueba con anticuerpos monoclonales anti-F de VRS.

Microscopia electrénica

Se us6 microscopia electrénica para someter a ensayo la distribucién conformacional de los polipéptidos F de VRS.
Los polipéptidos F de VRS en la forma de prefusién tienen una forma de “bola y tallo” con una longitud de ~12 nm. En
cambio, los polipéptidos R de VRS en la forma de posfusion tienen una forma de “soporte de golf’ con una longitud de
~16 nm. Ademés, los péptidos de fusidn en el extremo estrecho de los “soportes de golf’ se agregan formando
estructuras en forma de roseta. Por tanto, puede usarse microscopia electrdnica para someter a ensayo la distribucion
de conformaciones en una muestra de polipéptidos R de VRS debido a las formas facilmente distinguibles.

Ejemplo 4 Trimeros y rosetas de ectodominio de F de VRS

Los constructos de ectodominio de proteina F de VRS, que codifican polipéptidos que carecen del dominio
transmembrana y la regién de cola citoplasmatica o bien con sitios de escisién de furina de tipo natural o bien que
albergan mutaciones de desactivacion en los sitios de escisién de furina y/o mutaciones de péptido de fusidn, se
clonaron en un vector de expresién de baculovirus pFastBac (Invitrogen). Varios de estos constructos contienen un
ligador flexible C-terminal seguido por una secuencia de etiqueta HISs usada para la purificacidn por quelacidn. La
produccién de reservas de baculovirus de alto titulo se obtuvo mediante pase en células de insecto Sf9. Se expresaron
proteinas infectando células o bien Sf9, Tn5 o bien High Five con el baculovirus requerido y recogiendo el
sobrenadante de medio acondicionado dos o tres dias tras la infeccién. Se monitorizé la produccién de proteinas
mediante inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo anti-F de VRS o anti-HISe.

El medio de expresién a gran escala se concentrd/purificé usando una de dos estrategias generales para eliminar el
efecto perjudicial de la ferritina presente en el medio de células de insecto, que puede corromper la resina quelante.
El primer enfoque fue concentrar los aproximadamente 10-20 litros de medio de expresién de insectos hasta
aproximadamente 300 ml usando una columna de concentracién de fibras Hollotube de GE Healthcare. Se afiadié
sulfato de cobre a esta mezcla concentrada hasta una concentracion final de 500 pM, y se cargé la disolucién resultante
sobre columnas quelantes HiTrap de 5 ml. Entonces se eluy6 la proteina etiquetada con HIS unida de la columna con
Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM y un gradiente de imidazol.

En la segunda estrategia de purificacion, se afiadié CuClz al sobrenadante del medio hasta una concentracién final de
500 pM. A cada 1 litro de medio, se afiadieron de aproximadamente cuatro a diez mililitros de resina quelante
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(Chelating Resin, BioRad), y se agitd la suspensién durante al menos treinta minutos a 4 grados centigrados, y se
separaron la resina y el medio usando una columna de gravedad. Se lavé la resina con aproximadamente diez veces
el volumen de la columna de tampén de equilibrado (Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM), y se eluyé el ectodominio de
proteina F con aproximadamente diez veces el volumen de la columna de tampén de elucién (tampdn de equilibrado
con imidazol 250 mM). Se dializd la elucién frente a tampén Tris 25 mM pH 7,5, y se cargd la disoluciéon resultante
sobre una columna de quelacién Hitrap de 5 ml cargada con NiSOa4. Se eluyé la proteina unida con Tris 25 mM pH 7,5,
NaCl 300 mM y un gradiente de imidazol.

Se evaluaron las eluciones del gradiente de imidazol en cualquier caso usando inmunotransferencias de tipo Western
anti-HISe y/o geles de SDS-PAGE tefiidos con Coomassie. Se recogieron las fracciones que contenian constructos
puros, se dializaron frente a diferentes tampones/soluciones salinas y se concentraron para su analisis posterior
usando concentradores Millipore Centriprep y/o unidades de concentracion Vivaspin. En algunos casos, se purificaron
adicionalmente mondmeros, trimeros o rosetas usando cromatografia de exclusién molecular.

Analisis de SEC y purificacién de ectodominios de F de VRS

Se usé cromatografia de exclusién molecular para purificar y analizar monémeros, trimeros y rosetas de ectodominio
de proteina F de VRS. Este método también permitié que se purificaran ectodominios de proteina F de VRS no
escindidos de contaminantes lipidicos y lipoproteicos derivados de la célula huésped o el medio. Se desarrollaron dos
métodos, HPLC-SEC y FPLC-SEC, que también sirven como etapa de purificacidn eficiente.

Se realizé HPLC-SEC usando una columna de SEC de Biorad (18 mm) con una fase movil de Tris 25 mM pH 7,5,
NaCl 300 mM. Usando patrones de HPLC-SEC de Biorad para calibrar el sistema, se encontré que las rosetas de VRS
(que representan conformaciones de posfusion, escindidas) eluyen en el volumen vacio de la columna del anélisis,
mientras que los mondémeros de F de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 75-85 kDa.

Se realizé FPLC-SEC sobre una FPLC de GE Healthcare usando una columna 16/60 Superdex 200 con Tris 25 mM
pH 7,5, NaCl 300 mM como fase moévil. Usando patrones de al peso molecular de GE Healthcare para calibrar el
sistema, se encontrd que las rosetas de VRS eluyen en el volumen vacio de la columna del analisis, mientras que los
trimeros monodispersos de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 140-160 kDa vy los
monémeros de F de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 75-85 kDa.

Para la purificacion, se usé el método de FPLC-SEC y se recogieron fracciones de 1 ml.
Escision con tripsina de los constructos Furdel o Delp23 Furdel para formar rosetas de posfusién

En general, la digestion con tripsina de los monémeros Delp23 Furdel se realiza con tripsina:F de VRS 1:1000 en
peso, 0 10-15 unidades BAEE de tripsina por 1 mg de antigeno F de VRS. En una reaccién tipica, se diluyé tripsina
de plasma bovino (Sigma Aldrich, T8802: 10.000-15.000 unidades BAEE/mg de tripsina) hasta una concentracion de
1 mg/ml en Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM. Una disolucién de 1 mg/ml de polipéptido de ectodominio de proteina F
de VRS (diluido en Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM) se traté con un microlitro de disolucién de tripsina (razén en
masa final de tripsina:F de VRS 0,001:1 o aproximadamente 10-15 unidades BAEE de tripsina con respecto a cada
miligramo de F de VRS) durante 1 hora a 37 °C. Normalmente, se monitorizé el progreso de la reaccidén de escision
mediante gel de SDS-PAGE. Se detuvo la reaccion de escisién usando un inhibidor de tripsina. La proteina F de VRS
escindida se purificé adicionalmente mediante cromatografia de exclusién molecular.

En ocasiones, se afiadié un volumen 1:100 de inhibidor de tripsina inmovilizado (Sigma) o 1 microlitro de inhibidor de
tripsina de soja 1 mM a la disolucion de escisidon y se incubd la mezcla a temperatura ambiente durante
aproximadamente 15-30 minutos con agitacién suave para detener la reaccidén de la tripsina. Se separé la resina de
inhibidor de la disolucién de proteina usando columnas de microcentrifuga. Se purificé la disolucién resultante
mediante purificacién por SEC.

Microscopia electréonica (EM) de proteinas F de VRS.

Se absorbieron polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS (aproximadamente 50 microgramos por ml), sobre
rejillas recubiertas con carbono sometidas a descarga luminiscente y se tifieron negativamente con fosfotungstato de
sodio al 2 % (pH 7,0) o formiato de uranilo al 0,75 % (pH bajo no cuantificado). Se observaron las rejillas en un
microscopio electrénico de transmision Technai Spirit o JOEL 1230 que funcionaba a entre 80-120 kV con unos
aumentos de entre 20.000 y 150.000 dependiendo de la resolucién requerida.

Ensayo de fosfolipidos
Este ensayo se basa en el ensayo de fosfolipidos C colina oxidasa — método DAOS de Wako Pure Chemical Industries,
Ltd. (n.° de cat. 433-36201). El protocolo del ensayo se modifica solo para reducir la cantidad de material usado en el

ensayo, y para disminuir la dilucién de las muestras en la reaccién en relacidén con el protocolo general del proveedor.
Para determinar el contenido de lipidos de la muestra de F de VRS, se genera el reactivo de color disolviendo una
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botella de reactivo de color con una botella tampén (el reactivo de color es estable durante 1 semana a 4 °C). Se diluye
el patrén de fosfolipidos de 300 mg/dl (3 mg/ml) hasta 1,5, 1,0, 0,75, 0,5 y 0,25 mg/ml con agua destilada. Para cada
patrén, un blanco de agua y una reaccion de muestra se afiaden a un tubo de microcentrifuga 10 pl de reactivo de
color y 2 ul de o bien patrén, agua destilada (patrén de 0 mg/ml) o bien muestra. Se centrifugan las reacciones
brevemente para garantizar un mezclado apropiado y se incuban los tubos durante 15 min a 37 °C. Se registra la
absorbancia a 595 nm para cada punto de patrén y se genera una curva patrén. Se registra la absorbancia a 595 nm
para cada muestra y se calcula la concentracién de fosfolipidos a partir de la curva de calibracion preparada.

Inmunogenicidad en tatas algodoneras

La inmunogenicidad de polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS en las formas de mondémeros (delp21 furx
no escidido), rosetas de trimeros (delp23 furdel escindido) y trimeros (delecién de péptido de fusién) se determiné en
ratas algodoneras (Sigmodon hispidus) en dos estudios. En el estudio 1 (figuras 8A y 8B), 10 ratas algodoneras por
grupo se vacunaron por via intramuscular con 10 pg de mondémeros o rosetas (cada uno adsorbido a hidréxido de
aluminio) los dias 0y 21. Se midieron los titulos en suero de IgG anti-proteina F de VRS y de anticuerpos neutralizantes
de VRS 2 semanas después de la 12 vacunaciéon (2wp1) y 2 semanas después de la 22 vacunacién (2wp2), o 3
semanas después de la 12 vacunacién (3wp1) y 2 semanas después de la 22 vacunacién (2wp2). Se determiné 1gG
anti-proteina F de VRS (figura 8A) mediante ELISA usando placas recubiertas con proteina F de VRS y anticuerpos
de deteccién de pollo anti-lgG de rata algodonera conjugado con peroxidasa del rabano. Los datos se presentan como
logio de titulos medios geométricos (GMT) + desviaciones estandar de ratas algodoneras individuales. Se midieron
los titulos de neutralizacién de VRS (figura 8B) mediante la prueba de neutralizacién de reduccidén de placas (PRNT).
En resumen, se preincubaron diluciones de suero inactivado por calor con VRS Long, y luego se inocularon sobre
células HEp-2 en placas de 12 pocillos. Después de una infeccién de 2 horas, se retiré el inéculo y se recubrieron las
células con agarosa. Se enumeraron las placas 5 dias después mediante tincion con rojo neutro. El titulo de
neutralizacion se define como el inverso de la dilucién de suero que produce una reduccién de al menos el 60 % en el
ndmero de placas por pocillo, en relacidn con los controles (sin suero). Los datos se presentan como logio de GMT +
error estandar de 2 conjuntos de 5 ratas algodoneras por grupo.

En el estudio 2 (figura 8C), se inmunizaron 9 ratas algodoneras por grupo por via intramuscular con las dosis indicadas
de monémeros, trimeros o rosetas (cada uno adsorbido a hidréxido de aluminio). Se midieron los titulos de IgG anti-
proteina F de VRS en suero 2wp1 como anteriormente.

Resultados

Se expreso el ectodominio de F de VRS soluble (con sitios de escision de furina no mutados), pero no pudo purificarse
de las impurezas de lipidos y lipoproteinas derivadas de las células huésped o los medios de cultivo usando
cromatografia de exclusién molecular. Estos polipéptidos de ectodominio de F de VRS eluyen en el volumen vacio de
la columna de SEC junto con los contaminantes lipidicos y lipoproteicos.

Se prepararon varios constructos para fabricar polipéptidos de ectodominio F de VRS que contienen mutaciones en
los sitios de escisién de furina, incluyendo los constructos Furdel. Véase la figura 1. Los polipéptidos producidos por
la expresion de los constructos Furdel se secretaron de las células como una especie no escindida de ~65 kDa. La
mutacién de Furdel también impide la exposicion del péptido de fusién, lo que a su vez impide la formacién de rosetas.
Como resultado, F de VRS Furdel soluble migré en el volumen incluido de una columna preparatoria Superdex 200,
dando como resultado la separacion tanto de los restos de lipidos, que eluyeron en el volumen vacio, como de la
impureza de proteina de insecto. Estos resultados muestran que los polipéptidos de ectodominio de F de VRS en los
que se han mutado los sitios de escisién de furina se producen como polipéptido no escindido que puede purificarse
mediante SEC. Ademas, el anélisis del tiempo de retencién de F de VRS no escindido fue consecuente con que los
polipéptidos fueran monémeros en lugar de trimeros.

Se evaludé adicionalmente si los polipéptidos de F de VRS furdel eran mondmeros, trimeros o una mezcla de
mondémeros y trimeros usando ultracentrifugaciéon analitica. Se realizaron estudios de ultracentrifugacion analitica
usando proteina purificada del pico de monémero de la purificacién por SEC. Los datos de velocidad de sedimentacién
de F de VRS no escindido mostraron un patrén escalonado, lo que sugiere dos especies en disolucién. El anélisis del
experimento de velocidad de sedimentacion mostrd que el ectodominio de F de VRS no escindido tenia una alta
poblacién de monémero y una poblacién menor de trimero aparente en la disolucién. Se recogieron datos de ejecucion
en equilibrio y se realizaron intentos de ajustar los datos a un modelo de mondémero ideal o un modelo de equilibrio de
mondmero-trimero. Sin embargo, los residuales de los ajustes son escasos, particularmente hacia el fondo de la célula
donde la concentracion de proteina es mayor. Estas observaciones sugirieron que los polipéptidos de ectodominio de
F de VRS no escindidos son predominantemente un monémero con una poblacién mas pequefia que se autoasocia
(potencialmente como trimeros) o se agrega a concentraciones superiores.

