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DESCRIPCION
Moléculas quiméricas y usos de las mismas
Campo de la invencién

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud provisional australiana n.° 2017901152 titulada
"Chimeric molecules and uses thereof" presentada el 30 de marzo de 2017.

La presente invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. Generalmente, en el presente documento, se
describen polipéptidos quiméricos basados en proteinas virales de fusidén de membrana. De manera més particular, la
presente divulgacion se refiere generalmente a polipéptidos quiméricos que comprenden una porcién expuesta a la
superficie del virion de una proteina de fusién viral y una fraccién estabilizadora de la estructura heterdloga, y a
complejos de dichos polipéptidos quiméricos. La presente divulgacién también se refiere al uso de estos complejos en
composiciones y métodos para provocar una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de un virus con envoltura,
o complejo de la proteina de fusidn, y/o para tratar o impedir una infeccién por virus con envoltura. La presente
divulgacidon se refiere ademas generalmente al uso de la fracciéon estabilizadora de la estructura heteréloga para
oligomerizacién de moléculas heterélogas de interés.

Antecedentes de la invencion

Los virus con envoltura, tal como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la gripe y el virus
respiratorio sincitial (RSV), requieren la fusién de la membrana viral con la membrana de la célula hospedadora para
entrar en la célula hospedadora e infectarla. Las proteinas virales de fusion facilitan este proceso experimentando
reordenamientos estructurales favorables desde el punto de vista energético, desde una conformacion metaestable
"prefusién" a una conformacidén altamente estable "posfusién". Este cambio estructural impulsa la fusién de las
membranas del virus y de la célula hospedadora, dando como resultado la liberacién del genoma viral en la célula.
Doyle J et al. han publicado un estudio sobre el reordenamiento conformacional de la proteina de fusién (F) del virus
del sarampién (MV) que incluye la identificacién de residuos implicados en el control de la estabilidad conformacional
de la F, J Virol. febrero de 2006;80(3):1524-36.

Las proteinas virales de fusién se clasifican actualmente en tres clases en funcién de su arquitectura estructural
individual y de las caracteristicas moleculares que impulsan el proceso de fusién. Tanto las proteinas de fusién de
clase | como las de clase Ill son triméricas en sus conformaciones pre y posfusién, mientras que las proteinas de
fusidn de clase Il son diméricas en su conformacién prefusién que, a continuacion, se reorganiza en una forma trimérica
posfusidén. Sin embargo, es posible que en el futuro se puedan identificar nuevas clases de proteinas virales de fusién
que compartan algunas caracteristicas clave en comuln con estas clases definidas actualmente. Las proteinas de
fusién de clase | y de clase Ill comparten caracteristicas estructurales sustanciales, incluida la secuencia sefial N-
terminal y el dominio transmembrana y citoplasmatico C-terminal. También comparten mecanismos de fusion
similares, con el trimero inicial de prefusién sufriendo una disociacién parcial para permitir el importante
reordenamiento estructural necesario para formar el trimero de posfusién.

Las proteinas virales de fusién son excelentes candidatas a vacunas de subunidades, ya que son las dianas principales
de las respuestas protectoras de anticuerpos neutralizantes frente a muchos virus con envoltura de importancia
médica. La naturaleza metaestable intrinseca de las proteinas de fusion, sin embargo, es un obstaculo importante
para el disefio eficaz de vacunas de subunidades, ya que evidencias recientes han demostrado que los anticuerpos
de amplia reactividad cruzada y potentemente neutralizantes provocados durante la infeccién natural reaccionan
principalmente con las formas prefusién y no con las posfusién. Igualmente, la forma de prefusién de las proteinas de
fusién de la envoltura viral contiene epitopos que no estén presentes en la forma de posfusién (por ejemplo, Magro et
al., 2012. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109(8):3089-3094). Por tanto, para vacunas, la forma de prefusién estabilizada
se considera generalmente més deseable antigénicamente. Sin embargo, los enfoques tradicionales de expresién
recombinante de estas proteinas normalmente dan como resultado una activacidén prematura y un cambio
conformacional a la forma posfusién, estructuralmente més estable. Construcciones de proteinas recombinantes que
comprenden diferentes porciones de la hemaglutinina 1 (HA1) del virus aviar H5N1 fusionadas con un dominio "foldon"
(Fd), un dominio de trimerizacién natural de fibritina de fago T4, y Fc de IgG humana se describen en Du L. et al,,
PLoS One. 2013, 8(1):e53568. En Stewart-Jones GB et al. se describe un antigeno de vacuna que comprende la
glucoproteina de fusioén (F) del virus respiratorio sincitial (RSV) estabilizada en su conformacién trimérica prefusién
por mutaciones disulfuro ("DS") y de relleno de cavidades ("Cav1") y una cremallera de cisteina, PLoS One. 22 de
junio de 2015;10(6):e0128779. En el documento WO2014/140083 se describe una construccion recombinante
estabilizada en la conformacién prefusién del ectodominio de F del RSV fusionado con un motivo de trimerizacién de
cremallera de leucina GCN4.

En consecuencia, existe una necesidad apremiante de nuevos enfoques para producir proteinas de fusion
recombinantes estabilizadas que permanezcan sustancialmente en su forma prefusién para estimular respuestas
inmunitarias mas eficaces contra los virus con envoltura.
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Sumario de la invencién

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente
invencién se refiere a un polipéptido quimérico que comprende un polipéptido de ectodominio de fusién de virus con
envoltura conectado operativamente aguas abajo a una fraccién heter6loga, estabilizadora de la estructura que
comprende regiones complementarias de la primera repeticién den héptada (HR1) y de la segunda repeticién en
héptada (HR2) que se asocian entre si en condiciones adecuadas para que su asociaciéon forme un haz de dos hélices
antiparalelas, en donde las regiones HR1 y HR2 carecen de complementariedad con el polipéptido de ectodominio,
de modo que formen preferentemente entre si un haz de dos hélices antiparalelas, en lugar de con elementos
estructurales del polipéptido de ectodominio, en donde el polipéptido de ectodominio comprende al menos un epitopo
de prefusiéon que no esté presente en la forma de posfusién de una proteina de fusidén de virus con envoltura a la que
corresponde el polipéptido de ectodominio. En una realizacién preferida del polipéptido quimérico de acuerdo con el
primer aspecto de la invencién, cada una de las regiones HR1 y HR2 se caracteriza de forma independiente por un
patrén de tipos de aminoacidos de 7 residuos repetidos n veces, representado como (abcdefg ), o (d-e-f-g-a-b-c
)n, €n donde los elementos del patrén "a" a"g" indican posiciones convencionales de la héptada en las que se localizan
los tipos de aminoacidos y n es un nimero igual o mayor de 2, y al menos el 50 % (o al menos del 51 % a al menos
el 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones convencionales de la héptada "a" y "d"
estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfobos y al menos el 50 % (o al menos del 51 % a al menos el 99 % y
todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones convencionales de la héptada "b", "c", "e", "f' y "g"
estan ocupadas por tipos de aminoécidos hidréfilos, la distribucién resultante entre los tipos de aminoacidos hidréfobos
e hidréfilos permite identificar las regiones de repeticidén en héptada. En una realizacién adicional e incluso mas
preferida del polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, una o ambas regiones HR1 y
HR2 comprenden o consisten en una secuencia de aminoacidos de la regién de repeticién en héptada de la proteina
de fusidén de virus con envoltura de clase | enddgena. En una realizacién preferida adicional del polipéptido quimérico
de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, las regiones HR1 y HR2 comprenden o consisten en regiones
endbgenas complementarias de la repeticibn en héptada A (HRA) y la repeticibn en héptada B (HRB),
respectivamente, de una o mas proteinas de fusién de virus con envoltura de Clase |, incluyendo en donde la secuencia
de aminoacidos de la regién HRA y la secuencia de aminoacidos de la regién HRB se derivan de la misma o diferente
proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |, preferentemente en donde las regiones HR1 y HR2 se seleccionan
independientemente de las regiones HRA y HRB de proteinas de fusién expresadas por ortomixovirus, paramixovirus,
retrovirus, coronavirus, filovirus y arenavirus. En realizaciones adicionales o incluso méas preferidas del polipéptido
quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencidn, la fraccién estabilizadora de la estructura (por ejemplo,
incluida una o ambas regiones HR1 y HR2) comprende una fraccién silenciadora inmunitaria que inhibe la provocacion
de una respuesta inmunitaria a la fraccién estabilizadora de la estructura, preferentemente en donde la fraccién
inmunosilenciadora es un sitio de glucosilaciéon que es reconocido y glucosilado por una enzima de glucosilacién (por
ejemplo, una glucosiltransferasa); y/o comprende uno o mas aminoacidos no naturales, preferentemente en donde
uno o mas aminoacidos no naturales permiten el acoplamiento de polietilenglicol, una fraccién inmunoestimulante, o
un lipido (por ejemplo, para facilitar la formacién de vesiculas lipidicas, o particulas similares a virus, que muestran el
ectodominio del polipéptido quimérico, entre otros, para estimular una respuesta inmunitaria del hospedador). En
realizaciones adicionales e incluso mas preferidas del polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién, el polipéptido de ectodominio corresponde a un ectodominio de proteina de fusidén de virus con envoltura
de Clase |, preferentemente en donde el polipéptido de ectodominio comprende una o ambas de una regién HRA
endbgena y una regién HRB endégena, preferentemente en donde la proteina de fusién de clase | es una de un virus
con proteina de fusién de envoltura de Clase | seleccionado entre los ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus,
coronavirus, filovirus y arenavirus, o en donde el polipéptido de ectodominio corresponde a un ectodominio de proteina
de fusidn de virus con envoltura de Clase lll, preferentemente en donde la proteina de fusién de clase lll es una de un
virus con proteina de fusion de envoltura de clase Ill seleccionado entre los rabdovirus y los herpesvirus,
preferentemente en donde el polipéptido de ectodominio (por ejemplo, Clase | o Clase Ill) comprende o consiste en
un polipéptido de ectodominio precursor completo o una porcién del mismo, preferentemente en donde la porcidén o
polipéptido de ectodominio carece de uno o mas de un péptido sefial endégeno, un sitio de escisién de proteasa, una
porcién de cabeza endégena de un ectodominio, una porciéon de tallo endégena de un ectodominio, un dominio
endbgeno similar a la mucina, una regién externa proximal de la membrana endégena y un péptido de fusién
endbgeno, preferentemente en donde uno o mas sitios de escisién proteolitica enddgena (por ejemplo, uno o mas
sitios de escisién por furina) de una proteina de fusién de tipo silvestre o de referencia se alteran o suprimen para
hacer que el polipéptido de ectodominio sea menos susceptible a la escisién proteolitica por una proteasa. En
realizaciones adicionales o incluso mas preferidas del polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la
invencidn, las regiones HR1 y HR2 de la fraccién estabilizadora de la estructura estan conectadas por un enlazador,
preferentemente en donde el enlazador consiste en aproximadamente 1 a aproximadamente 100 residuos de
aminoécidos (y todos los numeros enteros de residuos de aminoécidos entre los mismos), o consiste en
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 residuos de aminoacidos (y todos los nimeros enteros de residuos de
aminoécidos entre los mismos), o consiste en aproximadamente 50 a aproximadamente 100 residuos de aminoacidos
(y todos los niumeros enteros de residuos de aminoéacidos entre los mismos), preferentemente en donde el enlazador
comprende al menos una fraccién seleccionada de una fraccién de purificacién que facilita la purificacién del
polipéptido quimérico, una fraccién inmunomoduladora que modula la respuesta inmunitaria al polipéptido quimérico,
una fraccién especifica de la célula y una fraccién que confiere flexibilidad estructural. En realizaciones adicionales e
incluso mas preferidas del polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, las regiones HR1
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y HR2 se asocian entre si para formar un haz de dos hélices antiparalelas en solucién acuosa. En un segundo aspecto,
la presente invencién se refiere a una construccién de &cido nucleico para la producciéon endégena de un polipéptido
quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién en un organismo hospedador, en donde el organismo
hospedador es preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano. En un tercer aspecto, la presente
invencién se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién. En una realizacién preferida de la construccidén de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la
invencién o del polinucleétido de acuerdo con el tercer aspecto de la invencién, dicha construccién de acido nucleico
o dicho polinucleétido comprende ARNm. En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a una construccién
de &cido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién para su uso en un método para provocar una
respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de virus con envoltura, comprendiendo el método la administracién de
una cantidad eficaz de la construccién de acido nucleico. En un quinto aspecto, la presente invencién se refiere a una
composicién que comprende una o més construcciones de 4cido nucleico de acuerdo con el segundo o cuarto aspecto
de la invencidn, en donde la composiciéon es preferentemente una composiciéon inmunomoduladora. En un sexto
aspecto, la presente invencién se refiere a una construccién de acido nucleico que comprende una secuencia
codificante de un polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, operativamente unido a un
elemento regulador operable en la célula hospedadora. En un séptimo aspecto, la invencién se refiere a una célula
hospedadora que contiene la construccién de acido nucleico de acuerdo con el sexto aspecto de la invencién,
preferentemente en donde la célula hospedadora es una célula hospedadora procariota o una célula hospedadora
eucariota. En un octavo aspecto, la presente invencién se refiere a un método para producir un complejo polipeptidico
quimérico, en donde el método comprende: combinar polipéptidos quiméricos de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién en condiciones adecuadas para la formacién de un complejo polipeptidico quimérico, de modo que se
produzca un complejo polipeptidico quimérico que comprenda tres subunidades polipeptidicas quiméricas y se
caracterice por un haz de seis hélices formado por oligomerizacién de los haces de dos hélices de las respectivas
fracciones estabilizadoras de la estructura de los polipéptidos quiméricos. En una realizacién preferida del método de
acuerdo con el octavo aspecto de la invencién, los polipéptidos quiméricos se combinan en solucién acuosa. En un
noveno aspecto, la presente invencién se refiere a un complejo polipeptidico quimérico que comprende tres
subunidades polipeptidicas quiméricas de acuerdo con el primer aspecto de la invencién y se caracteriza por un haz
de seis hélices formado por oligomerizacién de los haces de dos hélices de las respectivas fracciones estabilizadoras
de la estructura de los polipéptidos quiméricos. En una realizacién preferida del complejo polipeptidico quimérico de
acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, las subunidades polipeptidicas quiméricas comprenden cada una un
polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura, y en donde el complejo comprende al menos un epitopo
de prefusién de una proteina de fusién de virus con envoltura de interés (por ejemplo, una proteina de fusién de virus
con envoltura de tipo silvestre), o complejo de la misma, que no esta presente en una forma posfusién de la proteina
de fusion de virus con envoltura, o complejo de la misma. En un décimo aspecto, la presente invencién se refiere a
una composicién que comprende un polipéptido quimérico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, o un
complejo polipeptidico quimérico de acuerdo con el noveno aspecto de la invencidn, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, diluyente o adyuvante. En un decimoprimer aspecto, la presente invencién se refiere a un método para
identificar un agente que se une a una proteina de fusién de un virus con envoltura, o a un complejo de la proteina de
fusién, en donde el método comprende: poner en contacto el agente candidato con un polipéptido quimérico que
contienen ectodominio de acuerdo con el primer aspecto de la invencién o un complejo polipeptidico quimérico de
acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, en donde el polipéptido de ectodominio corresponde a la proteina de
fusién del virus con envoltura, y detectar la unién del agente candidato al polipéptido quimérico o al complejo
polipeptidico quimérico. En una realizacién preferida del método de acuerdo con el decimoprimer aspecto de la
invencién, el método comprende ademas poner en contacto el agente candidato con la proteina de fusién o el complejo
de la proteina de fusién y detectar la unién del agente candidato a la proteina de fusién o al complejo, preferentemente
en donde el agente candidato forma parte de una biblioteca de compuestos (por ejemplo, biblioteca de moléculas
pequefias o macromoléculas), preferentemente en donde el método comprende ademas aislar el agente candidato
(por ejemplo, una molécula pequefia 0 macromolécula) de la biblioteca, preferentemente en donde el agente candidato
se une especificamente al polipéptido quimérico o al complejo polipeptidico quimérico, y/o preferentemente en donde
el agente candidato se une especificamente a la proteina de fusién o al complejo de la proteina de fusién. En un
decimosegundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir una molécula de unién a antigeno
que es inmunointeractiva con una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo de la proteina de fusién,
en donde el método comprende: (1) inmunizar un animal con un polipéptido quimérico que contenga polipéptido de
ectodominio de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, o un complejo polipéptido quimérico que contenga
polipéptido de ectodominio de acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, o una composicién del mismo de
acuerdo con el décimo aspecto de la invencién, en donde el polipéptido de ectodominio corresponde a la proteina de
fusién del virus con envoltura; (2) identificar y/o aislar un linfocito B del animal, que sea inmunointeractivo con la
proteina de fusién o el complejo de la misma; y (3) producir la molécula de unién a antigeno expresada por ese linfocito
B, o un derivado del mismo que tenga la misma especificidad de unién a epitopo que la molécula de unién a antigeno.
En una realizacion preferida del método de acuerdo con el duodécimo aspecto de la invencién, la molécula de unién
a antigeno es un anticuerpo (por ejemplo., un anticuerpo neutralizante), y/o el derivado se selecciona entre fragmentos
de anticuerpos (tales como Fab, Fab', F(ab'),, Fv), anticuerpos monocatenarios (scFv) y de dominio (incluidos, por
ejemplo, anticuerpos de tiburén y de camélido), y proteinas de fusién que comprenden un anticuerpo, y cualquier otra
configuracién modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de unién/reconocimiento de
antigeno. En un decimocuarto aspecto, la presente invencién se refiere a un complejo polipeptidico quimérico que
contiene ectodominio de fusién de virus con envoltura, de acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, o a una
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vacuna de ADN o vector/replicante viral capaz de expresar el complejo polipeptidico quimérico, para su uso en la
provocacién de una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo de la proteina
de fusién, o para tratar o impedir una infeccién por virus con envoltura, en donde una subunidad de polipéptido de
ectodominio del complejo polipeptidico quimérico corresponde a la proteina de fusién del virus con envoltura. La
presente invencion surge de la determinacién de que una conformacién prefusién de una proteina de fusién viral puede
imitarse conectando operativamente aguas abajo del dominio expuesto a la superficie del viribn de la proteina de
fusidén (también denominado en el presente documento "polipéptido de ectodominio de fusién" o "ectodominio") una
fracciéon heterdloga que comprende un par de regiones complementarias de repeticién en héptada que se asocian
entre si para formar un haz de dos hélices antiparalelas. Esta fraccién actiia como una especie de "pinza molecular”
que estabiliza el polipéptido de ectodominio de fusién e impide que se reordene a una conformacién posfusion. El
enfoque de pinza molecular de la presente invencion se ha utilizado para producir polipéptidos quiméricos que imitan
las conformaciones de prefusién del virus de la gripe, RSV, VIH, el virus del sarampién y el virus del Ebola,
respectivamente y, por tanto, se presta como plataforma para producir miméticos de las proteinas de fusion de la
envoltura viral en una conformacién de prefusidn. Los polipéptidos quiméricos asi producidos pueden autoensamblarse
para formar un complejo artificial de proteinas de fusién de virus con envoltura que comprenda un oligémero del
polipéptido quimérico y que imita la conformacién prefusién de un complejo nativo de proteinas de fusidén de virus con
envoltura. Este autoensamblaje permite producir facilmente los complejos artificiales entre otros en sistemas de
expresidn recombinante. Los complejos artificiales producidos utilizando los polipéptidos quiméricos de la invencién
son Utiles en métodos y composiciones para estimular una respuesta inmunitaria, incluido el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes, al complejo nativo de proteinas de fusién de virus con envoltura, como se describe a continuacién, en
el presente documento.