Se realizé un analisis adicional de polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS seleccionados usando
cromatografia de exclusién molecular (SEC). Figuras 6A-6D. Los picos principales que contienen monémeros, trimeros
o rosetas de trimeros se indican mediante un asterisco en las figuras 6A-6D, con el tiempo de retencién de la columna
Superdex P200 16/60 (GE Healthcare) indicado en mililitros. En una columna calibrada, los tiempos de retencidn
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aproximados de 47 ml, 65 mly 77 ml corresponden al volumen vacio de la columna, la retencién de trimeros de F y la
retencion de mondémeros, respectivamente. En la figura 6A, el constructo Delp23 Furdel (Ap23 Furdel) no escindido se
purificé del pico de monémero. Cuando el antigeno F de VRS Delp23 Furdel no escindido se traté con tripsina, la
proteina formé rosetas, que migraron en SEC en el volumen vacio (figura 6B). La especie de trimero escindido de la
deleciéon del péptido de fusién de F de VRS se purificé del pico de trimero con un tiempo de retencién de
aproximadamente 65 ml (figura 6C), mientras que el constructo Delp21 Furx no escindido (Ap21 Furx) se purificd del
pico de monémero a aproximadamente 77 ml (figura 6D).

Varios polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS en forma no escindida o después de la escisién con tripsina
se evaluaron mediante EM. Los constructos F de VRS Furdel y delp23 Furdel tienen residuos de arginina que quedan
en el sitio de escisién de furina. Estas argininas son susceptibles a la escision con tripsina. Tras la escisién, la especie
Fo no escindida se convirtié en las especies F1/F2, en las que se expone el péptido de fusién. El anélisis de EM confirmé
que, después de la escisién con tripsina, los ectodominios de VRS no escindidos formaron rosetas de trimeros en
virtud de sus péptidos de fusién, como se ha observado para proteinas de fusién relacionadas. Los resultados se
presentan en la tabla 3 y muestran que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de VRS no escindidos pueden
escindirse formando rosetas de trimeros. El constructo delecionado de péptido de fusidén, que se escinde mediante
furina, formé trimeros monodispersos. Véanse, también, las figuras 7A-7D. Ventajosamente, la produccién de rosetas
de trimeros de esta manera da como resultado rosetas de trimeros que estan sustancialmente libres de restos de
lipidos y lipoproteinas.

Los resultados de los estudios de inmunogenicidad mostraron que los polipéptidos de ectodominio de proteina F de
VRS en forma de mondémeros (delp21 furx no escindido), rosetas de trimeros (delp23 furdel escindido) y trimeros
(delecidn de péptido de fusiéon) eran inmunogénicos en ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), e indujeron
anticuerpos neutralizantes. Figuras 8A-8C.

Tabla 3

Constructo

Conformacién mediante EM

Ectodominio de tipo natural de F de VRS (escindido
en la célula huésped durante la expresién)

Rosetas de trimeros asociadas con restos de lipidos

Furdel escindible con tripsina (pico de mondémero
purificado — no escindido)

Variable. Algunas preparaciones mostraron trimeros
monodispersos; otras muestran poco material visible
mediante EM de material tefiido negativamente

Furdel escindible con tripsina (pico de mondémero
purificado — escindido con tripsina tras la purificacién)

Rosetas de trimeros

delp23 furdel escindible con tripsina (pico de
mondémero purificado — no escindido)

Variable. Algunas preparaciones mostraron trimeros
monodispersos; otras muestran poco material visible
mediante EM de material tefiido negativamente

delp23 Furdel escindible con tripsina (pico de

Rosetas de trimeros

mondémero purificado — escindido con tripsina tras la
purificacién)

Delecidn de péptido de fusion escindido (pico de
mondmero purificado)

Trimeros monodispersos

Ejemplo 5 - Métodos para producir antigenos de subunidad F de VRS en células de insecto o CHO
Purificacion de antigeno F de VRS de células de insecto:

Se expresaron subunidades de ectodominio de F de VRS, incluyendo los constructos Delp21 Furx, Delp23 Furdel y
delecién de péptido de fusion, en células de insecto HiFive (Invitrogen) usando el sistema de baculovirus pFAST Bac.
La subunidad de F de VRS se purificé de las expresiones a gran escala, 10-25 litros, por medio de un método de
quelacion de dos etapas que redujo el efecto perjudicial del contaminante de ferritina en los medios de células de
insecto, que puede corromper la resina quelante. Se afiadi6 CuSO4 al sobrenadante del medio hasta una
concentracion final de 500 uM. Se afiadieron de aproximadamente diez a veinte mililitros de resina quelante (Chelating
Resin, BioRad) a cada 1 litro de medio, se agité la suspensidén durante al menos treinta minutos a 4 °C, y se separaron
la resina y el medio usando una columna de gravedad. Se lavé la resina con aproximadamente dos veces el volumen
de resina de tampén de equilibrado (Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM), y se eluy6 el ectodominio de proteina F con
aproximadamente dos veces el volumen de la columna de tampdn de elucidén (tampén de equilibrado con imidazol 250
mM). Se dializ6 la elucién frente a tampén Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM y se carg6 la disolucidn resultante sobre
una columna de quelacién Hitrap de 5 ml cargada con NiSO4 (GE Healthcare). Se eluy6 la proteina unida con Tris 25
mM pH 7,5, NaCl 300 mM y un gradiente de imidazol.

Se evaluaron las eluciones del gradiente de imidazol en ambos casos usando inmunotransferencias de tipo Western
anti-HISe y/o geles de SDS-PAGE tefiidos con Coomassie. Se recogieron las fracciones que contenian constructos
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puros y se concentraron hasta aproximadamente 1 mg/ml usando concentradores Millipore Centriprep y/o unidades
de concentracion Vivaspin para el posterior analisis/purificacién mediante cromatografia de exclusién molecular.

Analisis de SEC y purificacién de ectodominios de F de VRS

Se usé cromatografia de exclusién molecular (SEC) para purificar y analizar monémeros no escindidos y trimeros
escindidos de ectodominio de proteina F de VRS. Este método también permitié que se purificaran ectodominios de
proteina F de VRS no escindidos de contaminantes lipidicos y lipoproteicos derivados de la célula huésped o el medio.
En el caso de la generacién de rosetas limpias, el constructo Delp23 Furdel no escindido se purificé inicialmente como
un mondémero y posteriormente se traté con proteasa y volvié a purificarse usando SEC para purificar rosetas
homogéneas (véase a continuacién). Se desarrollaron dos métodos para el analisis de la oligomerizaciéon de F de
VRS, HPLC-SEC y FPLC-SEC, que también pueden servir como etapa de purificacion eficiente.

Se realizé HPLC-SEC usando una columna de SEC de Biorad (18 mm) con una fase movil de Tris 25 mM pH 7,5,
NaCl 300 mM. Usando patrones de HPLC-SEC de Biorad para calibrar el sistema, se encontré que las rosetas de VRS
(que representan conformaciones de posfusién, no escindidas) eluyen en el volumen vacio de la columna del mientras
que los monémeros de F de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 75-85 kDa.

Se realizé FPLC-SEC sobre una FPLC de GE Healthcare usando una columna 16/60 Superdex 200 con Tris 25 mM
pH 7,5, NaCl 300 mM como fase moévil. Usando patrones de al peso molecular GE Healthcare para calibrar el sistema,
se encontrd que las rosetas de VRS eluyen en el volumen vacio de la columna del analisis, mientras que los trimeros
monodispersos de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 140-160 kDa y los monémeros
de F de VRS eluyen con un peso molecular aparente de aproximadamente 75-85 kDa. Para la purificacion de Delp21
Furx o Delp23 Furdel no escindidos de VRS (mondémeros) o delecidén de péptido de fusién (trimero), se cargaron 0,5-
2 ml de material purificado por quelacién de aproximadamente 1 mg/ml sobre una columna Superdex P200 16/60
equilibrada con una velocidad de flujo de entre 0,5-2 ml/min y se recogieron fracciones relevantes.

Escision con tripsina de constructos Delp23 Furdel para formar rosetas de posfusion

Se diluyé tripsina de plasma bovino (Sigma Aldrich, T8802: 10.000-15.000 unidades BAEE/mg de tripsina) hasta una
concentracion de 1 mg/ml en Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM. Una disolucién de 1 mg/ml de polipéptido de
ectodominio de proteina F de VRS (diluido en Tris 25 mM pH 7,5, NaCl 300 mM) se tratd con un microlitro de disolucién
de tripsina (razén en masa final de tripsina:F de VRS 0,001:1 o aproximadamente 10-15 unidades BAEE de tripsina
con respecto a cada miligramo de F de VRS) durante 1 hora a 37 °C. Se monitoriz6 el progreso de la reaccién de
escision mediante gel de SDS-PAGE. Se detuvo la reaccién de escisién usando un inhibidor de tripsina (inhibidor de
tripsina de soja de Gibco usando una masa igual de inhibidor con respecto a tripsina). Se encontré que se requeria un
periodo de incubacién entre la etapa de escision y la purificacion de rosetas posterior para permitir una mayor eficiencia
de la conversion de monémeros en rosetas. Se facilité un periodo de incubacién de una a 6 horas a 37 °C para
proporcionar una mayor eficiencia de formacién de rosetas. La proteina F de VRS escindida se purificé adicionalmente
de especies de mondmero sin convertir usando cromatografia de exclusién molecular (tal como se describid
anteriormente) donde pueden recogerse rosetas homogéneas en las fracciones de volumen vacio de la columna.

Purificacion de antigeno F de VRS a partir de células CHO:

Se purificaron constructos de delecién de péptido de fusion de F de VRS, que no contienen una etiqueta HIS, mediante
purificacion catiénica. El material de CHO que contiene antigeno de trimero de F de VRS expresado se concentré
hasta aproximadamente una décima parte del volumen original en un sistema de concentracién de cartucho de fibras
huecas de GE Healthcare (MWCO 10.000 kDa). Entonces se intercambié el tampdn de la disolucién concentrada
cuatro veces con un volumen equivalente de acetato de sodio 25 mM pH 6,0, NaCl 25 mM. La disolucién resultante,
que contenia trimero de F de VRS concentrado en el tampé6n acetato/solucién salina, se cargd sobre una columna GE
Healthcare HiTrap CM precargada que se habia equilibrado con tampdn acetato/solucién salina. Se eluy6 la proteina
de la columna usando un gradiente escalonado de tampén acetato 25 mM que contenia NaCl o bien 25, 150, 250, 500
o bien 1000 mM (conteniendo las fracciones de NaCl 250 mM y 500 mM la mayor parte del material eluido). Este
material podia purificarse adicionalmente usando una purificacién por SEC similar al protocolo anterior.

Ejemplo 6 — Inmunogenicidad de subunidades de F de VRS en ratas algodoneras

La inmunogenicidad y capacidad protectora de las subunidades de trimero (F de VRS-delecién de péptido de fusion-
trun) y roseta (F de VRS-delp23-furdel-trunc, escindido) de F de VRS, cada una formulada con alumbre o MF59, se
evalué en el modelo de rata algodonera. El antigeno usado para el ELISA en este estudio fue F de VRS-delecién de
péptido de fusién-trunc (tabla 4). La neutralizacién fue contra la cepa de VRS infecciosa, Long (tabla 5). Todas las
combinaciones fueron inmunogénicas, provocando respuestas de anticuerpos neutralizantes de VRS e IgG especifica
de F de VRS de alto titulo que se reforzaron con una segunda vacunacién, y proporcionaron proteccién frente a la
exposicion nasal a VRS.

Métodos
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Vacunacidn y exposicidn de ratas algodoneras

Se obtuvieron ratas algodoneras (Sigmodon hispidis) hembra de Harlan Laboratories. Se inmunizaron grupos de
animales por via intramuscular (i.m., 100 pl) con las vacunas indicadas los dias 0 y 21. Se recogieron muestras de
suero 3 semanas después de la primera inmunizacion (3wp1) y 2 semanas después de la segunda inmunizacién
(2wp2). Se expuso a los animales inmunizados o de control sin vacunar por via intranasal (i.n.) con 1x10° ufp de VRS
Long 4 semanas después de la inmunizacién final. Se realizaron la recogida de sangre y la exposicion a VRS bajo
anestesia con isoflurano al 3 % usando un vaporizador de precisién.