Por consiguiente, el polipéptido quimérico comprende un polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura
operativamente conectado aguas abajo a una fraccién estabilizadora de la estructura heteréloga que comprende
regiones complementarias de primera repeticién en héptada (HR1) y segunda repeticién en héptada (HR2) que se
asocian entre si en condiciones adecuadas para su asociacién (por ejemplo, en solucién acuosa) para formar un haz
de dos hélices antiparalelas. Las regiones HR1 y HR2 carecen de complementariedad con el polipéptido de
ectodominio, de modo que forman preferentemente un haz de dos hélices antiparalelas entre si, en lugar de con
elementos estructurales del polipéptido de ectodominio. En algunas realizaciones, cada una de las regiones HR1 y
HR2 se caracteriza de forma independiente por un patrén de tipos de aminoécidos de 7 residuos repetidos n veces,
representado como (a-b-c-d-e-f-g-), o (d-e-f-g-a-b-c-),, en donde los elementos del patrén "a" a "g" indican posiciones
convencionales de la héptada en las que se localizan los tipos de aminoé&cidos y n es un nimero igual o mayor de 2,
y al menos el 50 % (o al menos del 51 % a al menos el 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las
posiciones convencionales de la héptada "a" y "d" estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfobos y al menos el
50 % (o al menos del 51 % a al menos el 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones
convencionales de la héptada "b", "¢", "e", "f' y "g" estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfilos, la distribucién
resultante entre los tipos de aminoécidos hidrdéfobos e hidréfilos permite identificar las regiones de repeticién en
héptada. En algunas realizaciones, una o ambas regiones HR1 y HR2 comprenden o consisten en una secuencia de
aminoacidos de la regién de repeticiéon en héptada de la proteina de fusién de virus con envoltura de clase | endégena.
En ejemplos representativos de este tipo, las regiones HR1 y HR2 comprenden o consisten en regiones endégenas
complementarias de la repeticién en héptada A (HRA) y la repeticién en héptada B (HRB), respectivamente, de una o
més proteinas de fusion de virus con envoltura de Clase I. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de
la regién HRA y la secuencia de aminoacidos de la regién HRB se derivan de la misma proteina de fusién de virus con
envoltura de Clase |. En otras realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la regién HRA y la secuencia de
aminoécidos de la regién HRB se derivan de diferentes proteinas de fusién de virus con envoltura de Clase I. En
ejemplos representativos, las regiones HR1 y HR2 se seleccionan independientemente de las regiones HRA y HRB
de las proteinas de fusién expresadas por ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus, coronavirus, filovirus y arenavirus.

En algunas realizaciones, el polipéptido de ectodominio corresponde a un ectodominio de proteina de fusién de virus
con envoltura de Clase |. En ejemplos representativos de este tipo, el polipéptido de ectodominio comprende una
regién HRA endégena y una regién HRB enddgena, o ambas. Entre los virus con envoltura y proteinas de fusién de
Clase | no limitativos se incluyen los ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus, coronavirus, filovirus y arenavirus.

En otras realizaciones, el polipéptido de ectodominio corresponde a un ectodominio de proteina de fusién de virus con
envoltura de Clase Ill. Entre los virus con envoltura representativos con proteinas de fusién de clase Ill se incluyen los
rabdovirus y los herpesvirus.

El polipéptido de ectodominio (por ejemplo, Clase | o Clase Ill) puede comprender o consistir en un polipéptido de
ectodominio precursor completo o una porcién del mismo. En algunas realizaciones, el polipéptido de ectodominio
carece de uno cualquiera o mas de un péptido sefial endégeno, una porcidén de cabeza endbégena de un ectodominio,
una porcién de tallo enddégena de un ectodominio, un dominio endégeno similar a la mucina, una regién externa
proximal de la membrana endégena y un péptido de fusién endégeno. El polipéptido de ectodominio comprende
adecuadamente al menos un epitopo de prefusién que no esta presente en la forma de posfusién de una proteina de
fusién de virus con envoltura a la que corresponde el polipéptido de ectodominio.

En algunas realizaciones, las regiones HR1 y HR2 de la fraccién estabilizadora de la estructura estan conectadas por
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un enlazador, que consiste generalmente de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 residuos de aminoécidos
(y todos los numeros enteros de residuos de aminoacidos entre los mismos), y hormalmente de aproximadamente 1
a aproximadamente 100 residuos de aminoacidos (y todos los nimeros enteros de residuos de aminoacidos entre los
mismos). El enlazador puede comprender al menos una fraccién seleccionada de una fracciéon de purificacién que
facilita la purificacién del polipéptido quimérico, una fraccién inmunomoduladora que modula la respuesta inmunitaria
al polipéptido quimérico, una fracciéon de direccionamiento celular que dirige el polipéptido quimérico a un subtipo
celular especifico y una fraccién estructural que confiere flexibilidad.

El polipéptido quimérico puede producirse sintéticamente o por medios recombinantes. En los casos en los que el
polipéptido quimérico se produce de forma recombinante, la presente invencién proporciona en un sexto aspecto una
construccién de acido nucleico que comprende una secuencia codificante para un polipéptido quimérico de acuerdo
con el primer aspecto, operativamente unido a un elemento regulador operable en la célula hospedadora.

En un séptimo aspecto, la presente invencién proporciona una célula hospedadora que contiene la construccion de
acido nucleico de acuerdo con el sexto aspecto de la invencién. La célula hospedadora puede ser una célula
hospedadora procariota o eucariota.

Ademés de su utilidad en la estabilizacién del polipéptido de ectodominio contra el reordenamiento a una conformacion
posfusidn, la fraccién estabilizadora de la estructura heteréloga es til para oligomerizacién en oligobmeros de cualquier
molécula heterdloga de interés, en particular, los trimeros. Por consiguiente, en otro aspecto, también se describe
ampliamente en el presente documento, pero no de tal manera que estén cubiertos por las reivindicaciones, un
polipéptido quimérico que comprende una molécula proteica operativamente conectada en aguas abajo a una fraccién
estabilizadora de la estructura heterbloga que comprende regiones complementarias de primera repeticién en héptada
(HR1) y segunda repeticiéon en héptada (HR2) que se asocian entre si en condiciones adecuadas para su asociacién
(por ejemplo, en solucién acuosa) para formar un haz de dos hélices antiparalelas, como se ha descrito anteriormente
y en cualquier otro sitio del presente documento.

Los polipéptidos quiméricos de la presente invencién pueden autoensamblarse en condiciones adecuadas (por
ejemplo, en solucién acuosa) para formar un complejo polipeptidico quimérico. Por consiguiente, en un octavo aspecto,
la presente invencién proporciona un método para proporcionar un complejo polipeptidico quimérico, en donde el
método comprende: combinar polipéptidos quiméricos de acuerdo con el primer aspecto de la invenciéon en
condiciones (por ejemplo, en solucién acuosa) adecuadas para la formacién de un complejo polipeptidico quimérico,
de modo que se produzca un complejo polipeptidico quimérico que comprenda tres polipéptidos quiméricos y se
caracterice por un haz de seis hélices formado por oligomerizacién de los haces de dos hélices de las respectivas
fracciones estabilizadoras de la estructura de los polipéptidos quiméricos.

En un noveno aspecto, la presente invencién proporciona un complejo polipeptidico quimérico que comprende tres
polipéptidos quiméricos de acuerdo con el primer aspecto de la invencién y se caracteriza por un haz de seis hélices
formado por oligomerizacién de los haces de dos hélices de las respectivas moléculas estabilizadoras de la estructura
de los polipéptidos quiméricos. En algunas realizaciones, el complejo polipeptidico quimérico formado por
autoensamblaje del polipéptido quimérico comprende al menos un epitopo de prefusién de una proteina de fusién de
virus con envoltura de interés (por ejemplo, una proteina de fusién de virus con envoltura de tipo silvestre), o complejo
de la misma, que no esté presente en una forma posfusién de la proteina de fusién de virus con envoltura, o complejo
de la misma.

La presente invencién en un décimo aspecto proporciona una composicién que comprende un polipéptido quimérico
de acuerdo con el primer aspecto o un complejo polipéptido quimérico de acuerdo con el noveno aspecto, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, diluyente o adyuvante. En algunas realizaciones, la composicién es una composicién
inmunomoduladora.

El complejo polipeptidico quimérico de la presente invencidn puede ser Util para provocar una respuesta inmunitaria
en sujetos o animales de produccidn, a una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo de la proteina de
fusién. Por consiguiente, en el presente documento, también se describe, pero se reivindica, un método para provocar
una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de un virus con envoltura, o a un complejo de la proteina de fusién,
en un sujeto, en donde el método comprende administrar al sujeto un complejo o composicién polipeptidica quimérica,
como se ha descrito anteriormente y en cualquier otro sitio del presente documento, en donde un polipéptido de
ectodominio del complejo polipeptidico quimérico corresponde a la proteina de fusién del virus con envoltura.

En un decimoprimer aspecto, la presente invencién proporciona un método para identificar un agente (por ejemplo,
una molécula pequefia 0 macromolécula) que se une con una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo
de la proteina de fusion, en donde el método comprende: poner en contacto el agente candidato con un polipéptido
quimérico que contienen ectodominio de acuerdo con el primer aspecto de la invencién o un complejo polipeptidico
quimérico de acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, en donde el polipéptido de ectodominio corresponde a
la proteina de fusidén del virus con envoltura, y detectar la unién del agente candidato al polipéptido quimérico o al
complejo polipeptidico quimérico. En realizaciones especificas, el método comprende ademas poner en contacto el
agente candidato con la proteina de fusién o el complejo de la proteina de fusién y detectar la unién del agente
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candidato a la proteina de fusién o al complejo. En realizaciones especificas, el agente candidato forma parte de una
biblioteca de compuestos (por ejemplo, biblioteca de moléculas pequefias 0 macromoléculas). En algunas de estas
realizaciones, el método comprende ademés aislar el agente candidato de la biblioteca. Convenientemente, el agente
candidato se une especificamente al polipéptido quimérico o al complejo polipeptidico quimérico, y preferentemente a
la proteina de fusién o al complejo de la proteina de fusion.

En un decimosegundo aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una molécula de unién a
antigeno (por ejemplo, un anticuerpo tal como un anticuerpo neutralizante) que es inmunointeractivo con una proteina
de fusién de un virus con envoltura, o complejo de la proteina de fusién, en donde el método comprende: (1) inmunizar
a un animal con un polipéptido quimérico que contenga polipéptido de ectodominio de acuerdo con el primer aspecto
de la invencién o un complejo polipeptidico quimérico de acuerdo con el noveno aspecto de la invencién, o una
composicién de acuerdo con el décimo aspecto de la invencién, en donde el polipéptido de ectodominio corresponde
a la proteina de fusién del virus con envoltura; (2) identificar y/o aislar un linfocito B del animal, que sea
inmunointeractivo con la proteina de fusién o el complejo de la misma; y (3) producir la molécula de unién a antigeno
expresada por ese linfocito B, o un derivado del mismo que tenga la misma especificidad de unién a epitopo que la
molécula de unién a antigeno.

En el presente documento, también se proporciona una molécula de unién a antigeno producida por los métodos de
inmunizacién de acuerdo con el duodécimo aspecto de la invencién, o una molécula de unidén a antigeno derivada con
la misma especificidad de unién a epitopo que la molécula de unién a antigeno. La molécula de unidén a antigeno
derivada puede seleccionarse entre fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fab', F(ab'),, Fv), anticuerpos
monocatenarios (scFv) y de dominio (incluidos, por ejemplo, anticuerpos de tiburdén y de camélido), y proteinas de
fusién que comprenden un anticuerpo, y cualquier otra configuracién modificada de la molécula de inmunoglobulina
que comprenda un sitio de unién/reconocimiento de antigeno.