ELISA especifico de F de VRS

Se sometieron a ensayo muestras de suero individuales para determinar la presencia de 1gG especifica de F de VRS
mediante ensayo de inmunoabsorcidn enzimatica (ELISA). Se recubrieron placas de ELISA (MaxiSorp de 96 pocillos,
Nunc) durante la noche a 4 °C con F de VRS purificado 1 pg/ml (delecidén de péptido de fusién-trunc) en PBS. Después
del lavado (PBS con Tween-20 al 0,1 %), se bloquearon las placas con tampén de bloqueo Superblock en PBS
(Thermo Scientific) durante al menos 1,5 horas a 37 °C. Entonces, se lavaron las placas, se afiadieron diluciones en
serie de suero en diluyente de ensayo (PBS con Tween-20 al 0,1 % y suero de cabra al 5 %) de ratas algodoneras
experimentales o de control, y se incubaron las placas durante 2 horas a 37 °C. Después del lavado, se incubaron las
placas con IgG de pollo anti-rata algoconera conjugada con peroxidasa del rabano (HRP) (Immunology Consultants
Laboratory, Inc, diluida 1:5.000 en diluyente de ensayo) durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, se lavaron las placas y
se afiadieron a cada pocillo 100 ul de disolucidén de sustrato de peroxidasa TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc). Las reacciones se detuvieron mediante la adicién de 100 ul de HsPO4 1 M, y se leyé la absorbancia a 450 nm
usando un lector de placas. Para cada muestra de suero, se generé un grafico de la densidad éptica (DO) frente al
logaritmo de la dilucién de suero inversa mediante regresion no lineal (GraphPad Prism). Los titulos se definieron
como la dilucién de suero inversa a una DO de aproximadamente 0,5 (normalizada a un patrén, sueros agrupados de
ratas algodoneras infectadas con VRS con un titulo definido de 1:2500, que se incluyé en cada placa).

Ensayo de microneutralizacién

Se sometieron a prueba muestras de suero para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes mediante un
ensayo de microneutralizacion. Se afiadieron diluciones en serie de dos veces de suero inactivado por calor (HI) (en
PBS con el 5% de suero bovino fetal (FBS) HI) a un volumen igual de la cepa de VRS Long, titulada previamente para
dar aproximadamente 115 UFP/25 pul. Se incubaron mezclas de suero/virus durante 2 horas a 37 °C y el 5 % de CO2
para permitir que se produjera la neutralizacidén del virus, y luego se inocularon 25 ul de esta mezcla (que contenia
aproximadamente 115 UFP) en pocillos duplicados de células HEp-2 en placas de 96 pocillos. Después de 2 horas a
37 °C y el 5 % de CO2, se recubrieron las células con metilcelulosa al 0,75 %/EMEM el 5% de HI-FBS y se incubaron
durante 42 horas. Se determiné el nimero de particulas de virus infecciosas mediante la deteccién de la formacién de
sincitios mediante inmunotincién seguido por recuento automatico. El titulo de neutralizacién se define como el inverso
de la dilucion de suero que produce una reduccién de al menos el 60 % en el niUmero de sincitios por pocillo, en
relacién con los controles (sin suero).

Carqa viral

Se determiné la carga viral en el pulmén mediante ensayo de placas. Especificamente, se recogieron los pulmones 5
dias después de la infeccion con VRS y se coloc6d un I6bulo derecho en 2,5 ml de medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Invitrogen) con sacarosa al 25% y se rompié con un homogeneizador de tejidos. Los sobrenadantes
libres de células de estas muestras se almacenaron a -80 °C. Para el ensayo de virus infeccioso, se inocularon
diluciones de homogeneizado de pulmén clarificado (en PBS con el 5% de HI-FBS) sobre monocapas de células HEp-
2 confluentes en un volumen de 200 pl/pocillo de una placa de 12 pocillos. Después de 2 horas con agitacién suave
periédica (37 °C, el 5% de CO2), se retird el inéculo y se recubrieron las células con 1,5 ml de agarosa SeaPlaque al
1,25 % (Lonza) en medio esencial minimo de Eagle (EMEM, Lonza) suplementado con el 5 % de HI-FBS, glutamina
y antibiéticos. Después de 3-4 dias de incubacién, se recubrieron las células de nuevo con 1 ml de agarosa al 1,25 %
en EMEM (Sigma) que contenia rojo neutro al 0,1 % (Sigma). Las placas se contaron un dia después con la ayuda de
una caja de luz.

Un método alternativo para determinar la carga viral es la PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). La carga viral
puede determinarse mediante qRT-PCR usando cebadores oligonucleotidicos especificos para el gen de F de VRS
tal como se describe (I. Borg et al., Eur Respir J 2003; 21:944-51) con algunas modificaciones. En resumen, se aisla
ARN a partir de 140 pl de homogeneizado de pulmén clarificado, o de un nimero conocido de unidades formadoras
de placa (UFP) de VRS (determinado por ensayo de placas y diluido en homogeneizado de pulmén de animales no
infectados), usando el kit RNeasy (Qiagen) con un volumen de elucién final de 100 pl de H20. La sintesis de ADNc y
la PCR se realizan en un solo tubo usando el kit de RT-PCR cuantitativa SuperScript Il Platinum One-Step (Invitrogen)
con 5 pul de ARN eluido, 10 uM de cada cebador y 50 uM de la sonda (cebadores y sondas de Integrated DNA
Technologies). Cebador directo: TTGGATCTGCAATCGCCA (SEQ ID NO: 72). Cebador inverso:
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CTTTTGATCTTGTTCACTTCTCCCTTCT (SEQ ID NO: 73). Sonda: 5-carboxifluoresceina (FAM)-
TGGCACTGCTGTATCTAAGGTCCTGCACT-tetrametilcarboxirrodamina (TAMRA)-3' (SEQ ID NO: 74). La
amplificacién y la deteccidn se realizan con un instrumento ABI Prism 7900HT o 7500 (Applied Biosystems). Se define
un valor de ciclo umbral (Ct) para cada muestra como el nimero de ciclo en el que la sefial fluorescente se vuelve
detectable por primera vez por encima de un umbral establecido. Entonces, se determinan los equivalentes de UFP
para cada muestra basandose en una curva patrén de Ct frente al logaritmo del nimero de copias definido de ARN
viral.

Resultados

La rata algodonera como modelo se ha usado ampliamente en el estudio de la patogenia e inmunidad de VRS debido
a las muchas similitudes entre la enfermedad inducida por VRS en ratas algodoneras y seres humanos. Dos
paralelismos importantes son la eficacia de los anticuerpos neutralizantes y la histopatologia pulmonar potenciada
asociada con la vacunacién con VRS inactivado con formalina. Las ratas algodoneras también son mas susceptibles
a la infeccién con VRS que otros animales pequefios tales como los ratones.

Para evaluar la inmunogenicidad de las vacunas de subunidades de F de VRS, se vacunaron grupos de ratas
algodoneras hembra por via intramuscular con diversas dosis de trimeros (F de VRS-delecién de péptido de fusién-
trunc) o rosetas (F de VRS-delp23-furdel-trunc, escindido), cada uno formulado con alumbre o MF59. En todos los
casos, una sola inmunizacién fue suficiente para inducir anticuerpos tanto neutralizantes como especificos de F en el
suero cuando se midid tres semanas después de la primera vacunacion (3wp1). A todas las ratas algodoneras se les
administré una inmunizacion de refuerzo homéloga tres semanas después de la primera, y esto dio como resultado
un aumento significativo de IgG especifica de F y anticuerpo neutralizante cuando se midieron dos semanas mas tarde
(2wp2). En general, la inmunogenicidad de las rosetas fue igual o mayor que la de los trimeros, la formulacién de
MF59 mejoro6 los titulos méas que la formulacidén de alumbre y dosis mas altas de proteina produjeron titulos més altos,
aunque hubo algunas excepciones.

Para determinar la capacidad protectora de las vacunas de subunidades, todas las ratas algodoneras se infectaron
cuatro semanas después de la segunda vacunacion con VRS por via nasal y se midié la carga viral en el pulmén cinco
dias después mediante un ensayo de placas. En todos los casos, la vacunacion de subunidades confirid proteccién
frente a la exposicién, ya que las cargas virales pulmonares en ratas algodoneras vacunadas fueron mas de tres
ordenes de magnitud inferiores a las de los animales de control no inmunizados, pero expuestos.

Tabla 4: Titulos de 1gG en suero especifica de F

Titulo de IgG en suero especifica de F?

alumbre MF59

Suero recogido Dosis de proteina (ug) trimero roseta trimero roseta
3wp1 10 20276 36841 10251 22415
1 18341 20802 3712 28610

0,1 2698 6896 1085 8293
2wp2 10 103670 97174 130016 156144
1 142331 102405 177441 299501
0,1 11581 34354 50238 111099

a titulo medio geométrico para ratas algodoneras individuales (7-8 por grupo)
El inmunégeno de trimero fue F de VRS-delecién de péptido de fusién-trunc
El inmunégeno de roseta fue F de VRS-delp23-furdel-trun, escindido.

Tabla 4A: Titulo de virus en pulmén 5 dias después de la exposicién a VRS2

vacunacion Dosis de proteina (ug) Titulo de virus®

ninguna - 822760
trimero/alumbre 10 546
1 636
0,1 903
roseta/alumbre 10 305
1 341
0,1 548
trimero/MF59 10 360
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1 301

0,1 456

roseta/MF59 10 244
1 257

0,1 716

agExposicion intranasal con 1x10% unidades formadoras de placa (ufp) de VRS Long

b ufp/gramo de pulmoén 5 dias después de la exposicion

Titulos medios geométricos de 7-8 ratas algodoneras individuales/grupo.

Si un animal individual tenia un titulo de <203 (limite de deteccidn), se le asignd un titulo de 100

Tabla 5: Titulo de neutralizacién en suero de VRS

Titulo de neutralizacién en suero de VRS?

alumbre MF59
Suero recogido Dosis de proteina (ug) trimero roseta trimero roseta
3wp1 10 628 1050 578 229
1 208 633 165 205
0,1 57 200 51 65
2wp?2 10 3669 4015 3983 3436
1 3369 2844 5728 3940
01 744 1902 2414 2093

A

@ Titulos de neutralizacién de reduccidn de sincitios del 60 %
Titulo medio geométrico para dos conjuntos de 3-4 ratas algodoneras por grupo

Ejemplo 7 — Vacuna de ARN de VRS

Sintesis de ARN

El ADN de plasmido que codifica el replicon de alfavirus (figura 4, SEQ ID NO: 77) sirvié como molde para la sintesis
de ARN /in vitro. Para estos experimentos, se usé la glucoproteina de fusién de superficie de longitud completa de VRS
(F de VRS) (figura 4). Tras la administracién de los replicones a células eucariotas, se tradujo el ARN de cadena
positiva para producir cuatro proteinas no estructurales, que juntas replicaron el ARN genémico y transcribieron
abundantes ARNm subgenémicos que codifican el producto génico heterdlogo. Debido a la falta de expresién de las
proteinas estructurales del alfavirus, los replicones son incapaces de inducir la generacién de particulas infecciosas.
Un promotor de bacteriéfago (T7 o0 SP6) en el sentido de 5’ del ADNc de alfavirus facilita la sintesis del ARN de replicén
in vitro y la ribozima del virus de la hepatitis delta (VHD) inmediatamente en el sentido de 3’ de la cola de poli(A) genera
el extremo 3’ correcto a través de su actividad de autoescisién.

Después de la linealizacién del ADN del plasmido en el sentido de 5’ de la ribozima del VHD con una endonucleasa
de restriccién adecuada, se sintetizaron transcritos colaterales in vitro usando ARN polimerasa dependiente de ADN
derivada del bacteriéfago T7 o SP6. Las transcripciones se realizaron durante 2 horas a 37 °C en presencia de 7,5
mM (ARN polimerasa de T7) 0 5 mM (ARN polimerasa de SP6) de cada uno de los nuclebsidos trifosfato (ATP, CTP,
GTP y UTP) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Ambion, Austin, TX). Después de la
transcripcién, se digirié el molde de ADN con ADNasa TURBO (Ambion, Austin, TX). EI ARN de replicén se precipité
con LIiCl y se reconstituyé en agua libre de nucleasas. Al ARN sin caperuza se le afiadié la caperuza
postranscripcionalmente con enzima de adicién de caperuza de vaccinia (VCE) usando el sistema de adicién de
caperuza ScriptCap m’G (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI) tal como se explica resumidamente en el manual
de usuario. EI ARN con caperuza afiadida postranscripcionalmente se precipité con LiCl y se reconstituyé en agua
libre de nucleasas. La concentraciéon de las muestras de ARN se determind midiendo la densidad 6ptica a 260 nm. La
integridad de los transcritos in vitro se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante.