El polipéptido quimérico que contiene el polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura o complejo del
mismo, asi como la composicién y la molécula de unién al antigeno, como se ha descrito anteriormente y en cualquier
otro sitio del presente documento, también son utiles para tratar o impedir las infecciones por virus con envoltura.
Cualquier referencia en el presente documento a métodos de/para tratamiento por terapia basados en compuestos o
composiciones de la presente invencion debe interpretarse como referencias a dichos compuestos o composiciones
para su uso en dichos métodos. Por consiguiente, en el presente documento, también se describe, pero se reivindica,
un método para tratar o impedir una infeccién por virus con envoltura en un sujeto, en donde el método comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un polipéptido quimérico que contiene ectodominio de fusién de virus con
envoltura, o un complejo de la misma, composicién o molécula de unién a antigeno, como se ha descrito anteriormente
y en cualquier otro sitio del presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una representacién grafica que muestra la reactividad de la F del RSV ELISA con anticuerpo
monoclonal especifico de conformaciéon. A. Anticuerpo monoclonal especifico de prefusién D25 (Zhao et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2000. 97(26): 14172-7) se une a la F del RSV estabilizada con pinza quimérica con una
afinidad de 23,4+12,5 nM pero no se une al correspondiente ectodominio de F no estabilizado, F sol. B. El
anticuerpo monoclonal especifico de prefusién D25 se une al mutante DS cav de la F del RSV estabilizado con
pinza quimérica y a la F del RSV estabilizada con foldon quimérico de control con afinidades comparables (1,2+0,2
nMy 1,3+0,2 nM, respectivamente), pero no se une al correspondiente ectodominio de F no estabilizado, F sol. C.
El anticuerpo monoclonal especifico de prefusién de amplia neutralizacién cruzada MPES (Corti et al., Nature 2013.
501(7467):439-43) se une al mutante DS cav de la F del RSV estabilizada con pinza quiméricay a la F del RSV
estabilizada con foldon quimérica de control con afinidades comparables (7,6+1,5 nM y 10,8424 nM,
respectivamente), pero no se une al correspondiente ectodominio de F no estabilizado, F sol.

La figura 2 es una representacién grafica que muestra la reactividad ELISA de la gripe H3 con anticuerpo
monoclonal especifico de conformacién. A. El anticuerpo especifico de la cabeza C05 (Ekiert et al., Nature 2012.
489(7417). 526-32) se une de forma similar a H3sol, H3pinza y QIV), sin embargo, el anticuerpo monoclonal
especifico a el tallo, de prefusion CR8043 (Friesen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2014. 111(1): 445-50) se une
a la HA de la gripe estabilizada con pinza quimérica con una afinidad de 3,3 = 0,8 nM, pero no se une al ectodominio
de HA correspondiente ni a la QIV comercial.

La figura 3 es una representacién grafica que muestra la separacién por cromatografia de exclusién por tamafio
del estado oligomérico de las proteinas. La HA de la gripe estabilizada con pinza quimérica se presenta como un
trimero soluble como se observa a través de su elucién desde una columna Superdex 200 Increase 10/300 GL a
aproximadamente 11 ml. En comparacion, el ectodominio de HA correspondiente expresado de forma aislada eluye
de la columna a aproximadamente 8 mly 12 ml, lo que concuerda con la presencia de una porcién de la proteina
en forma de agregados y otra porcién en forma de monémeros. Se ha demostrado previamente que la forma
posfusion de la HA de la gripe puede disociarse en una forma monomérica o agregarse via la exposiciéon del péptido
de fusién (Weldon et al., PLoS One 2010. 5(9)). La QIV comercial eluyé a 8 ml, lo que indica la presencia de
agregados de alto peso molecular.
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La figura 4 es una representaciéon gréfica que muestra la respuesta inmunitaria neutralizante producida tras la
vacunacién. Los sueros de ratones vacunados con la vacuna comercial (QIV) mostraron neutralizacion frente a la
gripe A/Hebei Baoding Anguo/51/2010 (H3N2) con un valor CI50 aproximado de 180. En comparacién, la HA de la
gripe estabilizada con pinza quimérica mostré un nivel muy superior de actividad neutralizante del virus, con un
valor de CI50 de 1:14.000 (IC 95 %: 11.000-17.000), mientras que los sueros de ratones vacunados con el
ectodominio de HA correspondiente no mostraron actividad neutralizante ni siquiera a la dosis mas alta probada
de 1:20. La preincubacién con H3sol, QIV no afect6 a la neutralizacion de H3N2, sin embargo, la preincubacion
con H3pinza eliminé la neutralizacion de H3N2.

La figura 5 es una representacién gréafica que muestra la especificidad de subdominio de la respuesta inmunitaria
inducida. Sueros de ratones vacunados con H3sol, H3pinza o la vacuna comercial (QIV) mostraron una reactividad
diferencial con los subdominios de cabeza y tallo de H3. Los sueros de ratones inmunizados con HA de la gripe
estabilizada con pinza quimérica mostraron la mayor reactividad al dominio de tallo (aproximadamente el 25 % de
la respuesta especifica de H3 total), mientras que en los sueros de ratones inmunizados con H3sol y QlV este
porcentaje era mucho menor (el 1 % y el 4 %, respectivamente).

La figura 6 es una representacidn grafica que muestra la reactividad cruzada de H5. Se usd ELISA para medir la
reactividad con H5. Los titulos de criterio de evaluacidn se calcularon como la dilucién maxima que producia una
reactividad superior al fondo + 3 desviaciones estandar. Sueros de ratones vacunados con H3sol, H3pinza, vacuna
comercial (QlV), H1pinza y H5pinza mostraron una reactividad diferencial con H5. Los sueros de ratones
inmunizados con H3pinza o H1pinza mostraron una reactividad cruzada mucho mayor con HS que con QIV (27
veces mas y 81 veces mas, respectivamente).

La figura 7 es una representacion grafica que muestra el subdominio responsable de la reactividad cruzada con
H5. Se usé ELISA para medir la reactividad con H5. Los titulos de criterio de evaluacién se calcularon como la
dilucién maxima que produce una reactividad superior al fondo + 3 desviaciones estandar. Se muestra la
reactividad con H5 total para sueros de ratdn (barras grises). Se utilizé la preincubacién de sueros con H3tallo,
para preabsorber los anticuerpos especificos del tallo antes del ELISA (barras blancas) o se afiadi6 el anticuerpo
monoclonal FI6v3 para superar a los anticuerpos especificos del tallo (barras negras).

La Figura 8 es una representacion grafica que muestra la purificacién de una proteina de la espicula ("spike") de
MERS soluble trimérica estabilizada con pinza. A. SDS-PAGE de la proteina de la espicula de MERS estabilizada
con pinza purificada del sobrenadante de CHO tras la expresién. La banda de proteina de aproximadamente 200
kDA tiene el tamafio aproximado correcto para la proteina de MERS monomérica resultante, incluyendo los
glicanos asociados, y no es visible en una purificacién de control a partir del sobrenadante de CHO. B.
Cromatografia de exclusiéon por tamafio de la proteina de la espicula de MERS estabilizada con pinza en una
columna Superdex 6 10/300 GL. La elucién de la proteina principal a 12,5 ml es indicativa de aproximadamente
600 kDA, que es el tamafio correcto para la proteina de MERS trimérica no agregada incluyendo los glicanos
asociados.

La figura 9 es una representacioén grafica que muestra la purificacién de una proteina GP del Ebola estabilizada
con pinza que carece del dominio similar a la mucina a partir de sobrenadante de CHO. El analisis por SDS-PAGE
sin DTT muestra una banda de proteina de aproximadamente 100 kDA que tiene el tamafio correcto para la
proteina GP del Ebola resultante (GP1 y GP2 unidas por el puente disulfuro nativo) incluyendo los glicanos
asociados. El analisis por SDS-PAGE con DTT muestra dos bandas de proteina de aproximadamente 60 k DA y
30 kDa que son los tamafios correctos para la proteina GP del Ebola escindida por Furina incluyendo los glicanos
asociados.

La figura 10 es una representacién grafica que muestra la reactividad de la GP pinza del Ebola (carente del dominio
similar a la mucina) de ELISA con anticuerpos monoclonales altamente neutralizantes. Los anticuerpos
monoclonales Kz52, 1H3, 2G4, 4G7 y 13C6 (Murin et al., PNAS. 2014 11(48): 17182-7) se unen con gran afinidad
a la GP pinza del Ebola (que carece del dominio similar a la mucina).

La figura 11 es una representacién gréfica que ilustra la estabilidad térmica de la GP pinza del Ebola (carente del
dominio similar a la mucina). La GP pinza del Ebola purificada (carente del dominio similar a la mucina) se unié a
una placa de ELISA y se secd en presencia de sacarosa al 30 %. La reactividad con anticuerpos monoclonales
altamente neutralizantes Kz52, 4G7 y 13C6 (Murin et al., PNAS. 2014 11(48):17182-7) se midi6 directamente o
después de 14 dias de incubacién a 37 °C. No se observaron cambios significativos en la reactividad, lo que indica
que la proteina estabilizada con pinza es estable a altas temperaturas durante periodos prolongados.

La figura 12 es una representacion gréfica que muestra la respuesta inmunitaria a la GP pinza del Ebola (carente
del dominio similar a la mucina) tras la inmunizacién de ratones BALB/C. Se inmunizaron 3 grupos de 5 ratones
por via intradérmica con 1 ug de GP pinza del Ebola (carente del dominio similar a la mucina), como control negativo
1 ug de GP pinza del Ebola (carente del dominio similar a la mucina) + 3 ug de adyuvante de saponina Quil A o
PBS. Se inmunizaron los ratones 3 veces en los dias 0, 28 y 56 y se extrajo sangre en los dias 27 (sangrado1), 55
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(sangrado?) y 84 (sangrado3). A. El anticuerpo especifico para la GP pinza del Ebola (carente del dominio similar
a la mucina) dentro de suero sanguineo se cuantificé mediante ELISA. B. El titulo de criterio de evaluacién se
calculé calculando la ultima dilucién capaz de producir una lectura por encima del fondo + 3 desviaciones estandar.

La figura 13 es una representacién gréafica que ilustra la capacidad de la respuesta inmunitaria a la GP pinza del
Ebola (carente del dominio similar a la mucina) tras la inmunizacién de ratones BALB/C para neutralizar el virus
del Ebola vivo, cepa Zaire. El suero de ratones inmunizados con 1 ug de la GP pinza del Ebola (carente del dominio
similar a la mucina) + 3 pg del adyuvante de saponina Quil A fue capaz de neutralizar el virus del Ebola vivo. Se
calculd que el titulo medio geométrico que producia una reduccién del 50 % de las unidades formadoras de placa
era de 52,8 (IC 95 %: 24,5-114,0).

La Figura 14 es una representacién grafica que muestra el inmunosilenciamiento del dominio de pinza mediante la
incorporacién de sitios de glucosilacién ligados a N. Se produjeron cuatro mutaciones separadas dentro de la HRB
de la secuencia de la pinza basandose en la SSM basada en GP160 del VIH en la GP pinza del Ebola (que carece
del dominio similar a la mucina). La reactividad de los sueros de ratones inmunizados con la HA de la gripe
estabilizada con pinza quimérica se probé frente a la GP pinza del Ebola (carente del dominio similar a la mucina)
que estaba estabilizada con la secuencia de pinza idéntica o con secuencias de pinza que incorporaban
glucosilaciones en uno de los cuatro sitios potenciales. La reactividad se redujo significativamente mediante la
glucosilacién en cada sitio individual, lo que apoya la hipétesis de que este método puede usarse para reducir la
reactividad al dominio de pinza. El correcto plegamiento de la GP del Ebola (carente del dominio similar a la mucina)
que incorpora secuencias de pinza mutadas se confirmé mediante la medicién de la afinidad por Kz52.

La Figura 15 es una representacidon fotogréafica que muestra SDS-PAGE de antigenos estabilizados con pinza
purificados de ocho virus. Las bandas designadas con flechas naranjas indican productos no escindidos y las
flechas amarillas indican productos escindidos. El peso molecular esperado de los antigenos son: HApinza de la
gripe = aproximadamente 85 kDa, Fpinza del RSV = aproximadamente 65 kDa, GPpinza del Ebola =
aproximadamente 72 kDa, Fpinza del Nipah aproximadamente 64, Spinza de MERS aproximadamente 200 kDA,
GPCpinza de Lassa = aproximadamente 75 kDA, Sarampién = aproximadamente 65 kDa y Gbpinza del HSV2 =
aproximadamente 100 kDa.

La Figura 16 es una representacién gréfica que muestra los resultados de un estudio de proteccién en ratones tras
una exposicién al virus de la gripe H1N1pdm: (A/B) Los ratones (n=5) se vacunaron con H1sol, H1foldon o H1pinza
derivados de la cepa Cal/09 (H1N1pdm) y, a continuacién, se expusieron a la cepa de gripe emparejada. (C/D) Los
ratones se vacunaron con H3sol, H3foldon o H3pinza derivado de la cepa Switz/13 (H3N2) y, a continuacién, se
expusieron a la cepa divergente Cal/09 (H1N1pdm).

La Figura 17 es una representacidn grafica que muestra la estabilidad térmica de antigenos estabilizados con pinza
a 43 °C durante 72 h. Los candidatos a vacuna estabilizados con pinza y las proteinas de control se incubaron a
43 °C durante 72 h. y la reactividad con tres mAbs bien caracterizados para cada antigeno se usé como medida
de la estabilidad térmica A. Se usaron mAbs especificos de prefusion D25, AM22 y MPES8 para comparar Fpinza
del RSV y el enfoque alternativo que utiliza el dominio de trimerizacién foldon y mutaciones estabilizadoras basadas
en la estructura (McLellan et al., Science 2013. 342(6158): pags. 592-8). B. Los mAbs FI6V3 y CR6261 especificos
del tallo de HA y el mAb 5J8 especifico de la cabeza de HA se utilizaron para comparar la H1pinza de la gripe y el
enfoque alternativo que utiliza el dominio de trimerizacién foldon.

La Figura 18 es una representacion grafica que muestra la respuesta inmunitaria a las vacunas de subunidades
estabilizadas con pinza. Se prob6 la capacidad de neutralizar el RSV en sueros de ratones inmunizados con
Fpinza, Fsol o Fdscav foldon del RSV (McLellan et al., Science 2013. 342(6158):592-598).

La Figura 19 es una representacidn gréfica y fotografica que muestra que la inclusién de la pinza molecular facilita
la estabilizacién de la conformacién trimérica prefusién. La glucoproteina de fusién del virus Nipah estabilizada con
pinza se analiz6 mediante cromatografia de exclusién por tamafio. El volumen de elucidén en la columna superdex
200 se correlaciona con el peso molecular esperado de la proteina trimérica soluble. La microscopia electrdnica
de tincién negativa (recuadro) confirma la presencia de conformacién de la proteina prefusién homogénea.

La Figura 20 es una representacion grafica que muestra la respuesta inmunitaria a las vacunas de subunidades
estabilizadas con pinza. Se probé la capacidad de los sueros de ratones inmunizados con Fpinza del Nipah para
neutralizar el virus Nipah. En todos los paneles, los valores mostrados son medias geométricos de ratones
individuales con barras de error que indican la desviacién estandar geométrica.

La figura 21 es una representacién grafica y fotografica que muestra que la inclusién de la pinza molecular facilita
la estabilizacién de la estructura trimérica de una proteina de fusién viral de clase 3. La glucoproteina B (gB) de
fusién del HSV2 estabilizada con pinza se analiz6 mediante cromatografia de exclusién por tamafio. El volumen
de elucién en la columna superosa 6 se correlaciona con el peso molecular esperado de la proteina trimérica
soluble. La microscopia electrénica de tincién negativa (recuadro) confirma la presencia de conformacién trimérica
homogénea similar a la estructura publicada (Heldwein et al., Science 2006. 313(5784): 217-20). Se ha demostrado
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que esta conformacién se une a la mayoria de los anticuerpos neutralizantes (Cairns et al., J. Vi, 2014. 88(5): 2677-
2689).

Descripcion detallada de la invencién
1. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el entendido cominmente por los expertos en la materia a la que pertenece la presente
invenciéon. Aunque en la practica o en el ensayo de la presente invencién puede utilizarse cualquier método y material
similar o equivalente a los que se describen en el presente documento, se describen los métodos y materiales
preferentes. Para los fines de la presente invencién, a continuacion, se definen los siguientes términos y expresiones.