Formulacién de nanoparticulas lipidicas (liposomas) RV01(01)

Se sintetizé 1,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DlinDMA) usando un procedimiento publicado previamente
[Heyes, J., Palmer, L., Bremner, K., MaclLachlan, |. Cationic lipid saturation influences intracellular delivery of
encapsulated nucleic acids. Journal of Controlled Release, 107: 276-287 (2005)]. Se adquirié 1,2-diaestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC) de Genzyme. Se obtuvo colesterol de Sigma-Aldrich (St. Lois, MO). Se obtuvieron 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (sal de amonio) (PEG DMG 2000), 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-metoxi(polietilenglicol)-2000] (sal de amonio) de Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL).
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Se prepararon disoluciones madre de lipidos recientes en etanol. Se pesaron 37 mg de DIinDMA, 11,8 mg de DSPC,
27,8 mg de colesterol y 8,07 mg de PEG DMG 2000 y se disolvieron en 7,55 ml de etanol. La disolucién madre de
lipidos recién preparada se agité suavemente a 37 °C durante aproximadamente 15 minutos para formar una mezcla
homogénea. Entonces, se afiadieron 755 pul de la disolucién madre a 1,245 ml de etanol para producir una disolucién
madre de lipidos de trabajo de 2 ml. Esta cantidad de lipido se usé para formar LNP con 250 pg de ARN a una razén
de N:P (nitrégeno con respecto a fosfato) de 8:1. El nitrégeno protonable en DIinDMA (el lipido catiénico) y los fosfatos
en el ARN se usan para este célculo. Se supuso que cada pg de molécula de ARN autorreplicante contenia 3 nmoles
de fosfato anidnico, se supuso que cada pg de DIinDMA contenia 1,6 nmoles de nitrégeno catidnico. También se
preparé una disolucién de trabajo de 2 ml de ARN a partir de una disolucién madre de ~ 1 pg/pl en tampén citrato 100
mM (pH 6) (Teknova, Hollister, CA)). Se enjuagaron tres viales de vidrio de 20 ml (con barras de agitaciéon) con
disolucion RNase Away (Molecular BioProducts, San Diego, CA) y se lavaron con abundante agua MilliQ antes de su
uso para descontaminar los viales de ARNasa. Uno de los viales se usé para la disolucién de trabajo de ARN y los
otros para recoger las mezclas de lipidos y ARN (tal como se describe a continuacion). Las disoluciones de ARN y
lipidos de trabajo se calentaron a 37 °C durante 10 minutos antes de cargarlas en jeringas con conexién de Luer de 3
cm?® (BD Medical, Franklin Lakes, NJ). Se cargaron 2 ml de tampon citrato (pH 6) en otra jeringa de 3 cm®. Las jeringas
que contenian el ARN y los lipidos se conectaron a una mezcladora en T (PEEK™, unién de DI de 500 um, ldex Health
Science, Oak Harbor, WA) usando tubos de FEP ([etileno-propileno fluorado] de 2 mm de DI x 3 mm de, Idex Health
Science, Oak Harbor, WA). La salida de la mezcladora en T también eran tubos de FEP (2 mm de DI x 3 mm). La
tercera jeringa que contenia el tampén citrato se conectd a un trozo separado de tubo (2 mm de DI x 3 mm de DE).
Entonces, todas las jeringas se accionaron a una velocidad de flujo de 7 ml/min usando una bomba de jeringa
(kdScientific, modelo n.° KDS-220, Holliston, MA). Las salidas de los tubos se situaron para recoger las mezclas en un
vial de vidrio de 20 ml (mientras se agitaba). Se sac6 la barra de agitacién y se permitié que la disolucién de
etanol/acuosa se equilibrara a temperatura ambiente durante 1 hora. Se cargaron 4 ml de la mezcla en una jeringa de
5 cm® (BD Medical), que estaba conectada a un trozo de tubo de FEP (2 mm de DI x 3 mm de DE, Idex Health Science,
Oak Harbor, WA) y en otra jeringa de 5 cm® conectada a una longitud igual de tubo de FEP, se cargé una cantidad
igual de tampén citrato 100 mM (pH 6). Las dos jeringas se accionaron a una velocidad de flujo de 7 ml/min usando la
bomba de jeringa y se recogié la mezcla final en un vial de vidrio de 20 ml (mientras se agitaba). A continuacion, la
mezcla recogida de la segunda etapa de mezclado (liposomas) se hizo pasar a través de una membrana Mustang Q
(un soporte de intercambio aniénico que se une a y elimina moléculas anibnicas, obtenido de Pall Corporation,
AnnArbor, MI, EE. UU.). Antes de hacer pasar los liposomas, se hicieron pasar sucesivamente a través de la
membrana Mustang 4 ml de NaOH 1 M, 4 ml de NaCl 1 M y 10 ml de tampén citrato 100 mM (pH 6). Los liposomas
se calentaron durante 10 minutos a 37 °C antes del paso a través del filtro Mustang. A continuacién, los liposomas se
concentraron hasta 2 ml y se dializaron frente a 10-15 volimenes de |IX PBS (de Teknova) usando el sistema de
filtracién de flujo tangencial (TFF) antes de recuperar el producto final. El sistema de TFF y las membranas de filtracién
de fibras huecas se adquirieron de Spectrum Labs (Rancho Dominguez, CA) y se usaron segun las directrices del
fabricante. Se usaron membranas de filtracién de fibras huecas de polisulfona (nimero de pieza P/N: XIAB-100-20P)
con un corte de tamafio poro de 100 kD y 8 cm? de area de superficie. Para experimentos in vitro e in vivo, las
formulaciones se diluyeron hasta la concentracion de ARN requerida con IX PBS (de Teknova).

Método de preparacién de la emulsidn catidnica 17 (CNE17)

Se obtuvieron escualeno, trioleato de sorbitan (Span 85) y monooleato de polioxietilensorbitan (Tween 80) de Sigma
(St. Louis, MO, EE. UU.). Se adquirié 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP) de Lipoid (Ludwigshafen,
Alemania). Se prepararon nanoemulsiones catiénicas (CNE) de manera similar al MF59 cargado tal como se describié
anteriormente con modificaciones menores, Ott, et al. Journal of Controlled Release, 79 (1-3): 1-5 (2002)). En resumen,
los componentes solubles en aceite (es decir, escualeno, Span 85, lipidos catiénicos, tensioactivos lipidicos) se
combinaron en un vaso de precipitados, los componentes lipidicos se disolvieron en cloroformo (CHCIlz) o
diclorometano (DCM). La disolucién de lipidos resultante se afiadié directamente al aceite mas Span 85. Se permitié
que el disolvente se evaporara a temperatura ambiente durante 2 horas en una campana extractora antes de combinar
la fase acuosa y homogeneizar la muestra usando un homogeneizador IKA T25 a 24K RPM con el fin de proporcionar
una materia prima homogénea. Las emulsiones primarias se hicieron pasar de tres a cinco veces a través de un
homogeneizador Microfluidezer M110S o M110PS con un serpentin de enfriamiento de bafio de hielo a una presion
de homogeneizacion de aproximadamente 15 k — 20 k PSI (Microfluidics, Newton, MA). Las muestras de lote de 20 ml
se retiraron de la unidad y se almacenaron a 4 °C. La tabla a continuacién describe la composicién de CNE17.

Tabla 6: Composicién de CNE17

Lipido catiénico

CNE (+) mg/ml +lipido Tensioactivo Escualeno Tampdn/agua
SPAN 85 al 0,5 %, o Tampon citrato 10 mM pH
CNE17 | DOTAP (en DCM) 1,40 Tween 80 al 0.5 % 4,3 % 6.5

Complejaciéon de ARN
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Se calculé el nimero de nitrégenos en disolucién a partir de la concentracién de lipidos catidnicos, DOTAP, por
ejemplo, tiene 1 nitrégeno que puede protonarse por molécula. La concentracién de ARN se usé para calcular la
cantidad de fosfato en disolucién usando una estimaciéon de 3 nmoles de fosfato por microgramo de ARN. Variando la
cantidad de ARN:lipido, puede modificarse la razén de N/P. EI ARN se complejé con CNE17 a una razén de
nitrégeno/fosfato (N/P) de 10:1. Usando estos valores, el ARN se diluyé hasta la concentraciéon adecuada en agua
libre de ARNasa y se afiadié directamente a un volumen igual de emulsién mientras se agitaba con vortex ligeramente.
Se permiti6 que la disolucién reposara a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas. Una vez
complejada, la disolucién resultante se diluy6 hasta la concentracion requerida antes de su administracién.

Electroporacién

La electroporacion fue un método muy eficaz para la administracion de vacunas de ADNp y se usé esta técnica para
administrar ARN autorreplicante. Los ratones se anestesiaron con isofluorano, se afeitaron al ras ambas patas traseras
para exponer el area de la extremidad que iba a tratarse. Se inyectd una dosis de 30 ul de vacuna en el misculo de
la pantorrilla de la extremidad posterior usando una jeringa de insulina de 1/2 cm® El musculo se sometié a
electroporacién usando el sistema de administracion de ADN Elgen® (Inovio, San Diego). Los parametros del
instrumento son los siguientes: 60 V, 2 pulsos de 60 ms cada uno. Se administré otra dosis de manera similar a la
segunda extremidad, seguido por electroporacion.

Particulas de replicén viral (VRP)

Para comparar las vacunas de ARN con los enfoques tradicionales de vectores de ARN para lograr la expresién in
vivo de antigenos o genes indicadores, se utilizaron particulas de replicdn viral (viral replicon particles, VRP)
producidas en células BHK mediante los métodos descritos por Perri et al. En este sistema, los replicones de antigeno
(o gen indicador) consistian en replicones quiméricos de alfavirus (VCR) derivados del genoma del virus de la
encefalitis equina venezolana (VEEV) modificados por ingenieria genética para que contuvieran las secuencias
terminales 3’ (UTR 3’) del virus Sindbis y una sefial de empaquetamiento (PS) del virus Sindbis (véase la figura 2 de
Perri et al.). Estos replicones se empaquetaron en VRP sometiéndolos a electroporacidén conjunta en células de rifidn
de cria de hamster (BHK) junto con ARN auxiliares defectuosos que codifican los genes de la capside y glucoproteina
del virus Sindbis (véase la figura 2 de Perri et al.). Entonces, los VRP se recogieron y se titularon mediante métodos
convencionales y se inocularon en animales en fluido de cultivo u otros tampones isoténicos. Perri S, Greer CE,
Thudium K, Doe B, Legg H, Liu H, Romero RE, Tang Z, Bin Q, Dubensky TW, Jr. et al. (2003) An alphavirus replicon
particle chimera derived from venezuelan equine encephalitis and sindbis viruses is a potent gene-based vaccine
delivery vector. J Virol 77: 10394-10403.

Vacuna de subunidades de trimero de F de VRS

El trimero de F de VRS es una proteina recombinante que comprende el ectodominio de F de VRS con una delecién
de la region del péptido de fusién que impide la asociacién con otros trimeros. El constructo resultante forma un trimero
homogéneo, tal como se observa mediante cromatografia de exclusién molecular, y tiene un fenotipo esperado
consecuente con una conformacién de F de posfusién, tal como se observa mediante microscopia electrénica. La
proteina se expresd en células de insecto y se purificd en virtud de la etiqueta HIS en fusién con el extremo C terminal
del constructo seguido por cromatografia de exclusién molecular usando técnicas convencionales. La muestra de
proteina resultante presenta una pureza superior al 95%. Para la evaluacién in vivo de la vacuna de subunidades de
F, se adsorbieron 100 png/ml de proteina de trimero en 2 mg/ml de alumbre usando tampén histidina 10 mM, pH 6,3 y
se ajustd la isotonicidad con cloruro de sodio hasta 150 mM. La proteina de subunidades de F se adsorbié sobre
alumbre durante la noche con agitacién suave a 2-8 °C. El pH y la osmolalidad de la vacuna final se fijaron como
objetivo a 6,5-7,5 y 240-360 mOsm/kg. La vacuna se caracteriz6é por la adsorcién de proteinas mediante SDS-PAGE
(Invitrogen Corporation, EE. UU.) y por el contenido de endotoxinas mediante el ensayo LAL (Charles River
Laboratories, EE. UU.). La vacuna se mezclé por inversién suave antes de la inmunizacion.

Estudios de inmunogenicidad murinos

Se inmunizaron grupos de 10 ratones BALB/c hembra de 8-10 semanas de edad y que pesaban aproximadamente 20
gramos el dia 0 y el dia 21 con tomas de sangre los dias 14, 35 y 49. Todos los animales recibieron inyecciones en el
cuadriceps de las dos patas traseras obteniendo cada una un volumen equivalente (50 pl por sitio) para un total de
100 pl de vacuna para administrar una dosis de antigeno de 10 ng. Cuando se requirié la medicidén de las respuestas
de células T, se recogieron los bazos el dia 35 0 49.

Vacunacién y exposicion de ratas algodoneras

Se obtuvieron ratas algodoneras hembra (Sigmodon hispidis) de Harlan Laboratories. Todos los experimentos fueron
aprobados y se realizaron segun el Comité de Uso y Cuidado de Animales de Novartis. Se inmunizaron grupos de
animales por via intramuscular (i.m., 100 pl) con las vacunas indicadas los dias 0 y 21. Se recogieron muestras de
suero 2 semanas después de cada inmunizacién. Se expuso a los animales inmunizados o de control sin vacunar por
via intranasal (i.n.) con 1x10% UFP de VRS 4 semanas después de la inmunizacién final. La recogida de sangre y la
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exposicién a VRS se realizaron bajo anestesia con isoflurano al 3 % usando un vaporizador de precision.
Ensayos de funcién de células T de ratén
Ensayo de inmunofluorescencia de citocinas intracelulares

Se agruparon de dos a cinco bazos de ratones BALB/c vacunados de manera idéntica y se prepararon suspensiones
de células individuales para cultivo. Se establecieron dos cultivos estimulados con antigeno y dos cultivos no
estimulados para cada conjunto de esplenocitos. Los cultivos estimulados con antigeno contenian 1 x 108
esplenocitos, péptido F de VRS 85-93 (1x10° M), péptido F de VRS 249-258 (1x10-¢ M), péptido F de VRS 51-66 (1
x 10° M), AcM anti-CD28 (1 mcg/ml) y brefeldina A (1:1000). Los cultivos no estimulados no contenfan péptidos F de
VRS y, por lo demas, eran idénticos a los cultivos estimulados. Después de cultivar durante 6 horas a 37 °C, se
procesaron los cultivos para inmunofluorescencia. Se lavaron las células y luego se tifieron con anticuerpos
monoclonales (AcM) anti-CD4 y anti-CD8 marcados con fluorescencia. Se lavaron las células de nuevo y luego se
fijaron con Cytofix/cytoperm durante 20 minutos. Entonces, las células fijadas se lavaron con tampén de lavado Perm
y luego se tifieron con AcM marcados con fluorescencia especificos para IFN-g, TNF-a, IL-2 e IL-5. Las células tefiidas
se lavaron y luego se analizaron en un citdmetro de flujo LSR II. Se usé el software FlowJo para analizar los datos
adquiridos. Los subconjuntos de células T CD4+8- y CD8+4- se analizaron por separado. Para cada subconjunto en
una muestra dada, se determiné el % de células positivas para citocinas. Se calculé el % de células T especificas de
antigeno F de VRS como la diferencia entre el % de células positivas para citocinas en los cultivos estimulados con
antigeno y el % de células positivas para citocinas en los cultivos no estimulados. Se determinaron los limites de
confianza del 95 % para el % de células especificas de antigeno utilizando métodos convencionales (Statistical
Methods, 72 edicion, G.W. Snedecor y W. G. Cochran).