En el presente documento, los articulos "un" y "uno(a)" se utilizan para hacer referencia a uno o més de uno (es decir,
al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o mas de un
elemento.

Como se utiliza en el presente documento, "y/o" se refiere y abarca todas y cada una de las combinaciones posibles
de uno o mas de los elementos enumerados asociados, asi como la ausencia de combinaciones cuando se interpreta
en la alternativa (0).

Ademas, los términos "aproximadamente" y "aproximado”, como se utilizan en el presente documento cuando se
refiere a un valor medible tal como una cantidad, dosis, tiempo, temperatura, actividad, nivel, nimero, frecuencia,
porcentaje, dimensién, tamafio, cantidad, peso, posicidn, longitud y similares, pretende abarcar variaciones del + 15
%, £10 %, £5 %, +1 %, £ 0,5 % o incluso el + 0,1 % de la especificada cantidad, dosis, tiempo, temperatura, actividad,
nivel, nimero, frecuencia, porcentaje, dimensién, tamafio, cantidad, peso, posicion, longitud y similares. En los casos
en los que los términos "aproximadamente" y "aproximado" se utilizan en relacién con la localizacién o posicién de
regiones dentro de un polipéptido de referencia, estos términos abarcan variaciones de * hasta 20 residuos de
aminoacidos, + hasta 15 residuos de aminoacido, + hasta 10 residuos de aminoacido, + hasta 5 residuos de
aminoacido, * hasta 4 residuos de aminoacido, + hasta 3 residuos de aminoacido, + hasta 2 residuos de aminoacidos
o incluso £ 1 residuo de aminoacidos.

El término "adyuvante", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un compuesto que, cuando se utiliza
junto con un inmunégeno especifico (por ejemplo, un polipéptido quimérico o complejo de la presente invencién) en
una composicién, aumentara la respuesta inmunitaria resultante, incluida la intensificacion o ampliacién de la
especificidad de la respuesta inmunitaria celular o del anticuerpo.

En el presente documento, el término "agente" se utiliza indistintamente con "compuesto" para referirse a cualquier
compuesto o sustancia tal como, pero sin limitacién, una molécula pequefia, 4cido nucleico, polipéptido, péptido,
farmaco, ion, etc. Un "agente" puede ser cualquier sustancia quimica, entidad o fraccién, incluidas, sin limitacién,
entidades proteica y no proteicas sintéticas y de origen natural. Un agente puede ser un acido nucleico, analogos de
acido nucleico, proteinas, anticuerpos, péptidos, aptameros, oligémero de acidos nucleicos, aminoacidos o hidratos
de carbono, incluidas, sin limitacién, proteinas, oligonucleétidos, ribozimas, ADNzimas, glucoproteinas, ARNip,
lipoproteinas, aptameros y modificaciones y combinaciones de los mismos, etc. El acido nucleico puede ser ADN o
ARN, y analogos de &cidos nucleicos, por ejemplo, puede ser APN, pAPNc y LNA. Un acido nucleico puede ser de
monocatenario o bicatenario, y puede seleccionarse de un grupo que comprende; acido nucleico que codifica una
proteina de interés, oligonucleétidos, APN, etc. Dichas secuencias de acido nucleico incluyen, por ejemplo, pero sin
limitacién, secuencia de é&cido nucleico que codifica proteinas que actlan como represores transcripcionales,
moléculas antisentido, ribozimas, pequefias secuencias de 4cido nucleico inhibidoras, por ejemplo, pero sin limitacién,
IARN, iIARNhc, ARNip, micro iARN (IARNm), oligonucleétidos antisentido, etc. Un agente proteico y/o peptidico o un
fragmento del mismo, pueden ser cualquier proteina de interés, por ejemplo, pero sin limitacién; proteinas mutadas;
proteinas terapéuticas; proteinas truncadas, en donde la proteina estd normalmente ausente o se expresa a niveles
mas bajos en la célula. Las proteinas de interés pueden seleccionarse de un grupo que comprende; proteinas mutadas,
proteinas modificadas genéticamente, péptidos, péptidos sintéticos, proteinas recombinantes, proteinas quiméricas,
anticuerpos, proteinas humanizadas, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, proteinas modificadas y
fragmentos de los mismos.

Como se utiliza en el presente documento, el término "antigeno" y sus expresiones gramaticalmente equivalentes (por
ejemplo, "antigénico") se refieren a un compuesto, composicién o sustancia que se puede unir especificamente por
los productos de la inmunidad humoral o celular especifica, tal como una molécula de anticuerpo o un receptor de
linfocitos T. Los antigenos pueden ser cualquier tipo de molécula, incluyendo, por ejemplo, haptenos, metabolitos
intermediarios simples, azlcares (por ejemplo, oligosacaridos), lipidos y hormonas, asi como macromoléculas tales
como hidratos de carbono complejos (por ejemplo, polisacaridos), fosfolipidos y proteinas. Las categorias comunes
de antigenos incluyen, pero sin limitacién, antigenos virales, antigenos bacterianos, antigenos flngicos, protozoos y
otros antigenos parasitarios, antigenos tumorales, antigenos implicados en enfermedades autoinmunes, alergia y
rechazo del injerto, toxinas y otros antigenos diversos.
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Por "molécula de unién a antigeno" se entiende una molécula que tiene afinidad de unién por un antigeno diana. Se
entenderd que esta expresién se extiende a las inmunoglobulinas, fragmentos de inmunoglobulina y estructuras
proteicas no derivadas de inmunoglobulina que presentan actividad de unidén a antigenos. Las moléculas de unién a
antigeno representativas que son Utiles en la practica de la presente invencién incluyen anticuerpos policlonales y
monoclonales, asi como sus fragmentos (tales como Fab, Fab', F(ab');, Fv), anticuerpos monocatenarios (scFv) y de
dominio (incluidos, por ejemplo, anticuerpos de tiburén y de camélido), y proteinas de fusién que comprenden un
anticuerpo, y cualquier otra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de
unidén/reconocimiento de antigeno. Un anticuerpo incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA o IgM (o
subclase del mismo)y no es necesario que el anticuerpo sea de ninguna clase particular. Dependiendo de la secuencia
de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada del anticuerpo, las inmunoglobulinas pueden asignarse a
distintas clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, I1gD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden
subdividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgA1 y IgA2. Las regiones
constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan g, §, €, y
y M, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de las distintas clases
de inmunoglobulinas son bien conocidas. Las moléculas de unién a antigenos abarcan también los anticuerpos
diméricos, asi como formas multivalentes de anticuerpos. Los anticuerpos de unién a antigeno pueden ser anticuerpos
quiméricos, en los que una porcidén de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a las correspondientes
secuencias en los anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpo concreto, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico u hombélogo a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo,
asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que muestren la actividad biol6gica deseada (véanse, por
ejemplo, la patente de EE. UU. N.° 4.816.567; y Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855).
También se contemplan anticuerpos humanizados, los cuales generalmente se producen transfiiendo regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) desde cadenas variables pesadas y ligeras de una inmunoglobulina
no humana (por ejemplo, de roedor, preferentemente de ratén) en un dominio variable humano. A continuacién,
residuos tipicos de los anticuerpos humanos se sustituyen en las regiones marco de sus analogos no humanos. El
uso de componentes de anticuerpos derivados de anticuerpos humanizados obvia los problemas potenciales
asociados a la inmunogenicidad de regiones constantes no humanas. Técnicas generales de clonacién de dominios
variables de inmunoglobulina no humana, en particular murinos, son descritas, por ejemplo, por Orlandi et al. (1989,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833). Las técnicas para producir anticuerpos monoclonales humanizados son
descritas, por ejemplo, por Jones et al.(1986) Nature 321:522), Carter et al. (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
4285), Sandhu (1992, Crit. Rev. Biotech. 12: 437), Singer et al. (1993, J. Immun. 150: 2844), Sudhir (ed., Antibody
Engineering Protocols, Humana Press, Inc. 1995), Kelley ("Engineering Therapeutic Antibodies", en Protein
Engineering: Principles and Practice Cleland et al. (eds.), paginas 399-434 (John Wiley & Sons, Inc. 1996), y por Queen
et al., patente de EE. UU. N.° 5.693.762 (1997). El anticuerpo humanizado incluye anticuerpos "primatizados" en los
que la regidn de unién a antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido mediante la inmunizacién de
monos macacos con el antigeno de interés. También se contemplan como moléculas de unién a antigeno los
anticuerpos humanizados.

El término "antiparalelo", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un polimero proteico en el que las
regiones o segmentos del polimero tienen una orientacién paralela pero polaridades opuestas.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "se une especificamente" se refiere a una reaccién de unién
que es determinante de la presencia de un polipéptido o complejo quimérico de la presente invencién en presencia de
una poblacién heterogénea de moléculas que incluyen macromoléculas tales como proteinas y otros productos
biolégicos. La expresién "se une especificamente" cuando se refiere a una molécula de unién a antigeno puede
utilizarse indistintamente con el término "especificamente inmunointeractiva" y similares para referirse a una reaccion
de unién que es determinante de la presencia de un polipéptido o complejo quimérico de la presente invencidén en
presencia de una poblacién heterogénea de proteinas y otros productos biol6égicos. En las condiciones de ensayo
designadas, una molécula se une especificamente a un polipéptido o complejo quimérico de la invencién y no se une
en una cantidad significativa a otras moléculas (por ejemplo, proteinas o antigenos) presentes en la muestra. Puede
utilizarse una diversidad de formatos de inmunoensayo para seleccionar las moléculas de unién a antigeno que sean
especificamente inmunointeractivas con un polipéptido quimérico o complejo de la invencién. Por ejemplo, los
inmunoensayos ELISA en fase sdélida se utilizan habitualmente para seleccionar anticuerpos monoclonales que son
especificamente inmunointeractivos con una proteina. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, para una descripciéon de formatos y condiciones de inmunoensayo que
pueden utilizarse para determinar la inmunorreactividad especifica.

El término "quimérico", cuando se utiliza en referencia a una molécula, significa que la molécula contiene porciones
que se derivan de, se obtienen o se aislan de, o se basan en dos 0 més origenes o fuentes diferentes. Por tanto, un
polipéptido es quimérico cuando comprende dos 0 mas secuencias de aminoacidos de origen diferente e incluye (1)
secuencias polipeptidicas que no se encuentran juntas en la naturaleza (es decir, al menos una de las secuencias de
aminodacidos es heteréloga con respecto a al menos una de sus otras secuencias de aminoacidos), o (2) secuencias
de aminoacidos que no estan naturalmente contiguas.
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Por "secuencia codificante” se entiende cualquier secuencia de 4cido nucleico que contribuya al cédigo del producto
polipeptidico de un gen o del producto final de ARNm de un gen (por ejemplo, el producto de ARNm de un gen tras el
corte y empalme). Por el contrario, la expresion "secuencia no codificante" se refiere a cualquier secuencia de acido
nucleico que no contribuya al c6digo para el producto polipeptidico de un gen o para el producto final de ARNm de un
gen.

Las expresiones "superhélice" o "estructura de superhélice" se utilizan indistintamente para referirse a un motivo
estructural de las proteinas, en el que dos 0 mas a-hélices (con mayor frecuencia de 2 a 7 a-hélices) se enrollan entre
si como las hebras de una cuerda (los dimeros y los trimeros son los tipos méas comunes). Muchas proteinas de tipo
superhélice estan implicadas en importantes funciones biolégicas como la regulacién de la expresién génica, por
ejemplo, factores de transcripcién. Las superhélices a menudo, pero no siempre, contienen un patrén repetido,
hpphppp o hppphpp, de residuos de aminoécidos hidréfobos (h) y polares (p), denominado repeticién en héptada
(véase mas adelante). El plegamiento de una secuencia con este patrén de repeticién en una estructura secundaria
en a-hélice hace que los residuos hidréfobos se presenten como una 'franja’ que se enrolla suavemente alrededor de
la hélice de manera levégira, formando una estructura anfipatica. La forma més favorable para que dos de dichas
hélices se dispongan en un ambiente lleno de agua es que las hebras hidr6fobas se envuelvan una contra otra,
dispuestas entre los aminoacidos hidréfilos. Por tanto, se trata del enterramiento de superficies hidréfobas, que
proporciona la fuerza impulsora termodinamica para la oligomerizacién de las hélices a. El empaquetamiento en una
interfaz en superhélice es excepcionalmente apretado. Las hélices a pueden ser paralelas o antiparalelas, y
habitualmente adoptan una superhélice levégira. Aunque desaprobado, también se han observado en la naturaleza y
en proteinas disefiadas algunas superhélices dextrégiras. El término "superhélice" o la expresién "estructura de
superhélice”" estaran claros para el experto en la materia basandose en el conocimiento general comin. A este
respecto, se denominan en particular los articulos de revisién relativos a las estructuras superhélice, tal como, por
ejemplo, Cohen y Parry (1990. Proteins 7:1-15); Kohn y Hodges (1998. Trends Biotechnol 16:379-389), Schneider et
al. (1998. Fold Des 3:R29-R40); Harbury et al. (1998. Science 282:1462-1467); Mason y Arndt (2004. Chem-BioChem
5:170-176); Lupas y Gruber (2005. Adv Protein Chem 70:37-78); Woolfson (2005. Adv Protein Chem 70:79-112); Parry
et al. 2008. J. Struct. Biol. 163:258-269); y Mcfarlane et al. (2009. Adv. Pharmacol 625:101-107).

Como se utiliza en el presente documento, el término "complementario" y expresiones gramaticalmente equivalentes
del mismo se refieren a la caracteristica de dos 0 mas elementos estructurales (por ejemplo, péptido, polipéptido, acido
nucleico, pequefia molécula, o porciones de los mismos, etc.) de poder hibridarse, oligomerizarse (por ejemplo,
dimerizarse), interactuar o de otro modo formar un complejo entre si. Por ejemplo, "regiones complementarias de un
polipéptido" son capaces de unirse para formar un complejo, que se caracteriza en realizaciones especificas por un
haz de dos hélices antiparalelas.

Como se utiliza en el presente documento, el término "complejo” se refiere a un conjunto o agregado de moléculas
(por ejemplo, péptidos, polipéptidos, etc.) en contacto directo y/o indirecto entre si. "Contacto”, o méas particularmente,
"contacto directo" puede significar que dos o mas moléculas estan lo suficientemente cerca como para que se
produzcan interacciones atractivas no covalentes, tales como las fuerzas de Van der Waal, enlaces de hidrégeno,
interacciones iénicas e hidréfobas, y similares, dominan la interaccién de las moléculas. Un complejo de moléculas
(por ejemplo, un péptido y un polipéptido) puede formarse en condiciones de tal manera que el complejo se vea
favorecido termodindmicamente (por ejemplo, en comparaciéon con un estado no agregado, o no complejo, de las
moléculas que lo componen). Como se utiliza en el presente documento el término "complejo", a menos que se
describa lo contrario, se refiere al conjunto de dos o més moléculas (por ejemplo, péptidos, polipéptidos o
combinaciones de los mismos). El término "complejo” puede referirse al conjunto de tres polipéptidos.