Ensayo de citocinas secretadas

Los cultivos para el ensayo de citocinas secretadas fueron similares a los del ensayo de inmunofluorescencia de
citocinas intracelulares excepto porque se omitié la brefeldina A. Se recogieron los sobrenadantes de cultivo después
de un cultivo durante la noche a 37 °C y se analizaron para detectar multiples citocinas utilizando kits de citocinas
Th1/Th2 de ratén de Meso Scale Discovery. Se determiné la cantidad de cada citocina por cultivo a partir de curvas
patrén producidas usando citocinas recombinantes purificadas suministradas por el fabricante.

ELISA especifico de F de VRS

Se sometieron a ensayo muestras de suero individuales para detectar la presencia de |gG especifica de F de VRS
mediante ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA). Se recubrieron placas de ELISA (MaxiSorp de 96 pocillos,
Nunc) durante la noche a 4 °C con F de VRS purificado 1 pg/ml (delp23-furdel-trunc no escindido) en PBS. Después
del lavado (PBS con Tween-20 al 0,1 %), se bloquearon las placas con tampén de bloqueo Superblock en PBS
(Thermo Scientific) durante al menos 1,5 horas a 37 °C. Entonces, se lavaron las placas, se afiadieron diluciones en
serie de suero en diluyente de ensayo (PBS con Tween-20 al 0,1 % y suero de cabra al 5 %) de ratas algodoneras
experimentales o de control, y se incubaron las placas durante 2 horas a 37 °C. Después del lavado, se incubaron las
placas con IgG de pollo anti-rata algodonera conjugada con peroxidasa del réabano (HRP) (Immunology Consultants
Laboratory, Inc, diluida 1:5.000 en diluyente de ensayo) durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, se lavaron las placas y
se afiadieron a cada pocillo 100 ul de disolucidén de sustrato de peroxidasa TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories,
Inc). Las reacciones se detuvieron mediante la adicién de 100 ul de HsPO4 1 M, y se leyé la absorbancia a 450 nm
usando un lector de placas. Para cada muestra de suero, se generé un gréafico de densidad 6ptica (DO) frente al
logaritmo de la dilucién de suero inversa mediante regresion no lineal (GraphPad Prism). Los titulos se definieron
como la dilucién de suero inversa a una DO de aproximadamente 0,5 (normalizada a un patrén, sueros agrupados de
ratas algodoneras infectadas con VRS con un titulo definido de 1:2500, que se incluyd en cada placa).

Ensayo de microneutralizacién

Se sometieron a prueba muestras de suero para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes mediante una
prueba de neutralizacién de reduccién de placas (PRNT). Se afiadieron diluciones en serie de dos veces de suero Hl
(en PBS con el 5 % de HI-FBS) a un volumen igual de VRS Long titulado previamente para dar aproximadamente 115
UFP/25 pl. Se incubaron mezclas de suero/virus durante 2 horas a 37 °C y el 5 % de CO2 para permitir que se
produjera la neutralizacién del virus y luego se inocularon 25 pl de esta mezcla (que contenia aproximadamente 115
UFP) en pocillos duplicados de células HEp-2 en placas de 96 pocillos. Después de 2 horas a 37 °C y el 5 % de CO2,
se recubrieron las células con metilcelulosa al 0,75 %/EMEM el 5% de HI-FBS y se incubaron durante 42 horas. Se
determiné el nimero de particulas de virus infecciosas mediante la deteccidén de la formacién de sincitios mediante
inmunotincion seguido por recuento automatico. El titulo de neutralizacion se define como el inverso de la dilucién de
suero que produce una reduccion de al menos el 60 % en el numero de sincitios por pocillo, en relacién con los
controles (sin suero).

Carga viral
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Se determiné la carga viral en el pulmén mediante ensayo de placas. Especificamente, se recogieron los pulmones 5
dias después de la infeccién con VRS y se colocé un |6bulo derecho en 2,5 ml de medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Invitrogen) con sacarosa al 25% y se rompié con un homogeneizador de tejidos. Los sobrenadantes
libres de células de estas muestras se almacenaron a -80 °C. Para el ensayo de virus infeccioso, se inocularon
diluciones de homogeneizado de pulmoén clarificado (en PBS con el 5 % de suero bovino fetal inactivado con calor, HI-
FBS) en monocapas de células HEp-2 confluentes en un volumen de 200 pl/pocillo de una placa de 12 pocillos.
Después de 2 horas con agitacién suave periédica (37 °C, el 5 % COz), se retird el indculo y se rrecubrieron las células
con 1,5 ml de agarosa SeaPlaque al 1,25 % (Lonza) en medio esencial minimo de Eagle (EMEM, Lonza) suplementado
con el 5 % de HI-FBS, glutamina y antibiéticos. Después de 3-4 dias de incubacién, se recubrieron las células de
nuevo con 1 ml de agarosa al 1,25 % en EMEM (Sigma) que contenia rojo neutro al 0,1 % (Sigma). Las placas se
contaron un dia después con la ayuda de una caja de luz.

Patologia pulmonar de ratas algodoneras

Cinco dias después de la exposicién a VRS, se recogieron los pulmones y se recogieron 4 |6bulos de cada animal y
se fijaron con formalina tamponada neutra (NBF) al 10 % mediante instilacién intratraqueal suave seguido por fijacién
por inmersién. Los tejidos se procesaron de manera rutinaria para preparar secciones teflidas con hematoxilina y
eosina para el examen microscépico. Los hallazgos se evaluaron usando una modificacién de los criterios publicados
previamente [Prince GA, et al., 2001] para los siguientes parametros: peribronquiolitis, alveolitis, bronquitis, infiltrados
celulares perivasculares y neumonitis intersticial. Las lesiones se clasificaron en una escala semicuantitativa de 4
puntos. El cambio minimo (+) contenia uno o0 unos pocos focos pequefios; el cambio leve (++) estaba compuesto por
focos de tamafio pequefio a medio; el cambio moderado (+++) contenia focos frecuentes y/o de tamafio moderado; y
el cambio marcado (++++) mostré focos extensos a confluentes que afectaban a la mayoria/todo el tejido.

Ejemplo 7
A - Estudio de exposiciéon a VRS de ratas algodoneras (CRIS14)

El replicon A317, que expresa la glucoproteina de fusién de superficie de VRS (F de VRS), se usé para este
experimento. A ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), 8 animales por grupo, se les administraron vacunaciones
intramusculares bilaterales (50 pl por pata) los dias 0 y 21 con ARN autorreplicante desnudo (A317, 1 pg o 10 pg),
ARN autorreplicante formulado en LNP [RV01(01), A317, 0,1 ug o 1 ug), VRP (5x10% Ul) que expresan F de VRS,
subunidad de trimero de F/alumbre (10 png) o vacuna de VRS inactivado con formalina (5200 ufp de Fl). Se recogid
suero para el andlisis de anticuerpos los dias 14 (2wp1) y 35 (2wp2). Se expuso a todos los animales con 1x10° ufp
de VRS por via intranasal el dia 49 y se recogieron los pulmones el dia 54 (5dpc) para determinacién de la carga viral
y la patologia pulmonar.

Resultados

Tabla 7: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 14 y 35

IgG especifica de F  1gG especifica de F
vacuna dosis 2wp1 2wp2
A317 10 png 198 1599
A317 1 g 78 526
CNE17 1 g 408 4918
CNE17 0,1 g 325 2512
RV01(01) 1 g 531 4351
RV01(01) 0,1 g 134 1033
VRP 5x106 Ul 961 5864
Trimero de F/alumbre 10 ng 3526 111893
FI-VRS 5200 ufp de FI 17 2074
ninguna 5 5

Tabla 7. Titulos de 1gG en suero especifica de F de ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), 8 animales por grupo,
después de vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis de anticuerpos los dias
14 (2wp1) y 35 (2wp2), se expuso a todos los animales con 1x10° ufp de VRS por via intranasal el dia 49. Se recogieron
los pulmones el dia 54 (5dpc) para la determinacién de la carga viral y la patologia pulmonar. Los datos se representan
como titulos medios geométricos de 8 ratas algodoneras individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo
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de <25 (limite de deteccién), se le asigné un titulo de 5.

Tabla 8. Titulos de neutralizacién en suero de VRS de ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), 8 animales por grupo,
después de vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis los dias 14 (2wp1) y 35
(2wp2). Los datos se representan como titulos de neutralizacién de reduccion de placas del 60 %. Titulos medios
geométricos de 2 conjuntos de 4 ratas algodoneras por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de

Tabla 8: Titulos de neutralizacién en suero de VRS los dias 14 y 35

PRNT60 PRNT60
vacuna dosis 2wp1 2wp2
A317 10 pug 78 240
A317 1ug 58 70
CNE17 1ug 91 269
CNE17 0,1 ng 63 145
RV01(01) 1ug 103 667
RV01(01) 0,1 ng 46 130
VRP 5x108 Ul 149 683
Trimero de F/alumbre 10 g 142 >5120
FI-VRS 5200 ufp de FlI 28 38
ninguna 30 <20

deteccion), se le asigné un titulo de 5.

Tabla 9: Titulos de virus en pulmén 5 dias tras la exposicién a VRS

ufp/g de pulmén
vacuna dosis 5dpc
A317 10 ng 397
A317 1ug 659
CNE17 1ug 414
CNE17 0,1 g 572
RV01(01) 1ug 445
RV01(01) 0,1 g 716
VRP 5x108 Ul 359
Trimero de F/alumbre 10 ng 190
FI-VRS 5200 ufp de FI 5248
ninguna (expuesto) 728618

Tabla 9: Titulos de virus en pulmén 5 dias tras la exposicion a VRS de ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), 8
animales por grupo, después de vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se expuso a todos los animales con
1x105% ufp de VRS por via intranasal el dia 49. Se recogieron los pulmones el dia 54 (5dpc) para la determinacién de
la carga viral y la patologia pulmonar. Los datos se representan como unidades formadoras de placa por gramo de
pulmén tal como se determina mediante el ensayo de placas. Titulos medios geométricos de 8 ratas algodoneras
individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <200 (limite de deteccidn), se le asigné un titulo de

100.

Tabla 10: Puntuaciones de alveolitis pulmonar 5 dias tras la exposicién a VRS

76

n.° de ratas algodoneras con puntuacién de alveolitis indicada
vacuna dosis | O 1 2 3 4
A3171 10ung | 8
A3171 1ug | 8
CNE17 1ug | 8
CNE17 0,1ug |7 1
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RV01(01) 1ug | 6 2

RV01(01) 0,1ug | 8

VRP 5x10°Ul | 3 4 1
Trimero de F/alumbre 10pg | 7 1

FI-VRS 5200 ufp de FI | 1 4 3
ninguna (expuesto) 5 3

Tabla 10. Alveolitis pulmonar 5 dias tras la exposicién a VRS de ratas algodoneras (Sigmodon hispidus), 8 animales
por grupo, después de vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se expuso a todos los animales con 1x10% ufp
de VRS por via intranasal el dia 49. Se recogieron los pulmones el dia 54 (5dpc) para la determinacién de la carga
viral y la patologia pulmonar. Se clasificaron las lesiones en una escala semicuantitativa de 4 puntos. El cambio minimo
(1) contenia uno o unos pocos focos pequefios; el cambio leve (2) estaba compuesto por focos de tamafio pequefio a
medio; el cambio moderado (3) contenia focos frecuentes y/o de tamafio moderado; y el cambio marcado (4) mostré
focos extensos a confluentes que afectaban a la mayoria/todo el tejido.

Conclusiones

Uno objetivo de este estudio fue determinar la inmunogenicidad y la capacidad protectora del ARN de replicén en el
modelo de VRS de rata algodonera. Otro objetivo fue evaluar el efecto de las formulaciones de liposomas y CNE17
sobre la inmunogenicidad y eficacia de la vacuna. El ARN de replicén no formulado indujo anticuerpos neutralizantes
de VRS e IgG especifica de F en suero después de una vacunacion, y esta respuesta se reforzé mediante una segunda
vacunacion. Las formulaciones de liposomas y CNE17 fueron igualmente eficaces en este modelo, reforzando los
titulos de IgG especifica de F a 1 ug de ARN de replicén aproximadamente 8 veces y los titulos de neutralizacién en
4-10 veces (CNE17 y liposomas, respectivamente) después de la segunda vacunacién. Todas las vacunas de ARN
de replicon proporcionaron proteccién frente a una exposicién nasal a VRS, reduciendo la carga viral pulmonar en méas
de 3 4rdenes de magnitud cuando se midié 5 dias mas tarde. La magnitud y la capacidad protectora de la respuesta
inmunitaria generada por 1 ug de ARN de replicén formulado con liposomas estuvo dentro de dos veces la respuesta
provocada por 5x10% VRP. La subunidad de trimero con adyuvante de alumbre provocd los titulos de ELISA de IgG
anti-F totales mas altos, provocé los titulos de neutralizacién mas altos y provocé el grado mas alto de proteccion
frente a los titulos de VRS en el pulmdn con la exposiciéon de cualquiera de las preparaciones de vacuna sometidas a
prueba en este estudio.