La expresién "biblioteca de compuestos”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier coleccidon
de compuestos, que incluye una pluralidad de moléculas de diferente estructura. Las bibliotecas de compuestos
pueden incluir bibliotecas quimicas combinatorias o bibliotecas de productos naturales. Cualquier tipo de molécula
capaz de interactuar, unirse o que tenga afinidad por un polipéptido 0 complejo quimérico de la presente invencién, a
través de interacciones que incluyen interacciones no covalentes, tales como, por ejemplo, a través de enlaces de
hidrégeno, enlaces ibnicos, atracciones de van der Waals, o interacciones hidréfobas, pueden estar presentes en la
biblioteca de compuestos. Por ejemplo, las bibliotecas de compuestos que abarca esta invencién pueden contener
moléculas de origen natural, tales como carbohidratos, monosacaridos, oligosacéridos, polisacaridos, aminoacidos,
péptidos, oligopéptidos, polipéptidos, proteinas, receptores, acidos nucleicos, nucledsidos, nucleétidos,
oligonucledtidos, polinucleétidos, incluidos el ADN vy los fragmentos de ADN, ARN y fragmentos de ARN y similares,
lipidos, retinoides, esteroides, glucopéptidos, glucoproteinas, proteoglicanos y similares; o analogos o derivados de
moléculas de origen natural, tales como peptidomiméticos y similares; y moléculas de no origen natural, tales como
compuestos organicos de "moléculas pequefias" generados, por ejemplo, utilizando técnicas de quimica combinatoria;
y mezclas de los mismos.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, las palabras
"comprender”, "comprende" y "que comprende", se entenderdn como que implican la inclusién de una etapa o
elemento o grupo de etapas o elementos indicados, pero no la exclusién de cualquier otra etapa o elemento o grupo
de etapas o elementos. Por tanto, el uso de la expresion "que comprende" y similares indica que los elementos
enumerados son necesarios u obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden o no estar presentes.
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Por "que consiste en" se entiende que incluye, y se limita a, lo que sea que siga a la expresién "que consiste en". Por
tanto, la expresién "que consiste en" indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios y que no
pueden estar presentes otros elementos. Por "que consiste esencialmente en" se entiende que incluye cualquier
elemento enumerado después de la expresién y se limita a otros elementos que no interfieren ni contribuyen a la
actividad o accién especificada en la divulgacién de los elementos enumerados. Por tanto, la expresion "que consiste
esencialmente en" indica que los elementos enumerados son necesarios u obligatorios, pero que lo demas elementos
son opcionales y pueden estar o no presentes dependiendo de si afectan o no a la actividad o accién de los elementos
enumerados.

Como se utiliza en el presente documento, los términos "conjugado”, "unido", "fusionado" o "fusién" y sus equivalentes
gramaticales, en el contexto de la unién de dos 0 méas elementos o componentes o dominios por cualquier medio,
incluida la conjugacién quimica o los medios recombinantes (por ejemplo, por fusién genética) se utilizan
indistintamente. Los métodos de conjugacién quimica (por ejemplo, utilizando agentes de reticulacion
heterobifuncionales) son conocidos en la técnica. Mas especificamente, como se utiliza en el presente documento,
una fusién o conjugado "ectodominio de proteina de fusién de virus con envoltura" - "fraccién estabilizadora de la
estructura” se refiere a la conjugacién genética o quimica de un ectodominio de proteina de fusiéon de virus con
envoltura, que se encuentra convenientemente en una conformaciéon de prefusién metaestable, con una fraccién
estabilizadora de la estructura. La fraccién estabilizadora de la estructura puede fusionarse indirectamente a un
ectodominio de proteina de fusién de virus con envoltura, a través de un enlazador, tal como un enlazador glicina-
serina (gly-ser). La fraccién estabilizadora de la estructura puede fusionarse directamente con el ectodominio de una
proteina de fusién de virus con envoltura.

Una "sustitucién de aminoécidos conservadora" es una en la que el residuo de aminoacidos se reemplaza por un
residuo de aminoacidos que tenga una cadena lateral similar. Se han definido en la materia familias de residuos de
aminoécidos que tienen cadenas laterales similares, que, en general, pueden subclasificarse del siguiente modo:

TABLA 1
SUBCLASIFICACION DE AMINOACIDOS
SUBCLASES Aminoécido
Acido Acido aspartico, Acido glutamico
Basico No ciclico: Arginina, Lisina; Ciclico: Histidina
Cargado Acido aspartico, Acido glutamico, Arginina, Lisina, Histidina
Pequefio Glicina, Serina, Alanina, Treonina, Prolina
Polar/neutro Asparagina, Histidina, Glutamina, Cisteina, Serina, Treonina
Polar/grande Asparagina, Glutamina
Hidréfobo Tirosina, Valina, Isoleucina, Leucina, Metionina, Fenilalanina,
Triptéfano
Aromatico Triptéfano, Tirosina, Fenilalanina
Residuos que influyen en la orientacion Glicina y prolina
de la cadena

La sustitucidén de aminoacidos conservadora también incluye agrupaciones basadas en cadenas laterales. Por
ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifatico es serina y treonina; un grupo
de aminoéacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de
aminoécidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoécidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Por ejemplo, es razonable esperar que el reemplazo de una
leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o un reemplazo
similar de un aminoécido con un aminoéacido relacionado estructuralmente no tenga un efecto principal sobre las
propiedades del polipéptido variante resultante. Para determinar facilmente si un cambio de aminoacido da como
resultado un polipéptido funcional, basta con evaluar su actividad. En la Tabla 2 se muestran sustituciones
conservadoras bajo el encabezado de sustituciones ilustrativas y preferidas. Las sustituciones de aminoécidos que
entran dentro del alcance de la invencién, se realizan, en general, seleccionando sustituciones que no difieren
significativamente en su efecto sobre el mantenimiento (a) de la estructura de la cadena principal peptidica en el area
de la sustitucion, (b) la carga o la hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana o (c) el volumen de la cadena lateral.
Después de introducir las sustituciones, se investiga la actividad bioldgica de las variantes.
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TABLA 2
SUSTITUCIONES ILUSTRATIVAS Y PREFERIDAS DE AMINOACIDOS
RESIDUO ORIGINAL | SUSTITUCIONES ILUSTRATIVAS SUSTITUCIONES PREFERIDAS
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gln, Asn Lys
Asn Gln, His, Lys, Arg GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser Ser
GIn Asn, His, Lys, Asn
Glu Asp, Lys Asp
Gly Pro Pro
His Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleu Leu
Leu Norleu, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, GIn, Asn Arg
Met Leu, lle, Phe Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala Leu
Pro Gly Gly
Ser Thr Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Leu, Met, Phe, Ala, Norleu Leu

El término "construccién" se refiere a una molécula genética recombinante que incluye una o mas secuencias aisladas
de &cido nucleico de diferentes fuentes. Por tanto, las construcciones son moléculas quiméricas en las que dos 0 mas
secuencias de acido nucleico de origen diferente se ensamblan en una Unica molécula de acido nucleico e incluyen
cualquier construccién que contenga (1) secuencias de acido nucleico, incluyendo secuencias reguladoras y
codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza (es decir, al menos una de las secuencias de nucleétidos
es heteréloga con respecto a al menos una de sus otras secuencias de nucleétidos), o (2) secuencias que codifican
partes de moléculas de ARN funcionales o proteinas que no estan naturalmente contiguas, o (3) partes de promotores
que no estan naturalmente contiguos. Las construcciones representativas incluyen cualquier molécula de acido
nucleico recombinante tal como un plasmido, césmido, virus, molécula polinucleotidica que se replica de forma
auténoma, fago o molécula de acido nucleico lineal o circular de ADN o ARN monocatenario o bicatenario, derivada
de cualquier fuente, con capacidad de integracién genémica o replicacién auténoma, que comprende una molécula de
acido nucleico en la que una o mas moléculas de acido nucleico han sido unidas operativamente. Las construcciones
de la presente divulgacién incluirdn generalmente los elementos necesarios para dirigir la expresiéon de una secuencia
de acido nucleico de interés que también esta contenida en la construccién, tales como, por ejemplo, una secuencia
de 4acido nucleico diana o una secuencia de acido nucleico moduladora. Dichos elementos pueden incluir elementos
de control tales como un promotor que esté operativamente unido a la secuencia de acido nucleico de interés (de
manera que dirija la transcripcién de la misma), y a menudo incluye también una secuencia de poliadenilacién. La
construccién puede estar contenida dentro de un vector. Ademas de los componentes de la construccién, el vector
puede incluir, por ejemplo, uno 0 més marcadores seleccionables, uno o més origenes de replicacion, tales como los
origenes procariéticos y eucariéticos, al menos un sitio de clonacién multiple, y/o elementos para facilitar la integracién
estable de la construccién en el genoma de una célula hospedadora. Dos o méas construcciones pueden estar
contenidas dentro de una Unica molécula de acido nucleico, tal como un vector Unico, o puede estar contenida dentro
de dos 0 mas moléculas de acido nucleico separadas, tal como dos 0 mas vectores separados. Una "construccién de
expresion" generalmente incluye al menos una secuencia de control operativamente unida a una secuencia
nucleotidica de interés. De esta manera, por ejemplo, los promotores en conexién operable con las secuencias de
nucleétidos que se van a expresar se proporcionan en construcciones de expresién para la expresién en un organismo
o parte de la misma que incluye una célula hospedadora. Para la practica de la presente invencion, las composiciones
y métodos convencionales para preparar y utilizar construcciones y células hospedadoras son bien conocidos por un
experto en la materia, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicién Volimenes 1,2y 3. J.
F. Sambrook, D. W. Russell, y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000.

Por "corresponde a" o "correspondiente a" se entiende una secuencia de aminoéacidos que muestra una similitud o

identidad de secuencia sustancial con una secuencia de aminoacidos de referencia. En general, la secuencia de
aminoé&cidos mostrara al menos aproximadamente un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
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97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o incluso hasta un 100 % de similitud o identidad de secuencia con
al menos una porcién de la secuencia de aminoacidos de referencia.

El término "dominio", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una parte de una molécula o estructura
que comparte caracteristicas fisicoquimicas comunes, tales como, pero sin limitacién, dominios hidréfobos, polares,
globulares y helicoidales o propiedades tales como la unién a ligandos, fusién de membranas, transduccién de sefiales,
penetracién celular y similares. Con frecuencia, un dominio tiene una estructura proteica plegada que tiene la
capacidad de conservar su estructura terciaria independientemente del resto de la proteina. Generalmente, los
dominios son responsables de las propiedades funcionales individuales de las proteinas y, en muchos casos, pueden
afadirse, retirarse o transferirse a otras proteinas sin pérdida de funcién del resto de la proteina y/o del dominio. Los
dominios pueden ser coextensivos con regiones o porciones del mismo; los dominios también pueden incluir distintas
regiones no contiguas de una molécula. Ejemplos de dominios proteicos incluyen, pero sin limitacién, un dominio de
localizacién celular o extracelular (por ejemplo, péptido sefial; SP), un dominio de inmunoglobulina (lg), un dominio de
fusidén de membrana (por ejemplo, péptido de fusién; FP), un ectodominio, un dominio de regién externa proximal de
membrana (MPER), un dominio transmembrana (TM) y un dominio citoplasmico (C).

Por "cantidad eficaz", en el contexto de provocar una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de un virus con
envoltura, o complejo de la proteina de fusién, o de tratar o impedir una enfermedad o afeccién, se entiende la
administracién de una cantidad de agente a un individuo que lo necesite, ya sea en una sola dosis 0 como parte de
una serie, que sea eficaz para esa provocacién, tratamiento o prevencion. Esta cantidad eficaz variard dependiendo
de la salud y la condicién fisica del individuo que se va a tratar, el grupo taxondémico del individuo que se va a tratar,
la formulacién de la composicién, la evaluacién de la situacién médica y de otros factores relevantes. Se espera que
la cantidad se encuentre dentro de un intervalo relativamente amplio que se puede determinar a través de ensayos
habituales.

Eltérmino "endbgeno" se refiere a un polipéptido o parte del mismo que esta presente y/o se expresa de forma natural
dentro de un organismo hospedador o de una célula del mismo. Por ejemplo, un polipéptido de ectodominio
"enddgeno" o parte del mismo se refiere a un polipéptido de ectodominio de una proteina de fusién de envoltura o a
una parte de ese ectodominio que se expresa de forma natural en el virus con envoltura.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "region HRA endbgena"” se refiere a una regién HRA que esta
presente en un polipéptido de ectodominio de Clase | en una posicién sustancialmente idéntica a la de la regién HRA
en la secuencia de aminoacidos de la forma precursora de la proteina de fusién de origen natural. Las posiciones
aproximadas de los aminoacidos de las regiones HRA endégenas de ejemplos no limitativos de proteinas de fusién
de Clase | se enumeran en la Tabla 3.

POSICIONES APROXIMADAS DE LAS REGIL?\IEI;ELSAI-?RA EN PROTEINAS DE FUSION DE CLASE |
SELECCIONADAS
) Regién HRA
Proteina de fusién de Clase | . .

Posicién inicio Posicion final

Hemaglutinina (HA) de la gripe A 356 390

HA de la gripe B 383 416

Proteina de fusién (F) del RSV 164 196

F del hMPV 126 169

F del PIV 136 168

F del Sarampién 138 171

Hendra 136 169

F del Nipah 136 169

Glucoproteina (GP) 160 del VIH 539 587

GP del Ebola 557 593

GP de Marburgo 582 598

Proteina de la espicula (S) del SRAS 892 1013

S de MERS 984 1105

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "region HRB endégena" se refiere a una regién HRB que esta
presente en un polipéptido de ectodominio de Clase | en una posicidén sustancialmente idéntica a la de la regién HRB
en la secuencia de aminoacidos de la forma precursora de la proteina de fusién de origen natural. Las posiciones
aproximadas de los aminoacidos de las regiones HRB endégenas de ejemplos no limitativos de proteinas de fusién
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de Clase | se enumeran en la Tabla 4.

POSICIONES APROXIMADAS DE LAS REGIB?\\IBELSAI-‘I‘RB EN PROTEINAS DE FUSION DE CLASE |
SELECCIONADAS
) Regién HRB
Proteina de fusion de Clase | ——— — -
Posicién inicio Posicion final

HA de la gripe A 421 469

HA de la gripe B 436 487

F del RSV 488 524

F del h(MPV 456 490

F del PIV 458 493

F del Sarampién 454 493

Hendra 456 487

F del Nipah 456 487

GP160 del VIH 631 667

GP del Ebola 600 635

GP de Marburgo 611 627

S del SARS 1145 1187

S de MERS 1248 1291

La expresién "produccion endégena” se refiere a la expresién de un &cido nucleico en un organismo y la producciéon
y/o secrecidén asociada de un producto de expresién del acido nucleico en el organismo. El organismo puede ser
pluricelular (por ejemplo, un animal vertebrado, preferentemente un mamifero, més preferentemente un primate tal
como un ser humano) y el acido nucleico se expresa dentro de células o tejidos del organismo multicelular.

Como se utiliza en el presente documento, "polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura" se refiere a
un polipéptido que contiene una porcién expuesta a la superficie del viribn de una proteina de fusién de virus con
envoltura madura, con o sin el péptido sefial, pero carece del dominio transmembrana y de la cola citoplasmatica de
la proteina de fusién de virus con envoltura de origen natural.

El término "epitopo" y la expresién "determinante antigénico" se utilizan indistintamente en el presente documento
para referirse a un antigeno, normalmente un determinante proteico, que es capaz de unirse especificamente a un
anticuerpo (dichos epitopos se denominan a menudo "epitopos de linfocitos B") o de ser presentado por una proteina
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (por ejemplo, Clase | o Clase Il) a un receptor de linfocitos T (dichos
epitopos se denominan a menudo "epitopos de linfocitos T"). Cuando un epitopo de linfocitos B es un péptido o
polipéptido, normalmente comprende tres 0 més aminoacidos, generalmente al menos 5 y més habitualmente al
menos de 8 a 10 aminoacidos. Los aminoacidos pueden ser residuos de aminoéacidos adyacentes en la estructura
primaria del polipéptido (a menudo denominadas secuencias peptidicas contiguas), o pueden yuxtaponerse
espacialmente en la proteina plegada (a menudo denominadas secuencias peptidicas no contiguas). Los epitopos de
linfocitos T pueden unirse a moléculas CMH de clase | o CMH de clase Il. Normalmente, los epitopos de linfocitos T
que se unen al CMH de clase | tienen una longitud de 8 a 11 aminoécidos. Las moléculas de clase |l se unen a péptidos
que pueden ser de 10 a 30 residuos de longitud o mas, siendo la longitud 6ptima de 12 a 16 residuos. La capacidad
de un epitopo putativo de linfocitos T para unirse a una molécula del CMH puede predecirse y confirmarse
experimentalmente (Dimitrov et al., 2010. Bioinformatics 26(16):2066-8.