Ejemplo 7B — Estudio de inmunogenicidad de F de VRS (10-1001)

El replicon A317, que expresa la glucoproteina de fusion de superficie de VRS (F de VRS), se usd para este
experimento. A ratones BALB/c, 10 animales por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales
(50 ul por pata) los dias 0 y 21 con VRP que expresan F de VRS (1x10° Ul), ARN autorreplicante desnudo (A317, 1
1g), ARN autorreplicante administrado usando electroporacién (A317, 10 pg), ARN autorreplicante formulado en
liposomas [RV01(01), A317, 0,1 ug o 1 ug) y ARN autorreplicante formulado con CNE17 (A317, 0,1 ng o 1 pg). Se
recogié suero para el analisis de anticuerpos los dias 14 (2wp1), 35 (2wp2) y 49 (4wp2). Se recogieron los bazos de
5 ratones por grupo el dia 49 (4wp2) para el anélisis de células T.

Resultados
Tabla 11: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 14

1ug de 0,1 ug de 1 ug de 0,1 ug de 1 ng de 10 pug de 1E6 Ul de

A317 RV01(01) RV01(01) CNE17 CNE17 A317 + EP VRP
529 14385 19299 2429 3373 5 6041
1530 10713 19170 2060 4417 88 4912
2734 12756 13860 2012 1927 964 12923
2503 11546 17352 1887 3597 7235 7075
5539 15300 22094 3174 5731 2558 6829
1033 14072 21213 3904 2852 5105 4885
5110 18274 17915 1481 3739 9806 3680
1106 7873 15659 2345 4904 2787 9813
1493 17175 6669 3084 3824 2576 8631
3456 19730 13259 2497 3004 1858 6314
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| oMT | 1980 | 13731 15903 2398 3590 | 1180 | 6685 |

Tabla 11. (10-1001) Titulos de IgG en suero especifica de F de ratones, 10 animales por grupo, 14 dias después de
la vacunacién intramuscular. Los datos se representan como titulos para ratones individuales y los titulos medios
geométricos de 10 ratones individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de deteccién),
se le asigné un titulo de 5.

Tabla 12: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 35

1 g de 0,1 ng de 1 png de 0,1 ng de 1 g de 10 pg de 1E6 Ul de
A317 RV01(01) RV01(01) CNE17 CNE17 A317 + EP VRP

958 128208 227021 48079 8473 14612 813045
12518 191729 212911 17589 58556 22805 365485
4839 315786 303987 8522 12053 32156 961601
10128 218147 335071 10985 20395 24090 349215
18451 225622 155893 30801 51514 31053 297526
9805 182693 519162 13372 26348 18105 207652
19154 185342 169332 5137 80686 23918 1580066
4490 82744 489441 47173 21014 9091 900889
14674 190010 131361 78232 61076 21006 822285
15223 553164 254500 24135 25499 9835 587121
GMT 8532 201892 253687 20767 29111 19117 579033

Tabla 12. (10-1001) Titulos de 1gG en suero especifica de F de ratones, 10 animales por grupo, después de
vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis de anticuerpos el dia 35 (2wp2). Los
datos se representan como titulos para ratones individuales y los titulos medios geométricos de 10 ratones individuales
por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de deteccién), se le asigné un titulo de 5.

Tabla 13: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 49

1 ug de 0,1 ug de 1 ug de 0,1 ug de 1 ng de 10 pug de 1E6 Ul de
A317 RV01(01) RV01(01) CNE17 CNE17 A317 + EP VRP
1248 140407 133787 52747 34245 30388 366771
12441 155669 182995 29352 128030 20768 209400
4967 203059 211020 10857 17016 53763 360615
14536 134253 488698 28800 57250 28373 191475
31556 370726 158816 44613 76576 34318 139148
13815 184738 185184 20314 42357 35736 63839
20495 141644 103026 4546 101445 34611 192101
4800 76711 312096 27476 47285 10138 177858
19159 143275 139811 68386 55865 23958 130218
26836 479594 230331 24360 52871 13624 174378
GMT 10947 177168 194350 24891 53615 25888 180420

Tabla 13. (10-1001) Titulos de IgG en suero especifica de F de ratones, 10 animales por grupo, después de
vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis de anticuerpos los dias 49 (4wp2).
Los datos se representan como titulos para ratones individuales y los titulos medios geométricos de 10 ratones
individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de deteccién), se le asigné un titulo de 5.

Tabla 14: Titulos de neutralizacién en suero de VRS el dia 35

A317, 1 ng RV01(01) 0,1 png RV01(01) 1 png CNE17 0,1 pg CNE17 1 png VRP 1E6 Ul
2wp2 2wp?2 2wp2 2wp?2 2wp?2 2wp?2
NA 143 106 NA NA 265
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NA 272 62 NA NA 73
NA 204 <40 NA NA 77
NA 814 334 NA NA 140
NA 67 86 NA NA 200
NA 420 125 NA NA 134
NA <40 566 NA NA 466
NA 104 202 NA NA 127
NA 241 <40 NA NA 75
NA 223 44 NA NA 77
GMT NA 176 96 NA NA 139

Tabla 14: (10-1001) Titulos de neutralizaciéon en suero de VRS de ratones, 10 animales por grupo, después de
vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogi6é suero para el analisis el dia 35 (2wp2). Los datos se
representan como titulos de neutralizacién de reduccién de placas del 60 % de ratones individuales y el titulo medio
geométrico de 10 ratones individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <40 (limite de deteccién),
se le asign6 un titulo de 20. NA = no sometido a ensayo.

Tabla 15: Titulos de neutralizacién en suero de VRS el dia 49

A317, 1 ng RV01(01) 0,1 png RV01(01) 1 png CNE17 0,1 pg CNE17 1 ng VRP 1E6 Ul
4wp?2 4wp?2 4wp?2 4wp?2 4wp?2 4wp?2
<40 194 82 <40 <40 161
<40 272 165 <40 70 64
<40 142 <40 <40 <40 126
<40 881 442 <40 76 151
<40 61 108 42 57 194
<40 426 156 52 <40 123
<40 78 814 <40 <40 1033
<40 <40 291 173 <40 174
<40 246 103 <40 <40 122
<40 574 396 <40 <40 76

GMT <40 231 215 29 29 165

Tabla 15: (10-1001) Titulos de neutralizacién en suero de VRS de ratones, 10 animales por grupo, después de
vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis el dia 49 (4wp2). Los datos se
representan como titulos de neutralizaciéon de reduccién de placas del 60 % de ratones individuales y el titulo medio
geométrico de 10 ratones individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <40 (limite de deteccién),
se le asign6 un titulo de 20. NA = no sometido a ensayo.

Table 16: T respuestas celulares el dia 49

Respuestas de células T CD4

Células T esplénicas CD4+CD8-. % positivas para citocinas y especificas para
péptido F51-66 de VRS

esplenicas 4wp?2 IFNg+ L2+ L5+ TNFa+

VRP 1E6 Ul 0,07 £ 0,06 0,04 £ 0,05 0,00 £ 0,02 0,10 £ 0,04
1 ug de A317 0,00 + 0,05 0,05 + 0,04 0,00 £ 0,01 0,03 £ 0,02
RVO1(01) 1 ug 0,04 + 0,06 0,07 + 0,05 0,00 £ 0,01 0,09 £ 0,03
RV01(01) 0,1 pug 0,06 + 0,05 0,08 + 0,04 0,00 £ 0,01 0,10 £ 0,03
CNE17 1 pg 0,00 + 0,05 0,04 0,04 0,00 £ 0,01 0,05 £ 0,02
CNE17 0,1 pg 0,00 + 0,05 0,02 + 0,04 0,00 £ 0,01 0,02 £ 0,02
10 pg de VA317 + EP 0,02 + 0,06 0,04 + 0,04 0,01 £ 0,01 0,05 £ 0,03
ninguna 0,04 £ 0,06 0,00 £ 0,05 0,00 £ 0,02 0,00 £ 0,01
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Tabla 16. (10-1001) Frecuencias de células T esplénicas CD4+ especificas de F de VRS el dia 49 (4wp2). Se muestra
la frecuencia neta positiva para citocinas (especificas de antigeno) (%) + semi-intervalo de confianza del 95 %. Las
frecuencias netas mostradas en negrita indican respuestas estimuladas que eran de manera estadisticamente
significativa > 0.

Tabla 17: Respuestas de células T el dia 49

i Células T esplénicas CD8+CD4-: % positivas para citocinas y especificas para los
ggng:;tgﬁi gaescmgs T péptidos F de VRS F85-93 y F249-258
IFNg+ IL2+ IL5+ TNFa+

VRP 1E6 Ul 3,48 £ 0,29 1,21+ 0,18 -0,03+ 0,05 3,31+£0,28
1 nug de A317 0,74+ 0,15 0,46 £ 0,11 -0,03 + 0,04 0,70 £ 0,14
RV01(01) 1 png 3,69+0,28 1,43+ 0,18 -0,01+ 0,04 3,44 £ 0,27
RV01(01) 0,1 nug 2,52+0,23 1,10+ 0,15 0,03 £ 0,03 2,31+£0,22
CNE17 1 pg 1,25+ 0,17 0,60 £ 0,12 0,01 £ 0,03 1,15+ 0,16
CNE17 0,1 pg 0,89+ 0,15 0,49 £ 0,11 -0,03 + 0,04 0,83+0,14
10 ng de A317 + EP 0,85+ 0,15 0,53 £0,11 0,01 £ 0,04 0,72+ 0,15
ninguna 0,01 £0,07 0,00 £ 0,05 -0,02+ 0,05 0,02 £ 0,06

Tabla 17. (10-1001) Frecuencias de células T esplénicas CD8+ especificas de F de VRS el dia 49 (4wp2). Se muestra
la frecuencia neta positiva para citocinas (especificas de antigeno) (%) + semi-intervalo de confianza del 95 %. Las
frecuencias netas mostradas en negrita indican respuestas estimuladas que eran de manera estadisticamente
significativa > 0.

Conclusiones

La formulacién de liposomas mejoré significativamente la inmunogenicidad, tal como se determiné por el aumento de
los titulos de 1gG especifica de F (aumento de 8-30 veces), los titulos de neutralizacién y las respuestas de células T
CD4 y CDB8, en relacién con el control de ARN desnudo. Sorprendentemente, los titulos de IgG especifica de F y los
titulos de neutralizacién para RV01(01) a ambas dosis de 0,1 y 1,0 ug fueron equivalentes a la VRP (1x108 Ul). Las
respuestas de células T para la formulacién de LNP fueron equivalentes a la dosis mas alta de VRP (1 x 10% Ul). La
formulacién del ARN autorreplicante con CNE17 mejor6 significativamente la inmunogenicidad, tal como se determiné
por el aumento de los titulos de IgG especifica de F (aumento de 2-5 veces), los titulos de neutralizacion y las
respuestas de células T CD4 y CD8, en relacién con el control de ARN desnudo. La electroporacién del ARN mejoré
la inmunogenicidad en relacién con el control de ARN desnudo, pero fue significativamente menor que la
administracion de liposomas.

Ejemplo 7C — Estudio de inmunogenicidad de F de VRS (10-1018)

El replicon A317, que expresa la glucoproteina de fusion de superficie de VRS (F de VRS), se usd para este
experimento. A ratones BALB/c, 8 animales por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales
(50 wl por pata) los dias 0 y 21 con VRP que expresan F de VRS (1x10° Ul), ARN autorreplicante desnudo (A308, 1,
0,1, 0,01 ng) y ARN autorreplicante formulado en liposomas (RV01(01) usando el método 1 (A317, 10,0, 1,0, 0,1, 0,01
1g). Se recogib suero para el anélisis de anticuerpos los dias 14 (2wp1) y (2wp2). Se recogieron los bazos 5 ratones
por grupo el dia 49 (4wp2) para el analisis de células T.

Resultados
La formulacion de liposomas RV01(01) tenia un diametro de particula promedio Z de 158 nm con un indice de
polidispersidad de 0,14, la eficiencia de encapsulacidén era del 96 %. En las tablas 18 y 19 se muestran los titulos de

IgG en suero especifica de F el dia 14 y 35 y en las tablas 20 y 21 se muestran las respuestas de células T el dia 49.

Tabla 18: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 14y 35

A317
VRP 1E6 Ul
1ug 0,1 pg 0,01 pg
2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2
6334 39539 772 4687 5 2334 143 1377
1500 14895 5 142 5 161 5 333
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VRP 1E6 Ul AT
1pg 0,1pg 0,01 pg
2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2
5450 38252 109 2972 5 145 5 5
1835 12831 5 3674 5 97 5 5
2277 30326 5 5003 5 1077 5 175
2818 33437 663 8258 221 457 5 5
2405 22551 257 845 5 1558 5 456
2137 19179 5 1765 5 5 5 180
GMT 2735 24427 41 2144 8 259 8 73

Tabla 18: (10-1018) Titulos de IgG en suero especifica de F de ratones, 8 animales por grupo, después de
vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis de anticuerpos los dias 14 (2wp1) y
35 (2wp2). Los datos se representan como ratones individuales y los titulos medio geométricos de 8 ratas algodoneras
individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de deteccién) se le asigné un titulo de 5.

Tabla 19: Titulos de IgG en suero especifica de F el dia 14y 35

RV01(01)

10 pg 1pg 0,1 pg 0,01 ug
2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2 2wp1 2wp2
5880 82689 7255 45018 4072 22174 619 2872
6126 42529 3009 22288 3974 27730 474 3603
8069 76263 5385 23561 3272 15328 914 2692
5966 108234 4148 53675 3968 24456 2011 11542
8590 57912 4210 37004 4950 13014 903 4684
7172 74162 2179 24179 2856 13694 1575 6720
8072 122796 1640 5994 4073 17849 438 16514
8706 83601 5725 28760 3797 17342 1058 13665
GMT 7235 77338 3783 25790 3826 18325 879 6235

Tabla 19: Continuacién de 23A. (10-1018) Titulos de IgG en suero especifica de F de ratones, 8 animales por grupo,
después de vacunaciones intramusculares los dias 0 y 21. Se recogié suero para el analisis de anticuerpos los dias
14 (2wp1) y 35 (2wp2). Los datos se representan como animales individuales y los titulos medios geométricos (GMT)
de 8 ratas algodoneras individuales por grupo. Si un animal individual tenia un titulo de <25 (limite de deteccidn) se le
asigné un titulo de 5.