La expresién "haz de hélices" se refiere a una pluralidad de hélices peptidicas que se pliegan de tal manera que las
hélices son sustancialmente paralelas o antiparalelas entre si. Un haz de dos hélices tiene dos hélices plegadas de tal
manera que son sustancialmente paralelas o antiparalelas entre si. Andlogamente, un haz de seis hélices tiene seis
hélices plegadas de tal manera que son sustancialmente paralelas o antiparalelas entre si. Por "sustancialmente
paralelas o antiparalelas" se entiende que las hélices estan plegadas de tal manera que las cadenas laterales de las
hélices pueden interactuar entre si. Por ejemplo, las cadenas laterales hidréfobas de las hélices son capaces de
interactuar entre si para formar un nucleo hidréfobo.

El término "heterdlogo" como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier fracciéon proteica cuya
secuencia se elige de tal manera que el producto de la fusién de esta secuencia con un polipéptido de ectodominio
tiene una secuencia diferente de una forma precursora 0 madura de una proteina de fusién de virus con envoltura de
tipo silvestre.
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El término "hospedador" se refiere a cualquier organismo o célula del mismo, ya sean eucariotas o procariotas en los
que se pueda introducir una construccién de la invencion, particularmente, hospedadores en los que se produce el
silenciamiento del ARN. Eltérmino "hospedador" puede referirse a los eucariotas, incluidos los eucariotas unicelulares
tales como levaduras y hongos asi como los eucariotas multicelulares tales como ejemplos no limitativos de animales
de los cuales incluyen animales invertebrados (por ejemplo, insectos, cnidarios, equinodermos, nematodos, efc.);
parasitos eucariotas (por ejemplo, parasitos de la malaria, tales como Plasmodium falciparum, helmintos, etc.);
animales vertebrados (por ejemplos, peces, anfibio, reptil, ave, mamifero); y mamiferos (por ejemplo, roedores,
primates tales como los humanos y primates no humanos). Por tanto, el término "célula hospedadora" abarca
adecuadamente las células de dichos eucariotas, asi como las lineas celulares derivadas de las mismas.

En el presente documento, la referencia a "inmunointeractiva” incluye la referencia a cualquier interaccion, reaccién u
otra forma de asociacién entre moléculas y en particular donde una de las moléculas esté, o imita, un componente del
sistema inmunitario.

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones "composicién inmunogénica" o "formulacién inmunogénica"
se refieren a un preparado que, cuando se administra a un vertebrado, especialmente un animal tal como un mamifero,
inducird una respuesta inmunitaria.

Por "enlazador" se entiende una molécula o grupo de moléculas (tales como un monémero o polimero) que conecta
dos moléculas y a menudo sirve para colocar las dos moléculas en una configuracién deseable.

Como se utiliza en el presente documento, el término "metaestable”, como se utiliza en el contexto de una proteina
(por ejemplo, un polipéptido de ectodominio de virus con envoltura), se refiere a un estado conformacional labil que se
convierte rapidamente en un estado conformacional mas estable al cambiar las condiciones. Por ejemplo, una proteina
de fusién de virus con envoltura en forma de prefusién se encuentra en una conformacién metaestable labil, y se
convierte en la conformacién posfusién mas estable, por ejemplo, fusién con una célula hospedadora.

Como se utiliza en el presente documento, el término "fraccién" se refiere a una porcién de una molécula, que puede
ser un grupo funcional, un conjunto de grupos funcionales y/o un grupo especifico de atomos dentro de una molécula,
que es responsable de una caracteristica propiedad quimica, biolégica y/o medicinal de la molécula.

La expresién "molécula neutralizante de unién a antigeno" se refiere a una molécula de unién a antigeno que se une
o interactlia con una molécula diana o ligando e impide la unién o asociacién del antigeno diana a un compafiero de
unién tal como un receptor o sustrato, interrumpiendo de este modo la respuesta biolégica que de otro modo resultaria
de la interaccién de las moléculas. En el caso de la presente invencién, una molécula neutralizante de unién a antigeno
se asocia adecuadamente con una forma metaestable o de prefusién de una proteina de fusién de un virus con
envoltura y, preferentemente, interfiere o reduce la unién y/o fusién de la proteina de fusién a una membrana celular.

El término "oligbmero" se refiere a una molécula que consiste en mas de una unidad de monémero, pero en un ndmero
limitado, en contraste con un polimero que, al menos en principio, consiste en un nimero ilimitado de monémeros.
Los oligémeros incluyen, pero sin limitacién, dimeros, trimeros, tetrdmeros, pentdmeros, hexdmeros, heptameros,
octameros, nondmeros, decameros y similares. Un oligémero puede ser un complejo macromolecular formado por la
unidén no covalente de macromoléculas como las proteinas. En este sentido, un homooligémero estaria formado por
moléculas idénticas y por contraste, un heterooligémero estaria formado por al menos dos moléculas diferentes. Un
oligémero puede ser un complejo polipeptidico trimérico que consiste en tres subunidades polipeptidicas. El polipéptido
trimérico puede ser un "complejo polipeptidico homotrimérico" que consiste en tres subunidades polipeptidicas
idénticas, o un "complejo polipeptidico heterotrimérico" que consiste en tres subunidades polipeptidicas en las que al
menos un polipéptido de la subunidad no es idéntico. Una "subunidad polipeptidica" es una cadena de un solo
aminoacido o monémero que junto con otras dos subunidades polipeptidicas forma un complejo polipeptidico trimérico.

La expresion "operativamente conectado" o "operativamente unido" se refiere a una yuxtaposicién en donde los
componentes descritos de esta manera estan en una relacién que les permite actuar en su manera prevista. Por
ejemplo, una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor) "operativamente unida " a una secuencia nucleotidica
de interés (por ejemplo, una secuencia codificante y/o no codificante) se refiere al posicionamiento y/u orientacién de
la secuencia de control en relacién con la secuencia nucleotidica de interés para permitir la expresiéon de dicha
secuencia en condiciones compatibles con la secuencia de control. No es necesario que las secuencias de control
sean contiguas a la secuencia de nucledtidos de interés, siempre y cuando funcionen para dirigir su expresién. Por
tanto, por ejemplo, pueden estar presente secuencias no codificantes intermedias (por ejemplo, secuencias sin
traducir, pero transcritas) entre un promotor y una secuencia codificante y la secuencia promotora todavia puede
considerarse "operativamente unida " a la secuencia de codificacion. Andlogamente, "conectar operativamente” un
polipéptido de ectodominio de fusidén de virus con envoltura a una fraccién estabilizadora de la estructura heteréloga
abarca el posicionamiento y/o la orientacién de la fraccion estabilizadora de la estructura de tal manera que se permita
que las regiones complementarias HR1 y HR2 se asocien entre si en condiciones adecuadas para su asociacion (por
ejemplo, en solucidén acuosa) para formar un haz de dos hélices antiparalelas.

Los términos "paciente”, "sujeto”, "hospedador" o "individuo" utilizados indistintamente en el presente documento, se

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3001 108 T3

refieren a cualquier sujeto, particularmente un vertebrado, y aiin mas particularmente un mamifero, para los que se
desea terapia o profilaxis. Los animales vertebrados adecuados incluyen, pero no se restringen a, cualquier miembro
del subfilo Chordata, incluidos los primates (por ejemplo, seres humanos, monos y simios, e incluye especies de monos
tales como del género Macaca (por ejemplo, monos cynomologus tales como Macaca fascicularis, y/o monos rhesus
(Macaca mulatta)) y babuino (Papio ursinus), asi como tities (especies del género Callithrix), monos ardilla (especies
del género Saimiri) y tamarinos (especies del género Saguinus), asi como especies de simios tales como los
chimpancés (Pan troglodytes)), roedores (por ejemplo, ratones ratas, cobayas), lagomorfos (por ejemplo., conejos,
liebres), bovinos (por ejemplo, ganado vacuno), ovinos (por ejemplo, ovejas), caprinos (por ejemplo, cabras), porcinos
(por ejemplo., cerdos), equinos (por ejemplo, caballos), caninos (por ejemplo, perros), felinos (por ejemplo, gatos),
aviares (por ejemplo., pollos, pavos, patos, gansos, aves de compafiia tales como los canarios, periquitos etc.),
mamiferos marinos (por ejemplo, delfines, ballenas), reptiles (serpientes, ranas, lagartos etc.), y peces. Un sujeto
preferido es un ser humano que necesite provocar una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de un virus con
envoltura, o a un complejo de la proteina de fusién. Sin embargo, se entenderd que los términos y expresiones
anteriormente mencionados no implican que los sintomas estén presentes.

Por "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende un relleno sélido o liquido, diluyente o sustancia encapsulante
que pueda utilizarse con seguridad en la administracién tdpica o sistémica a un animal, preferentemente un mamifero,
incluido los seres humanos. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables representativos incluyen todos y cada uno
de los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (p. ej., agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isoténicos, agentes retardantes de la absorcién, sales, conservantes,
farmacos, estabilizantes de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes saborizantes, colorantes, materiales similares y combinaciones de los mismos, como sabria un
experto en la materia (véase, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company,
1990, pags. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier excipiente convencional sea incompatible con el
principio o principios activos, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas.

El término "polinucledtido" o la expresién "acido nucleico" como se utiliza en el presente documento designa el ARNm,
ARN, ARNc, ADNc o ADN. Normalmente, el término o expresion se refiere a formas poliméricas de nucledtidos de al
menos 10 bases de longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de
nucleétido. El término o expresidn incluye formas monocatenarias y bicatenarias de ADN.

"Polipéptido", "péptido", "proteina" y "molécula proteica" se utilizan indistintamente en el presente documento para
referirse a las moléculas que comprenden o consisten en un polimero de residuos de aminoacidos y a las variantes y
analogos sintéticos de las mismas. Por tanto, estos términos o expresiones se aplican a los polimeros de aminoacidos
en los que uno o mas residuos de aminoacidos son aminodacidos sintéticos de no origen natural, tal como un analogo
quimico de un correspondiente aminoacido de origen natural, asi como polimeros de aminoacidos de origen natural.

Como se utiliza en el presente documento, la expresién "conformaciéon posfusién" de una proteina de fusién de un
virus con envoltura se refiere a la estructura de una proteina de fusién de un virus con envoltura, que se encuentra en
una conformacién terminal (es decir, se forma al final del proceso de fusién) y es el estado energéticamente més
favorable. En la conformacién posfusion, los péptidos de fusién o los bucles de la proteina de fusiéon se acercan al
dominio transmembrana de la proteina de fusién. Los elementos estructurales especificos que facilitan la formacién
de la estructura en horquilla varian de acuerdo con la clase de proteina de fusién de envoltura. Por ejemplo, la
conformacién posfusion de una proteina de fusién de Clase | se caracteriza por la interaccién entre la regién HRA
endbgena y la region HRB endégena de proteinas de fusién de Clase | individuales para formar una estructura en
horquilla caracterizada por un haz de seis hélices, que comprende tres regiones endégenas HRB y tres regiones
endbgenas HRA. Como alternativa, la conformacidén posfusiéon de una proteina de fusién de Clase Il se caracteriza
por la interaccién entre los bucles de fusién internos y la regién transmembrana C-terminal, lo que facilita la formacion
de una estructura en horquilla. Las conformaciones posfusién de proteinas de fusién virales individuales se han
determinado mediante microscopia electrénica y/o cristalografia de rayos X, dichas estructuras son facilmente
identificables cuando se observan en micrografias electrénicas tefiidas negativamente y/o por la ausencia de epitopos
de prefusion.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "conformacidn de prefusién” de una proteina de fusién de un
virus con envoltura se refiere a la estructura de una proteina de fusién de virus con envoltura, que se encuentra en
una conformacién metaestable (es decir, en una conformacién semiestable que no es la conformacién terminal
energéticamente méas favorable) y que, tras un desencadenamiento adecuado, es capaz de experimentar un
reordenamiento conformacional hasta la conformacién terminal posfusion. Normalmente, las conformaciones de
prefusidn de las proteinas de fusién virales contienen una secuencia hidréfoba, denominada péptido o bucle de fusién,
que se encuentra internamente dentro de la conformacién de prefusidn y no puede interactuar ni con la membrana de
la célula viral ni con la de la célula hospedadora. Al desencadenarse, esta secuencia hidréfoba se inserta en la
membrana de la célula hospedadora y la proteina de fusion se colapsa en una conformacioén similar a una horquilla
posfusién. La conformacion prefusion de las proteinas de fusién virales varia de acuerdo con la clase de proteina de
fusién de envoltura. Cada clase se caracteriza por elementos estructurales que no interactian y que posteriormente
se asocian en la conformacién energéticamente favorable posfusién. Por ejemplo, la conformacién prefusién de una
proteina de fusion de clase | depende de que la regién HRA endbgena no interactie con la regién HRB enddgena de
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las proteinas de fusién individuales del trimero, de este modo no permite la formacién de una estructura en horquilla
caracterizada por un haz de seis hélices. Como alternativa, la conformacién prefusién de una proteina de fusién de
Clase Ill depende de una superhélice central a-helicoidal que no interactta con el bucle o bucles de fusién en la regién
C-terminal de las proteinas de fusién individuales del trimero, de este modo no permite la formacién de una estructura
en horquilla. Las conformaciones prefusién de proteinas de fusién virales individuales se han determinado mediante
microscopia electrénica y/o cristalografia de rayos X, dichas estructuras son facilmente identificables cuando se
observan en micrografias electrénicas tefiidas negativamente y/o por epitopos de prefusién que no estan presentes
en las conformaciones de posfusién.

"Elementos reguladores", "secuencias reguladoras”, "elementos de control", "secuencias de control" y similares se
utilizan indistintamente en el presente documento para referirse a las secuencias de nucleétidos situadas aguas arriba
(secuencias no codificantes 5'), dentro o aguas abajo (secuencias 3' no codificantes) de una secuencia codificante y
que influyen en la transcripcién, el procesamiento o la estabilidad del ARN o la traduccién de la secuencia codificante
asociada, ya sea directa o indirectamente. Los elementos reguladores incluyen potenciadores, promotores, secuencias
lider de traduccién, intrones, elemento de reconocimiento Rep, regiones intergénicas y secuencias sefial de
poliadenilacion. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una combinacién de
secuencias sintéticas y naturales.

El término "replicon" se refiere a cualquier elemento genético, por ejemplo, un plasmido, un cromosoma, un virus, un
césmido, etc., que se comporta como una unidad auténoma de replicacién de polinucleétido en una célula, es decir,
capaz de replicarse bajo su propio control.

El "autoensamblaje” se refiere a un proceso de ensamblaje espontaneo de una estructura de orden superior que
depende de la atraccién natural de los componentes de la estructura de orden superior (por ejemplo, moléculas) entre
si. Normalmente se produce a través de movimientos aleatorios de las moléculas y de la formacién de enlaces en
funcién del tamafio, la forma, la composicién o las propiedades quimicas.

La expresidn "identidad de secuencia", como se utiliza en el presente documento, se refiere al grado en que las
secuencias son idénticas nucledtido a nucleétido o aminoécido a aminoécido durante la ventana de comparacién. Por
tanto, la expresién "porcentaje de identidad de secuencia” se calcula al comparar dos secuencias alineadas de manera
6ptima durante la ventana de comparacién, determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico
idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, |) o el residuo de aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu,
lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met) se produce en ambas secuencias, para obtener el
ndimero de posiciones coincidentes, dividiendo el niumero de posiciones coincidentes entre el numero total de
posiciones en la ventana de comparacién (es decir, el tamafio de ventana) y multiplicando el resultado por 100 para
obtener el porcentaje de identidad de secuencia. En el presente documento se contempla el uso de polipéptidos de
IL-22 de longitud completa, asi como de sus fragmentos biolégicamente activos. Normalmente, los fragmentos
biol6gicamente activos de un polipéptido IL-22 de longitud completa pueden participar en una interaccién, por ejemplo,
una interaccién intramolecular o intermolecular.

"Similitud" se refiere al ndmero porcentual de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones
conservadoras como se definen en las Tablas 1y 2 supra. La similitud puede determinarse utilizando programas de
comparacién de secuencias tales como GAP (Deveraux et al. 1984, Nucleic Acids Research 12: 387-395). De esta
manera, las secuencias que tienen una longitud similar o sustancialmente diferente a las citadas en el presente
documento podrian compararse mediante la insercién de huecos en la alineacién, determinandose dichos huecos, por
ejemplo, mediante el algoritmo de comparacién utilizado por GAP.

Las expresiones utilizadas para describir las relaciones de secuencia entre dos 0 mas polinucleétidos o polipéptidos

incluyen "secuencia de referencia", "ventana de comparacién", "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de
secuencia" e "identidad sustancial". Una "secuencia de referencia" es de al menos 12, pero frecuentemente entre 15
y 18, y a menudo al menos 25 unidades monoméricas, incluidos los nucleétidos y los residuos de aminoacidos, de
longitud. Debido a que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solo una porcioén
de la secuencia polinucleotidica completa) que sea similar entre los dos polinucleétidos, y (2) una secuencia que sea
divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos, se
realizan normalmente comparando las secuencias de los dos polipéptidos en una "ventana de comparacién" para
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion" se refiere a un
segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas normalmente, de aproximadamente 100 a aproximadamente 150, en donde una vez
alineadas las dos secuencias de manera 6ptima, se puede comparar una secuencia con una secuencia de referencia
del mismo numero de posiciones contiguas. La ventana de comparacién puede comprender adiciones o deleciones
(es decir, huecos) de aproximadamente el 20 % o inferior en comparacién con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones ni deleciones) para una alineaciéon éptima de las dos secuencias. La alineacion éptima de
secuencias para alinear una ventana de comparacién puede realizarse mediante implementaciones computarizadas
de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA del paquete del programa informético Wisconsin Genetics Release
7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA) o por inspeccién y la mejor alineacion (es decir,
que da como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de comparacidén) generada por cualquiera
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de los diversos métodos seleccionados. También se puede hacer referencia a la familia de programas BLAST como,
por ejemplo, la divulgada por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389. En la unidad 19.3 de Ausubel et al. se
puede encontrar una discusion detallada del analisis de secuencias, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15.

Como se utiliza en el presente documento, el término "monocatenario” se refiere a una molécula que comprende
mondémeros de aminoacidos unidos linealmente por enlaces peptidicos.

Como se utiliza en el presente documento una "molécula pequefia" se refiere a una composiciéon que tiene un peso
molecular de menos de 3 kilodaltons (kDa), y nhormalmente menos de 1,5 kilodaltons, y més preferentemente menos
de aproximadamente 1 kilodalton. Las moléculas pequefias pueden ser &cidos nucleicos, péptidos, polipéptidos,
peptidomiméticos, hidratos de carbono, lipidos u otras moléculas organicas (que contienen carbono) o inorgéanicas.
Como apreciaran los expertos en la materia, basado en la presente descripcion, se pueden cribar amplias bibliotecas
de mezclas quimicas y/o biolégicas, a menudo extractos fUngicos, bacterianos o de algas, con cualquiera de los
ensayos de la invencién para identificar compuestos que modulen una bioactividad. Una "molécula organica pequefia"
es un compuesto organico (0 compuesto organico en complejo con un compuesto inorganico (por ejemplo, metal)) que
tiene un peso molecular de menos de aproximadamente 3 kilodaltons, menos de 1,5 kilodaltons o incluso menos de
aproximadamente 1 kDa.

Como se utiliza en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar”, y similares, se refieren a obtener un
efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en lo referente a prevenir completa o
parcialmente una enfermedad o un sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en lo referente a una cura parcial
o completa para una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento", como se utiliza en
el presente documento, abarca cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un ser
humano, e incluye: (a) prevenir que se produzca la enfermedad en un sujeto que pueda tener predisposicién a la
enfermedad, pero al que alin no se le haya diagnosticado; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y
(c) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresién de la enfermedad.

La expresién "tipo silvestre", "nativo" y "de origen natural" se utilizan en el presente documento indistintamente para
referirse a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o producto génico cuando se aisla de
una fuente de origen natural. Un gen o producto génico tipo silvestre, nativo o de origen natural (por ejemplo, un
polipéptido) es el que se observa con mayor frecuencia en una poblacién y, por tanto, se designa arbitrariamente como
la forma "normal" o "de tipo silvestre" del gen o producto génico.

Cada realizacién descrita en el presente documento debe aplicarse mutatis mutandis a todas y cada una de las
realizaciones salvo que se indique especificamente lo contrario.

2. Polipéptidos quiméricos

La presente invencién se basa en parte en una estrategia novedosa para estabilizar artificialmente o "sujetar" un
polipéptido de ectodominio de proteina de fusidén de virus con envoltura en una conformacién prefusién. Esta estrategia
de "pinza molecular" emplea la fusién o unién de una fraccién estabilizadora de la estructura a un polipéptido de
ectodominio para formar un polipéptido quimérico. La fracciéon estabilizadora de la estructura es normalmente un
polipéptido monocatenario que comprende repeticiones en héptada complementarias que carecen de
complementariedad con el polipéptido de ectodominio y que, por lo tanto, se asocian preferentemente entre si en lugar
de con elementos estructurales del polipéptido de ectodominio. La asociaciéon de las repeticiones en héptada
complementarias entre si en condiciones adecuadas para su asociacion (por ejemplo, en solucién acuosa) da lugar a
la formacién de un haz de dos hélices antiparalelas que inhibe el reordenamiento del polipéptido de ectodominio a una
conformacién posfusién. El haz de dos hélices de la fraccion estabilizadora de la estructura puede trimerizarse para
formar un haz de seis hélices altamente estable, permitiendo asi el autoensamblaje del polipéptido quimérico para
formar un complejo artificial de proteinas de fusién de virus con envoltura. El complejo asi ensamblado puede imitar
la conformacién prefusién de un complejo nativo de proteinas de fusién de virus con envoltura y comprende tres
polipéptidos quiméricos, caracterizado por un haz de seis hélices formado por las estructuras superhélice de las
respectivas moléculas estabilizadoras de la estructura de los polipéptidos quiméricos.

2.1 Fracciones estabilizadoras de la estructura

Los presentes inventores han construido una fraccién polipeptidica monocatenaria que comprende repeticiones en
héptada complementarias que se pliegan en una configuracion antiparalela, formando un haz de dos hélices
antiparalelas que estabiliza un polipéptido de ectodominio de virus con envoltura operativamente conectado en una
conformaciéon de prefusiéon. El haz de dos hélices forma adecuadamente una estructura superhélice. El pliegue
superhélice se da en una gran diversidad de proteinas, incluidas las proteinas motoras, proteinas de unién al ADN,
proteinas extracelulares y proteinas de fusién viral (véase, por ejemplo, Burkhard et al., 2001. Trends Cell Biol 11:82-
88). Las superhélices se han caracterizado funcionalmente como motivos de plegamiento (ensamblaje,
oligomerizacién), es decir, la formacién de una estructura superhélice conduce en muchos casos a la asociacién no
covalente de diferentes cadenas proteicas. Las superhélices se han caracterizado estructuralmente como ensamblajes
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de 2, 3, 4 o 5 hebras de hélices a dispuestas en topologias paralelas, antiparalelas o mixtas (véase, por ejemplo,
Lupas, 1996. Trends Biochem Sci 21:375-382). Habitualmente, las hélices estan ligeramente envueltas (enrolladas,
enroscada) una alrededor de la otra de forma levégira o dextrégira, denominado superenrollamiento. Se entendera
que los haces de dos hélices de la presente invencién generalmente forman estructuras superhélices con una fuerte
propension a trimerizarse para formar un haz de superhélice de seis hélices altamente estable.

2.1.1 Repeticiones en héptada

Las superhélices alfa-helicoidales se han caracterizado a nivel de sus secuencias de aminoé&cidos, en que, cada hélice
esta constituida por una serie de repeticiones en héptada. Una repeticién en héptada (unidad héptada, héptada) es un
motivo de secuencia de 7 residuos que puede codificarse como hpphppp, y en donde cada "h" representa un residuo
hidréfobo y cada "p" es un residuo polar. Ocasionalmente, se observan residuos p en posiciones h, y viceversa. Una
repeticibn en héptada también suele codificarse mediante los patrones a-b-c-d-e-f-g (abcdefg) o d-e-f -g-a-b-c
(defgabc), en cuyo caso los indices "a" a "g" se refieren a las posiciones convencionales de la héptada en las que se
observan normalmente los tipos de aminoéacidos. Por convencién, los indices "a" y "d" indican las posiciones de los
residuos del nlcleo (residuos centrales y enterrados) en una superhélice. Los tipos tipicos de aminoacidos que se
observan en las posiciones a y d del nlcleo son tipos de residuos de aminoécidos hidréfobos; en todas las demas
posiciones (posiciones no esenciales), se observan tipos de residuos predominantemente polares (hidréfilos). Por
tanto, los patrones de héptada convencionales 'hpphppp' coinciden con la notacién de patrén 'abcdefg' (los patrones
'hppphpp' coinciden con la notacién de patrén 'defgabc'), esta notacién se utiliza para las superhélices que comienzan
con un residuo hidréfobo en una posicién d). Las regiones de repeticién en héptada de la presente invencién incluyen
al menos 2, y adecuadamente 3 o mas repeticiones en héptada consecutivas (ininterrumpidas) en hélices a
individuales de la estructura superhélice. Cada serie de repeticiones en héptada consecutivas en una hélice se
denomina "secuencia de repeticién en héptada" (HRS). El inicio y el extremo de una secuencia de repeticion en
héptada se determina preferentemente a partir de la estructura tridimensional (3-D) determinada experimentalmente,
si esta disponible. Si no se dispone de una estructura 3-D, el inicio y el extremo de una secuencia de repeticiéon en
héptada se determina preferentemente sobre la base de una superposicién éptima de un patrén (hpphppp), 0
(hppphpp)n con la secuencia de aminoacidos real, donde "h" y "p" indican residuos hidréfobos y polares,
respectivamente, y donde "n" es un numero igual o superior a 2. Se considera que el inicio y el final de cada secuencia
de repeticién en héptada son el primer y el Gltimo residuo hidréfobo en posicidén a o d, respectivamente. Los residuos
H convencionales se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en valina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina, glutamina, treonina, serina y alanina, mas preferentemente del grupo que
consiste en valina, isoleucina, leucina y metionina, y lo més preferentemente isoleucina. Los residuos p convencionales
se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en glicina, alanina, cisteina, serina, treonina, histidina,
asparagina, acido aspartico, glutamina, acido glutadmico, lisina y arginina. En caso de que este método no permita la
asignacién inequivoca de residuos de aminoécidos a una secuencia repetida en héptada, puede aplicarse un método
de analisis méas especializado, tal como el método COILS de Lupas et al. (1991. Science 252:1162-1164;
http://www.russell.embl-heidelberg.de/cgi -bin/coils-svr.pl).

En realizaciones particulares, cada region de repeticion en héptada (HR1, HR2) se caracteriza independientemente
por un patrén de 7 residuos de tipos de aminoacidos n veces repetidos, representado como (a-b-c-d-e-f-g-), o (d-e-f-
g-a-b-c-)n, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 2010/066740, en donde los elementos del patrén "a"
a "g" indican posiciones convencionales de la héptada en las que se localizan los tipos de aminoéacidos y n es un
namero igual o mayor de 2, y al menos el 50 % (o al menos del 51 % al 99 % y todos los porcentajes enteros entre los
mismos) de las posiciones convencionales de la héptada "a" y "d" estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfobos
y al menos el 50 % (o al menos del 51 % al 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones
convencionales de la héptada "b", "¢", "e", "f' y "g" estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfilos, la distribucién
resultante entre los tipos de aminoécidos hidrdéfobos e hidréfilos permite identificar las regiones de repeticién en
héptada. Al menos el 50 %, 70 %, 90 %, o 100 % de las posiciones convencionales de la héptada "a" y "d" pueden
estar ocupadas por aminoéacidos seleccionados del grupo que consiste en valina, isoleucina, leucina, metionina o
derivados de las mismas no naturales. Puesto que estos Ultimos amino&cidos corresponden a residuos mas
convencionales (observados con mayor frecuencia) del nlcleo de la superhélice. Al menos el 50 %, 70 %, 90 % o 100
% de las posiciones convencionales de la héptada "a" y "d" pueden estar ocupadas por isoleucinas. Al menos el 50
%, 70 %, 90 %, o 100 % de las posiciones convencionales de la héptada "b", "c", "e", f' y 'g' pueden estar ocupadas
por aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en glicina, alanina, cisteina, serina, treonina, histidina,
asparagina, acido aspértico, glutamina, acido glutdmico, lisina, arginina o derivados de las mismas no naturales. En
ejemplos ilustrativos de este tipo, las regiones HR1 y HR2 comprenden o consisten practicamente en la secuencia:
IEEIQKQIAAIQKQIAAIQKQIYRM [SEQ ID NO: 1]

En realizaciones particulares, las regiones HR1 y HR2 de la fracciéon estabilizadora de la estructura (también
denominadas en el presente documento "SSM") comprenden al menos una repeticion en héptada endégena de una
proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |I. Convenientemente, las regiones HR1 y HR2 estan formadas en
gran parte por regiones complementarias HRA y HRB, respectivamente, de una o mas proteinas de fusién de virus
con envoltura de Clase |. La secuencia de aminoacidos de la regién HRA y la secuencia de aminoacidos de la regién
HRB pueden derivarse de la misma proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |. Como alternativa, pueden
derivarse de las diferentes proteinas de fusién de virus con envoltura de Clase |. En ejemplos representativos, las
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regiones HR1 y HR2 se seleccionan independientemente de las regiones HRA y HRB de los ortomixovirus (por
ejemplo, gripe A (Inf A), gripe B (Inf B), gripe C (Inf C)), paramixovirus (por ejemplo, sarampién (MeV), virus de la peste
bovina (RPV), virus del moquillo canino (CDV), RSV, metapneumovirus humano (HMPV), virus de la parainfluenza
(PIV), virus de la parotiditis (MuV), virus Hendra (HeV), virus Nipah (NiV), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV),
retrovirus (por ejemplo, virus de la leucemia de linfocitos T humanos tipo 1 (HTLV-1), HTLV-2, HTLV-3, VIH-1, VIH-2),
filovirus (por ejemplo., virus del Ebola (EBOV) incluido las cepas Zaire (ZEBOV), Reston (REBOV) y Sudan (SEBOV),
virus de Marburgo (MARYV)), arenavirus (por ejemplo, virus de Lassa (LASV), virus de la coriomeningitis linfocitica
(LCMV), virus Junin (JUNV)), y coronavirus (por ejemplos, Coronavirus humano (HCoV), incluido el HCoV 229E, HCoV
0OC43, HCoV HKU1, HCoV EMC, torovirus humano (HToV), virus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-
CoV), coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV)).