Tabla 20: Respuestas de células T el dia 49

Células T esplénicas CD4+CD8-: % positivas para citocinas y especificas para

Resy:?u(_astas de células T péptido F51-66 de VRS

esplenicas 4wp?2 IFNg+ IL2+ L5+ TNFa+
VRP 1E6 Ul 0,00 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,00 £ 0,01 0,07 £ 0,03
1 nug de A317 0,01 + 0,01 0,03 £ 0,02 0,00 £ 0,01 0,03 £ 0,02
0,1 ug de A317 0,00 = 0,01 0,01 £ 0,01 0,00 £ 0,00 0,01 £ 0,01
0,01 ng de A317 0,00 + 0,00 0,01 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,00 £ 0,01
RV01(01), 10 pug 0,02 + 0,01 0,05 £ 0,02 0,00 £ 0,00 0,06 £ 0,02
RV01(01), 1 ug 0,03+ 0,02 0,08 £ 0,02 0,00 £ 0,01 0,09 £ 0,02
RV01(01), 0,1 pg 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,00 £ 0,01 0,03 £ 0,02
RV01(01), 0,01 ng 0,00 + 0,00 0,02 £ 0,02 0,01 £ 0,01 0,02 £ 0,02
ninguna 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,01 0,01 £ 0,01
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Tabla 20. Frecuencias de células T esplénicas CD4+ especificas de F de VRS el dia 49 (Expt. 10-1018, 4wp2). Se
muestra la frecuencia neta positiva para citocinas (especificas de antigeno) (%) + semi-intervalo de confianza del 95
%. Las frecuencias netas mostradas en negrita indican respuestas estimuladas que eran de manera estadisticamente
significativa > 0.

Tabla 21: Respuestas de células T el dia 49

i Células T esplénicas CD8+CD4-: % positivas para citocinas y

$Z§%Tg:f::sdfwcpezllﬂas especificas para los péptidos de F de VRS F85-93 y F249-258
IFNg+ IL2+ IL5+ TNFa+

VRP 1E6 Ul 2,45+ 0,21 0,58 £ 0,10 0,00 £ 0,01 2,64+ 0,21
1 nug de A317 1,68 + 0,17 0,45 £ 0,09 0,00 £ 0,02 1,75+ 0,18
0,1 ug de A317 0,21 £ 0,07 0,08 £ 0,04 0,01 £0,02 0,30 + 0,08
0,01 png de A317 0,06 £ 0,05 0,05 £ 0,03 0,01 £0,02 0,16 + 0,06
RV01(01), 10 pg 3,32+£0,23 0,69 £ 0,11 0,00 £ 0,02 3,90+ 0,25
RV01(01), 1 ng 1,81+ 0,17 0,59 £ 0,10 0,00 £ 0,02 2,04+ 0,20
RV01(01), 0,1 ng 0,91+£0,12 0,32 £ 0,07 0,00 £ 0,01 1,06 £ 0,14
RV01(01), 0,01 pug 0,58 £ 0,10 0,33 £ 0,08 0,00 £ 0,01 0,64 + 0,11
ninguna 0,01 £0,02 0,01 £ 0,01 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,05

Tabla 21. Frecuencias de células T CD8" esplénicas especificas de F el dia 49 (Expt. 10-1018, 4wp2). Se muestra la
frecuencia neta positiva para citocinas (especificas de antigeno) (%) + semi-intervalo de confianza del 95 %. Las
frecuencias netas mostradas en negrita indican respuestas estimuladas que eran de manera estadisticamente
significativa > 0.

Conclusiones

La formulacién de liposomas mejord significativamente la inmunogenicidad, tal como se determiné por el aumento de
los titulos de IgG especifica de F y las frecuencias de células T, en relacién con los controles de ARN desnudo. Los
titulos de IgG especifica de F y las frecuencias de células T CD8 para RV01(01) a la dosis de 10 ug de ARN mejoraron
en relacién con el grupo de VRP (1x108 Ul).
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REIVINDICACIONES

Una composicién inmunogénica que comprende una proteina F de VRS recombinante soluble en forma de
un trimero que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en el que

(i) el primer dominio comprende el ectodominio F de VRS en su totalidad o en parte, y

(i) el segundo dominio comprende un dominio de oligomerizacién heterélogo que es la secuencia de
trimerizacién de fibritina de bacteriéfago T4 (“foldon”),

en el que el ectodominio de F de VRS en su totalidad o en parte comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos el 80% de identidad con los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos 23-
525 de SEQ IDNO: 2; y

en donde la composicidn inmunogénica es para su uso como un medicamento.

La composicién inmunogénica para su uso de la reivindicacién 1, en la que la secuencia de aminoacidos tiene
al menos el 90% de identidad con los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o los aminoécidos 23-525 de
SEQ ID NO: 2.

La composicién inmunogénica para su uso de la reivindicacién 2, en la que la secuencia de aminoacidos tiene
al menos el 95% de identidad con los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o los aminoécidos 23-525 de
SEQ ID NO: 2.

La composicién inmunogénica para su uso de la reivindicacién 3, en la que la secuencia de aminoacidos tiene
al menos el 98% de identidad con los aminoacidos 22-525 de SEQ ID NO: 1 o los aminoécidos 23-525 de
SEQ ID NO: 2.

La composicién inmunogénica para su uso de cualquier reivindicacién anterior, en la que la secuencia de
trimerizacién de la fibritina del bacteriéfago T4 (“foldon”) esta representada por SEQ ID NO: 19.
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ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTTGACATCGA
GCGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGTAGAAGCCAAGCAGGTC
ACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTTCAAAACTGATCGARACGGAGGTGG
ACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCCGCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCA
TTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGATCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAA
AACTGTAAGGAAATAACTGATAAGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCGTCATGAGCGACC
CTGACCTGGAAACTGAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGT
TTACCAGGATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGT TA

GCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGRACTTGGCTGGAGCATATCCATCATACT

GAGTC

CTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATGCAGCTCTGACGTTATGGA
GCGGTCACGTAGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGAAACCATCCAACAATGTTCTATTCTCT
GTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTACTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTATTTCACT
TACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCGGTGTGAGACTATAGTTAGT TGCGACGGGTACGTCGTTAARAG
AATAGCTATCAGTCCAGGCCTGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTC
TTGTGCTGCAAAGTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAG
CTACATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAMAAACTGCT
GGTTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACCATGAAAAATTAC
CTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAAGGAAGATCAAGAAGATGAAA
GGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTTGTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAAC
ATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATCATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTG
CCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGAGATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACA
AGGAGCCGTCACCTCTCATTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGA
GGTGCGTGAAGCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTG
GAAGCCGATGTAGACTTGATGTTACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCTTGATAA
AGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCGCAGGCTGTACTCAA
GAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGTGATAACACACTCTGGCCGAAAR
GGGCGTTATGCCGTGGAACCATACCATGGTAAAGTAGTGGTGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGG
ACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATTGTGTACAACGAACGTGAGTTCGTAAACAGGTACCTGCA
CCATATTGCCACACATGGAGGAGCGCTGAACACTGATGAAGAATATTACARAACTGTCAAGCCCAGCGAG
CACGACGGCGAATACCTGTACGACATCGACAGGARACAGTGCGTCAAGAAAGAACTAGTCACTGGGCTAG
GGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCGCCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGC
CGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAA
AGCGCAGTCACCAARAAAAGATCTAGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGARATTATAAGGGACG
TCAAGAAAATGAAAGGGCTGGACGTCAATGCCAGAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCARACA
CCCCGTAGAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGCC

FIG. 4A
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ATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCARACAGTGCGGTTTTTTTAACATGATGTGCC
TGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATT TGCACACAAGT CTTCCACAAAAGCATCTCTCGCCGTTGCACTAA
ATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGT TTTACGACAAAAAANTGAGAACGACGAATCCGAAAGAGACT
AAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAG
GGTGGGTGAAGCAGTTGCARATAGATTACAAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCT
GACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGTTCGGTACAAGGTGAATGAARATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAA
CATGTGAACGTCCTACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGARRACACTAGCCGGCGACCCATGGA
TAAAARACACTGACTGCCAAGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGA
TGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCCAGAATAAGGCAAACGTGTGT
TGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACTGAACAATGGAACACTG
TGGATTATTTTGAAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTT
TGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCACTGTTCCGTTATCCATTAGGAATAATCACTGG
GATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACC
CACAACTGCCTCGGGCAGTTGCCACTGGAAGAGTCTATCGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGA
TCCGCGCATAAACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGCCTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACAC
CCACAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAARATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAARMAGT
TGTCCGTCCCAGGCARAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAGCTCGGCTGGA
TTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGACATAATATTIGTTAATGTGAGGACCCCATATAAATAC
CATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCATGTTGACCAAGAAAGCTTGTCTGCATC
TGAATCCCGGCGGRACCTGTGTCAGCATAGGTTATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGG
TGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTTTCCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACT TGAAGAGACGGAAGTT
CTGTTTGTATTCATTGGGTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACARGCTTTCATCAACCTTGA
CCAACATTTATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATAT CATGTGGTGCGAGGGGA
TATTGCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTG
TGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCGAAGTAGGAAARGCGCGAC
TGGTCAAAGGTGCAGCTAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGA
AGGTGACAAMACAGTTGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCA
GTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAARAGATCGACTAACCCAATCATTGAACC
ATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGAAATGGGAAAT
GACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATAT CCGACGACTCTTCAGTG
ACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGAGTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCA
CAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATAT TTGGAAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGA
AATTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGT
ATGAGCAGTATTAGGTCGAAATGCCCCGTCGAAGAGTCGGARAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTT
GCTTGTGCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACARATTAC

FIG. 4B
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TGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCAGCCT
ATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCARGGAAGTATCTCGTGGAAACACCACCGGTAG
ACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCTGAACARCCACCACTTATAAC
CGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGT
TTGCTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGGTGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTAT
CTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCATGCATCCGACTTTCGATGTGGACAGTTTATCCATACTTGACACCCT
GGAGGGAGCTAGCGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAG

T Y R e

T alalo] ~
CLLLUTOCULOULLLALAA

TTTCTGGCGCGACCGETGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACAT
GAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAGTTTCCACCCCGCCAGGCGTGAA
TAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCAGGTCGGTCTCGAGA
ACCAGCCTGGTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAG
CACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTTCCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACA
ACAAARATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGCTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTAT
GCCCCGCGCCTCGACCAAGAAARAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTARATCCCACACCTGCTA
ACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACATGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGG
CCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGTAT
TCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAANG
AGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGG
AGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGAAACACTCC
TATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAG
CTGCCACAAAAAGAAATTGCAATGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAA
TGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGARACGTTTAAAGAAAACCCCATCAGG
CTTACTGAAGARAACGTGGTARATTACATTACCAAATTAAAAGGACCARARGCTGCTGCTCTTTTTGCGA
AGACACATAATTTGAATATGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGT
GAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGGTGATCCAGGCTGCCGATCCG
CTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGA
ACATTCATACACTGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGG
GGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCG
TTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGARA
TTTCATCAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCT
CACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCGCAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGA
TCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGT GAARGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAG
ACAGGTGCGCCACCTGETTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGARAGCGCCTTA
TTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCGTGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTARAA
AGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGC

FIG. 4C
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ATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGCGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTA
TGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAGTTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGC
TACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCGACGCC
ACCATGGAACTGCTGATCCTGAAGGCCAACGCCATCACCACCATCCTGACCGCCGTGACCTTCTGCTTCG
CCAGCGGCCAGAACATCACCGAGGAATTCTACCAGAGCACCTGCAGCGCCGTGAGCAAGGGCTACCTGAG
CGCCCTGCGGACCGGCTGGTACACCAGCGTGATCACCATCGAGCTGTCCAACATCAAAGAARACAAGTGC
AACGGCACCGACGCCAAGGTGAAACTGATCAAGCAGGAACTGGACAAGTACAAGAACGCCGTGACCGAGC

- e, . R v -~ PR R R R N N R PR B YR SN R o TR £ ST Y e

TGCAGCTGCTCATGCAGAGCACCCCCGCCACCAACAACCGGGCCAGAAGAGAGCTGCCCCGGTTCATGAA
CTACACCCTGAACAACGCCAAGAARACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGCGGAAGCGGCGGTTCCTGGGC
TTCCTGCTGGGCGTGGGCAGCGCCAT CGCCAGCGGGETGGCCGTGTCCAAGGTGCTGCACCTGGARAGGCG
AGGTGAACAAGATCAAGTCCGCCCTGCTGTCCACCAACAAGGCCGTGGTGTCCCTGAGCAACGGCGTGAG
CGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGATCTGAAGAACTACATCGACAAGCAGCTGCTGCCCATCGTGAACAAG
CAGAGCTGCAGCATCAGCAACATCGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACCGGCTGCTGGARA
TCACCCGGGAGTTCAGCGTGAACGCCGGCGTGACCACCCCCGTGAGCACCTACATGCTGACCAACAGCGA
GCTGCTGTCCCTGATCAATGACATGCCCATCACCAACGACCAGAARAAGCTGATGAGCAACAACGTGCAG
ATCGTGCGGCAGCAGAGCTACTCCATCATGAGCATCATCARAGAAGAGGTGCTGGCCTACGTGGTGCAGC
TGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGAAGCTGCACACCAGCCCCCTGTGCACCACCAACAC
CAAAGAGGGCAGCAACATCTGCCTGACCCGGACCGACCGGGGCTGGTACTGCGACAACGCCGGCAGCGTG
AGCTTCTTCCCCCAAGCCGAGACCTGCARAGGTGCAGAGCAACCGGGTGTTCTGCGACACCATGAACAGCC
TGACCCTGCCCTCCGAGGTGAACCTGTGCAACGTGGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAAGATCAT
GACCTCCAAGACCGACGTGAGCAGCTCCGTGATCACCTCCCTGGGCGCCATCGTGAGCTGCTACGGCAAG
ACCAAGTGCACCGCCAGCAACAAGAACCGGGGCATCATCAAGACCTTCAGCAACGGCTGCGACTACGTGA
GCAACAAGGGCGTGGACACCGTGAGCGTGGGCAACACACTGTACTACGTGAATAAGCAGGAAGGCAAGAG

CCTGTACGTGAAGGGCGAGCCCATCATCAACTTCTACGACCCCCTGGTGTTCCCCAGCGACGAGTTCGAC
GCCAGCATCAGCCAGGTCAACGAGAAGATCAACCAGAGCCTGGCCTTCATCCGGAAGAGCGACGAGCTGC
TGCACAATGTGAATGCCGGCAAGAGCACCACCAATATCATGATCACCACAATCATCATCGTGATCATTGT
GATCCTGCTGTCTCTGATTGCCCTGGGCCTGCTGCTGTACTGCAAGGCCCGCAGCACCCCTGTGACCCTG
TCCAAGGACCAGCTGTCCGGCATCAACAATATCGCCTTCTCCAACTGAAGTCTAGACGGCGCGCCCACCC
AGCGGCCGCATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCGCCTTAA
AATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTT TTAATATTTCAAAAARAAAALAAA
AAARAAAAAPAAPAAAARAAPAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGA
AGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACCAGCTCCAATTCGCCCTATAG
TGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACC
CAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATC
GCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC
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GGGTGCTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTC
TTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCCCTTTAGGGT
TCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCC
ATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTC
CAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGG
CCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATT TTAACAAAATATTAACGCTTAC
AATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAA
ATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAG
TATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCA
GARARCGCTGGTGAAAGTAARAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACAT CGAACTGGATC
TCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTAT
TCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAG
AATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACARACGATCGGAGG
ACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGSATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCG
GAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGC
GCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA
TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCC
GGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTA
TCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGAT CGCTGAGATAGGTGCCTCACT
GATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTT
TAATTTARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTT
CGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
AATCTGCTGCTTGCAAACARAAAAARCCACCGCTACCAGCGGTGCTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCA
ACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGT
GGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCG
CAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGA
GATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT
CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGARARAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT
TCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGT
AGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTC
TCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAARAGCGGGCAGTGA

FIG. 4E
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GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTCCCGGCT
CGTATGTTGTGCTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCA
AGCGCGCAATTAACCCT CACTAAAGGGAACAARAGCTGGGTACCGGGCCCACGCGTAATACGACTCACTA
TAG

FIG. 4F

96



ES 2991 844 T3

UG SHTHNI IS WS A S DA TTIDHI IS T ATTATIL LA THIN S
HSJUTHHIDS IS T ALSURIBA TV IAMT IS THAT TATITLL NN 1S
NS AUTHRITS BHIAS 1L AL SHBATTIDAUT IS THATTATIT L LININT IS
ASASTHRTSS BHIAS A HOIBASA TV IDIUT IS TIAAT TATT T LLININE 15
ASAVIHRIDS MONS T ALAMSATT TN IS TIAATYATT T LLININLES
wwucmzzmwmaamxma»bm»zxxxurdaqu:HdmduunHH»HHMp»H:Hz»ww

« 3 * ; + 3
PG B8 085 085 0ps 0£S 1e4h

AGCHAUH TI30SMT 0 ISANTNINADST SHO TSI A TBAXNTTAITAAL TS0 IS ARAL L HNDASALOADINS AARIDNS I AR I SHIDINGH LT XU AISA TS 1S LTASSS i1 A5 LITABOA
AGHNAHE TI30SMT 40 ISR DIINABS T SHO A0S AA B4 M TLSIINAL ISHDIUARAAL TINGASALOADANG AL QIDNS S IATT SMIIHSHL A LATAISA TS 15 L TASSSABLAS LHTA0A
MOUMANE TI30SHHT 30 ISR I NADS ISHEATUS S A 10 INTTAIDIAL TSHDIVARALL TINBASA L CATINS ALOIBNS AL IT TSuHANSHL DE 804 ISATHO 1S LTASSSABLAS IMTAD0A
ADLNANH TIGSHHT JISONINIRABSTSHNATNSAIA TABLANTTAIDIAL BT TARA LA TINGASALCADINS AAIONS SIS TIDHOINGHL DAL A0 IS ATUS IS L TASSSTAENS LHTAD0A
ABDANETIIASHHL I ISERDIINABS ISHE AHIS 434 04 ANTTdIHAA THADT DIHAL A TEINDASA LEADMHSALGIONS 4 AT TDNIINSH L DE L HA JSATUD IS LTASSS IS IHTAD0L
ADIRARE TTOSHRT WIS BN IAMNABS IS6H I ISAIA WOAANTTSIDAR T T TANALA TINSASALBADARSA LG IONS 41 X TIDHIOINS L INLNUA ISATUB S L TASSSIBIAS IHIIONA
t + 4 + * * + > 1
@Nm o«m @em @mv omv wnw ewv omv ovv amv owv oﬂq oov«mm

AIATOONT A TS TLISHILODIAURSOANI LU 4 1SASIUROIANDHE L4 LTINS IA WLL D WS I TIOdL 0T 494 T I0ASAUIA TINTESHISASODUATDANUSH TAADANE TIUINT
ASRATRANT WATS S TL ISHULODIASREDANI L DA ASASIURODANSH L3 L TITHSIIALBLL I WS IR DDA LETAIA I IBAAAY 1A AL ESHISASUDSATBANNGH DONONE TUORY
AR ATOANT A IS 1L ISHRL OO JABNS DA D4 S 4SASSURNDANSHR LA L T THSI DALELL I S IR DG LETASA 1 WAL A TN ISHISASODBALBARNSH DAIBOH] TJHORY
ASHATDENTISATSA 1L TSHULOD JABRSBAAS LD A5 AS SURASANBAG LA LTINS ININL 1D 1S L ML ATASA T WAA AN WA T DAL ESHISASDDRATOARSSH POIBON L TAHORE
MASHATBENTISATSH 1L ISHHIIDIAYREDANI LOBDA 45 ASOUNOARUAR L1 TIINSS DUTN LI 1S L PINIS L GIA0A T WAA AN A IDITISKISASUBEATBARGSH DOIDONL TJHORT
ASHATHINTISATSE 1L ISHU LD SASNEDAND L HD A SSASOURUIDARTAG L3 1 1ITNS S IATHL LD WS LW TROA L ITASA T IBAA A IATIN T TSHISASIDAA THANSSH DOIBONL TAINY

_ : + : 1
OBE 08¢ oLE 0ug 03¢ ObE 0g8 628 otE 00E 062 082 B2 IR

TSTTISHE ALSA AL LASERAS AT TIANDID0 AT AL O THS T OGIOIATd TID8 LA M1 TARG L TASAUNS TS AAINE S TS DINAIST T IOIS A  HSHENSTAD T TAdu 0
IS TIISHL TALSADLIASUNAS A3 T TRRMADDATLA L SIHSTHOSIARA T TIBNOTAMA T 1AAS  TASAINS ISAAHANLS VISNINNAISS I IANS AUTOSHTYSIAD T 10 LididNN
TSTTISHLTALSA] LADBRAS AL TT VIRNIBD 3T AL EIHSTSISEARAT 4 IO TAHA M ARG L TASAONS ISAANLS TS ADINATST I IANSAUATSHING DA T 10 1N
TSTIISHL MALS 141 IADUHASIINL T VIASNUB0 3T AL ITNSTAISBIRALd TRINNT A I IANS L IASAONS ISAAANLE TN DINA IS I T IS AUTHSHIHNG A9 1 14D TRR0N
TSTISHL HALS 141 LADBRASIIUHT T T TISNNBO A3 TA LTINS TS OINA Td TIONNEARD I 1AAS L TASADNS TS AAUNNLS T TN DNAIS T T IS AHT ISHIUS AT 1145 1204 e
TETIISNL THALS I L LADHRAS ST TIAS OB A TA LOTHETAISHONAT TIBRHE AR HI TAHS L TASASHS IS AMINL S TIBIADINATD I T IS AHT DS HTHSYAS TS 1ARDRINS
§ 4 * ¥ 3 * 3 + + + H
omN omm cvw omw wmw cﬁm me @mm @mﬂ emm @ww @mﬁ QVﬁ ﬂMﬂ

STUAN VDN TLANL 2T TAAMNPHC SOH T IO T AURAIT T3 TAMIEQL SHORDIINS T311 TAS LAMD AN WIS TATASABS 31 SBAJITLTRDSSE 33 e TT 1T BUBATIT 13
SLANLODALNN VAN RS TN 1 LSOM T 10 T3 AVHA I T30NE TAA UG L ONOXNATHS T3YLTAS AL TS TATHSANS I SOASI2N TRDS U AT 41 ANY 1T ETUNGN TEA T3
STLAMDONN TLANN R TR0 NN L LSOM T 10 T3 LAUHUND T30NE TAA SO SHONDATNG 131 LIASLAND LA TS TABNSANS 11 SDASTAL THDISHADI1A81 1111 TURGN VETIM
STSANTHALINELAMIADAUTAALINNNEA 1NN T 10 TALAVRAN T3XT TAMALO1 ONOAL DHTHS 1311 TASIAMD L3 THS 4ATASAS I SDAII LTRSS 1 T TUNAY 11 1THSSAHT TTm
STSAN OALLHT L ANHAD AU TS INHH A LNDH T 1 T AU TAOT TAAAL 0 RO IAINS TALLIAS LANS L2 5 IABHSANS D1 SDAITLINGSS 1 TA THNTH 1L LATUS TaNT 1M
STSANTHALIRTIARMAD AU FSARINSIL HOM 110 T2 AUNXANT T30XE DAL ULINIXLDRNS 1311 TAS LA L4 TS AABHS AUSILSDA 132 THOSS L TA TSNTH 14 1ATHS AT TI3M
| . . s . ; . ; . ; . \
oET 0z1 611 007 o8 o8 04 89 0% o 98 02 61 1

+ 2

DEUSSLRT
Buby

24

1£584 eda]
b

2543

OBUR/NG]
duniy

28

{EG8Y ®d3]
&

26473

pouUEBUeT
Suoy

Pt
wmmmw rdag
3543

OEUBSURST
By

24

L5581 eday
3]

543

OEUISURT
2o

24

1E601 ede]
g

2hdd

97



ES 2991 844 T3

068 0GL 059 065 OGSy 06E 068 0S¢ 099 0SS OSkF  0Ge

(008 00 1009 7008 | 0o [ 008 U008 17002 ] 009 | 005 | 00v | 008

% -39

fl!...\x?v/ \\.!...l.\.)(r#ll./ \\i«v .W@Qdmi‘O'N \\/\/\)‘/‘\rol\w\l

. - Wt

/ % )G 0z

/ \ ”m,.;m,%o.ow \( -0'0

N\ T2l .. o9
< —=0'vl / .

\ 0791 0.0 ] o

M (V4 002 6727 09

J 0VC (o7 \ -0'8

{ -0'8Z . 001

w. ! ..Q.Nm” Oom f (O Nw\

L/ o 0 ve \ 01

Ju 22 M\ (crewouopny) xing 1zdjeg 1Q %o.wm (osauudy) uoisny ap mmw

,amw@x&o 44 RGO opyded 8p uowse( 1D 00z

U OGL 069 0S8 0Gh. 0GE 0% OSL 099 0S8 0Gr 05 v
fu” 17008 1 00L | 009 | 008 w 0oy | 0e | 008 [ 004 | 009 [ 005 ] 0¥ | 008
A el 00 e — g (JO.m
. s e .

/ 0¢ / / N 001

W o AN Vo -0'G1

-0'9 ./ { / / Lo a7

08 \ \ i M 00g

M (VAR Vo L0'GZ

004 eusdy ws b i 00

A B Vo ke

,o 91 uonssbi M M 5on

081 ! \ -0°0¢

BUISALY U0O BPRJES BI9SOY 1G] | wmm w j wmm

0 V7 M -0°'G9

i tqrc 0% J(osewiguop) Bping ezdieq oy ey

NIyw Myud

SOPEUOIOTBIES YA 8P 4 sousBiue ep sooidiy HIS Jod ugieoyund ep sewesBolewc) 1 einbi I4

98



ES 2991 844 T3

CIASY >

FASH=2

04 ASY — |

_
B18S0Y 0JSUIQUO

ol1awil]

4%

/1 Bm———

e 3 @mm 89&6 E:{

LE
8t

LA

9L
¢0}

051
gec

eaM
Nd

»ﬁé <fif

A s
euisdly uoo

uopsabiq

SHA ep 4 ousbjjue sp 3OV4-SAS A W3 ep sisiiguy:, eanbi

99



Figura 8: Inmunogenicidad de subunidades de F de VRS en ratas algodoneras
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