Las secuencias de aminoacidos de la regién HRA ilustrativas incluyen, pero sin limitaciéon, las de la Tabla 5:

TABLA 5
SECUENCIAS DE LA REGION HRA DE PROTEINAS DE FUSION DE CLASE | SELECCIONADAS

VIRUS SECUENCIA DE LA REGION HRA

GP160 SGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILA [SEQ ID NO: 2] (GenPept dbjBAF31430.1)
del VIH

F del LHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLGNGVSVLTSKVLDLK [SEQ ID NO: 3] (GenPept gbAHL84194.1)
E?j\él IRLESEVTAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELK [SEQ ID NO: 4] (GenPept gbAAN52913.1)
:jl\(;ltl:lv KQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQ [SEQ ID NO: 5] (GenPept gbAAB21447.1)
IF:)lc\:i/eI MLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQ [SEQ ID NO: 6] (GenPept dbjBAB60865.1)
ll\:H/lz\\él MKNADNINKLKSSIESTNEAVVKLQETAEKTVYVLTALQ [SEQ ID NO: 7] (GenPept NP_047111.2)

e

HA de ENGWEGMVDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAAI [SEQ ID NO: 8] (GenPept gbAEC23340.1)
EA”J:\ HGYTSHGAHGGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNYL [SEQ ID NO: 9] (GenPept gbAFH57854.1)
l(gFl’n(:eB; GLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFL [SEQ ID NO: 10] (GenPept NP 066246.1)
:\EGAEE\\%I LANQTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIDFLLTRWG [SEQ ID NO: 11] (GenPept YP_001531156.1)

S de ISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVNE [SEQ ID NO:
MERS 12] (GenPept gbAHX00711.1)
S del ISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSE [SEQ ID NO:

SARS 13] (GenPept gbAARSE788.1)

Las secuencias de aminoacidos de la regién HRB ilustrativas incluyen, pero sin limitacién, las de la Tabla 6:

TABLA 6
SECUENCIAS DE LA REGION HRB DE PROTEINAS DE FUSION DE CLASE | SELECCIONADAS

VIRUS SECUENCIA DE LA REGION HRB

GP160 HTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE [SEQ ID NO: 14] (GenPept

del VIH dbiBAF31430.1)

F del FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTN [SEQ ID NO: 15] (GenPept gbAHL84194.1)
RSV

F del FNVALDQVFESIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTG [SEQ ID NO: 16] (GenPept gbAAN52913.1)
hMPV

F del IELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSSTT [SEQ ID NO: 17] (GenPept gbAAB21447.1)
PIV

F del LERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSMKGLSST [SEQ ID NO: 18] (GenPept

MeV dbiBABB0865.1)

F del ISSQISSMNQSLQQSKDYIKEAQKILDTVNPS [SEQ ID NO: 19] (GenPept NP_047111.2)

HeV

HA de la RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELVLALENQHTIDLTDSEMSKLFERTRR [SEQ ID NO: 20] (GenPept
Inf A gbAEC23340.1)
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(continuacién)

SECUENCIAS DE LA REGION HRB DE PROTEINAS DE FUSION DE CLASE | SELECCIONADAS
HAdela | DEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKKML [SEQ ID NO: 21]
Inf B (GenPept gbAFH57854.1)

GP del HDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTL [SEQ ID NO: 22] (GenPept NP 066246.1)

EBOV

GP del IGIEDLSKNISEQIDQI [SEQ ID NO: 23] (GenPept YP_001531156.1]

MARV

Sde NFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVKALNESYIDLKELGNYTY [SEQ ID NO: 24] (GenPept
MERS gbAHX00711.1)

S del DVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGK [SEQ ID NO: 25] (GenPept
SARS gbAARS6788.1)

Las regiones HR1 y HR2 son capaces de unirse para formar un oligdmero, normalmente un hexadmero compuesto por
tres regiones HR1 y tres regiones HR2, que es termodindmicamente estable y tipifica la conformacién posfusién de
las proteinas de fusién viral de Clase I. Las regiones HR1 y HR2 con una fuerte propensién a la oligomerizacién se
denominan en el presente documento regiones de repeticién en héptada "complementarias”. Ejemplos no limitativos
de dichas regiones de repeticion en héptada son los enumerados en la Tabla 7.

En realizaciones particulares, la fraccion estabilizadora de la estructura, incluyendo una o ambas regiones de
repeticién en héptada, incluye una fraccién inmunosilenciadora o supresora que inhibe la provocacién o produccion
de una respuesta inmunitaria a la fraccion estabilizadora de la estructura, particularmente cuando se pliega en un haz
de dos hélices antiparalelas. Estas realizaciones son ventajosas ya que pueden permitir la generacién de una
respuesta inmunitaria méas fuerte o mejorada al polipéptido de ectodominio o complejo del mismo. La fraccidén
inmunosilenciadora puede ser un sitio de glucosilaciéon especificamente reconocido y glucosilado por una enzima de
glucosilacién, en particular una glucosiltransferasa. Las glucosilaciones pueden ser ligadas a N o ligadas a O. Ligada
a N se refiere a la unién de la fraccién de hidrato de carbono con la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las
secuencias tripéptidas N-X-S y N-X-T, donde X es cualquier aminoécido excepto P, son las secuencias de
reconocimiento para la unién enzimatica de la fraccién de hidratos de carbono a la cadena lateral de asparagina, y
estas secuencias se denominan cominmente "sitios de glucosilacién". La glucosilacién ligada a O se refiere a la unién
de uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con un hidroxiaminoacido, mas frecuentemente
serina o treonina, aunque también pueden usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. La fraccién inmunosilenciadora
puede insertarse en la fraccion estabilizadora de la estructura, incluyendo una o ambas regiones de repeticién en
héptada.

En otras realizaciones, pueden incorporarse aminoacidos no naturales o no nativos en una o ambas de las regiones
de repeticion en héptada utilizando un cdédigo genético expandido. Los aminoacidos no nativos se incorporan
biosintéticamente en la localizacién deseada utilizando el par ortogonal tirosil-ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa y un
codén sin sentido en el sitio deseado. Los aminoacidos no nativos o no naturales se suministran a las células que
expresan una construccién a partir de la cual es expresable el polipéptido quimérico, a partir de una fuente externa y
esta estrategia puede incorporar cadenas laterales con una amplia gama de atributos fisicos que incluyen, pero sin
limitacién, grupo quimico reticulante (por ejemplo, azida o haloalcano), un marcador rastreable (por ejemplo,
fluorescente o radiactivo) y grupos fotosensibles para permitir modificaciones controladas temporalmente. A estos
aminoécidos no naturales se les pueden unir covalentemente diversas fracciones mediante adicién quimica a la
fraccién estabilizadora de la estructura para proporcionarles propiedades ventajosas.
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Cualquier combinacién posible de los ejemplos anteriores, o una adicién quimica no natural adicional, puede estar
unida covalentemente a la fraccién estabilizadora de la estructura.

Opcionalmente, pueden insertarse adicionalmente uno o mas residuos de cisteina en las regiones HR1 y/o HR2 para
formar enlaces disulfuro y estabilizar ain méas la estructura superhélice a-helicoidal antiparalela de la fraccién
estabilizadora de la estructura.

2.1.2 Enlazadores

La fraccién estabilizadora de la estructura de la presente invencién comprende adecuadamente un enlazador que
espacia las regiones de repeticién en héptada (también se denominan en el presente documento HR1 y HR2). El
enlazador incluye generalmente cualquier residuo de aminoéacidos que no pueda ser asighado sin ambigledad a una
secuencia de repeticién en héptada. Los enlazadores se utilizan con frecuencia en el campo de la ingenieria de
proteinas para interconectar diferentes unidades funcionales, por ejemplo, en la creacién de construcciones de
fragmentos variables monocatenarios (scFv) derivados de las cadenas ligeras variables (VL) y pesadas (VH) variables
de anticuerpos. Generalmente, son conformacionalmente flexibles en solucién y estan compuestos adecuada y
predominantemente por tipos de residuos de aminoacidos polares. Los aminoacidos tipicos (utilizados
frecuentemente) en los enlazadores flexibles son la serina y la glicina. Menos preferentemente, los enlazadores
flexibles también pueden incluir alanina, treonina y prolina. Por tanto, un enlazador intermedio de la fraccién
estabilizadora de la estructura es preferentemente flexible en su conformacién para asegurar la asociacién relajada
(sin obstéculos) de HR1 y HR2 como haz de dos hélices que adopta adecuadamente una estructura superhélice a-
helicoidal. Los enlazadores adecuados para su uso en los polipéptidos previstos en el presente documento estaran
claros para el experto, y pueden ser generalmente cualquier enlazador utilizado en la técnica para enlazar secuencias
de aminoacidos, siempre que los enlazadores sean estructuralmente flexibles, en el sentido de que permiten, y
convenientemente no perjudican, el ensamblaje de la estructura caracteristica de haz de dos hélices de la fraccién
estabilizadora de la estructura.

El experto sera capaz de determinar los enlazadores éptimos, opcionalmente tras realizar un nimero limitado de
experimentos rutinarios. El enlazador intermedio es convenientemente una secuencia de aminoacidos que consiste
generalmente en al menos 1 residuo de aminoacido y suele consistir en al menos 2 residuos de aminoacidos, con un
limite superior no critico elegido por comodidad de uso de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos. En
realizaciones particulares, el enlazador consiste en de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 residuos de
aminoécidos, o de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 residuos de aminoécidos. El enlazador puede
habitualmente consistir en de aproximadamente 1 a aproximadamente 40 residuos de aminoéacidos, nhormalmente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 30 residuos de aminoéacidos. En ejemplos no limitativos, el enlazador tiene
aproximadamente el mismo nimero de aminoécidos que el nimero de aminoéacidos que conectan las regiones
complementarias HRA y HRB de una proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |. En particular, al menos el
50 % de los residuos de aminoacidos de una secuencia enlazadora puede seleccionarse del grupo de prolina, glicina
y serina. Al menos el 60 %, tal como al menos el 70 %, tal como, por ejemplo, el 80 % y mas particularmente el 90 %
de los residuos de aminoacidos de una secuencia enlazadora pueden seleccionarse del grupo de prolina, glicina y
serina. Las secuencias enlazadoras pueden consistir practicamente en residuos de aminoacidos polares; en dichos
casos, al menos el 50 %, tal como al menos el 60 %, tal como, por ejemplo, el 70 % o el 80 % y més particularmente
el 90 % o hasta el 100 % de los residuos de aminoacidos de una secuencia enlazadora pueden seleccionarse del
grupo que consiste en glicina, serina, treonina, alanina, prolina, histidina, asparagina, acido aspartico, glutamina, acido
glutdmico, lisina y arginina. Las secuencias enlazadoras pueden incluir [GGSG].GG, [GGGGS], [GGGGG]n,
[GGCKGGGG]h, [GGGNGGGG]n, [GGGCGGGG],, en donde n es un nimero entero de 1 a 10, adecuadamente de 1
a 5, mas adecuadamente de 1 a 3.

En dichos casos en los que las regiones de repeticién en héptada comprenden, consisten o consisten practicamente
en regiones HRA y HRB complementarias, respectivamente, de una proteina de fusién de virus con envoltura de Clase
I, el enlazador puede comprender, consistir o consistir practicamente en una secuencia de aminoécidos de origen
natural, que conecta las regiones HRA y HRB. La secuencia intermedia puede ser de longitud completa, o
aproximadamente de longitud completa o puede comprender, consistir o consistir practicamente en una o mas
porciones de una secuencia de aminoacidos de origen natural intermedia completa. El enlazador puede carecer de
una secuencia de aminoacidos de origen natural interpuesta entre las regiones HRA y HRB de una proteina de fusion
de virus con envoltura de Clase | de tipo silvestre. El enlazador puede comprender una o més secuencias de
aminoécidos de no origen natural.

Ademas de espaciar las regiones de repeticion en héptada de la fraccién estabilizadora de la estructura vy,
preferentemente, introducir flexibilidad estructural para facilitar la asociacion antiparalela de dichas regiones, el
enlazador puede comprender una o més funcionalidades auxiliares. Por ejemplo, el enlazador puede comprender una
fraccién de purificacién que facilite la purificacién del polipéptido quimérico y/o al menos una fraccién
inmunomoduladora que module una respuesta inmunitaria al polipéptido quimérico.

Las moléculas de purificacién normalmente comprenden un tramo de aminoacidos que permite la recuperacion del
polipéptido quimérico mediante la unién por afinidad. En la técnica se conocen numerosas fracciones de purificacién
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o "etiquetas"”, ejemplos ilustrativos de las cuales incluyen la etiqueta de la proteina portadora de carboxilo de biotina
(etiqueta BCCP), etiqueta Myc (etiqueta c-myc), etiqueta de calmodulina, etiqueta FLAG, etiqueta HA, etiqueta His
(etiqueta de hexahistidina, His6, 6H), etiqueta de la proteina de unidén a maltosa (etiqueta MBP), etiqueta Nus, etiqueta
de la proteina de unién a quitina (etiqueta CBP) etiqueta de la glutatién-S-transferasa (etiqueta GST), etiqueta de la
proteina fluorescente verde (etiqueta GFP), etiqueta de poliglutamato, etiqueta beta amiloide, etiqueta tiorredoxina,
etiqueta S, Softag 1, Softag 3, etiqueta Strep, etiqueta del péptido de unidn a estreptavidina (etiqueta SBP), etiqueta
de biotina, etiqueta de estreptavidina y etiqueta V5.

Pueden introducirse fracciones inmunomoduladoras en el enlazador para modular la respuesta inmunitaria provocada
por el polipéptido quimérico o el complejo del mismo. Ejemplos no limitativos de dichas fracciones incluyen fracciones
inmunosilenciadoras o supresoras, como se ha descrito anteriormente, fracciones antigénicas, que incluyen fracciones
antigénicas derivadas de organismos patégenos u otras fracciones antigénicas asociadas a enfermedades, tales como
antigenos asociados al cancer o a tumores. Los organismos patégenos ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, virus,
bacterias, hongos parasitos, algas, protozoos y amebas. Las fracciones antigénicas pueden derivarse de antigenos
de virus patdgenos. Virus ilustrativos responsables de enfermedades que incluyen, pero sin limitacién, sarampién,
paperas, rubéola, poliomielitis, hepatitis A, B (por ejemplo, N.° de acceso de GenBank E02707), y C (por ejemplo, N.°
de acceso de GenBank E06890), asi como otros virus de la hepatitis, gripe, adenovirus (por ejemplo, tipos 4 y 7), rabia
por ejemplo, N.° de acceso de GenBank M34678), fiebre amarilla, virus de Epstein-Barr y otros herpesvirus tales como
el virus del papiloma, virus del Ebola, virus de la gripe, encefalitis japonesa (por ejemplo, N.° de acceso de GenBank
EO07883), dengue (por ejemplo, N.° de acceso de GenBank M24444), hantavirus, virus sendai, virus respiratorio
sincicial, ortomixovirus, virus de la estomatitis vesicular, virus visna, citomegalovirus y virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (por ejemplo, N.° de acceso de GenBank U18552). Cualquier antigeno adecuado derivado de dichos
virus es (til en la practica de la presente invencion. Por ejemplo, antigenos retrovirales ilustrativos derivados del VIH
incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como productos génicos de los genes gag, pol y env, la proteina Nef,
transcriptasa inversa y otros componentes del VIH. Ejemplos ilustrativos de antigenos virales de la hepatitis incluyen,
pero sin limitacién, antigenos tales como las proteinas S, M y L del virus de la hepatitis B, el antigeno pre-S del virus
de la hepatitis B, y otras hepatitis, por ejemplo, hepatitis A, B, y C. Ejemplos ilustrativos de antigenos virales de la gripe
incluyen; pero sin limitacién, antigenos tales como la hemaglutinina y la neuraminidasa y otros componentes virales
de la gripe. Ejemplos ilustrativos de antigenos virales del sarampién incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como
la proteina de fusién del virus del sarampién y otros componentes del virus del sarampién. Ejemplos ilustrativos de
antigenos virales de la rubéola incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como las proteinas E1 y E2 y otros
componentes del virus de la rubéola; antigenos rotavirales tales como VP7sc y otros componentes rotavirales.
Ejemplos ilustrativos de antigenos citomegalovirales incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como la
glucoproteina B de la envoltura y otros componentes del antigeno citomegaloviral. Ejemplos no limitativos de antigenos
virales sincitiales respiratorios incluyen antigenos tales como la proteina de fusién del RSV, la proteina M2 y otros
componentes del antigeno viral sincitial respiratorio. Ejemplos ilustrativos de antigenos virales del herpes simplex
incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como las proteinas tempranas inmediatas, glucoproteina D y otros
componentes del antigeno viral del herpes simple. Ejemplos no limitativos de antigenos virales de varicela zéster
incluyen antigenos tales como 9PI, gpll y otros componentes del antigeno viral de la varicela zéster. Ejemplos no
limitativos de antigenos virales de la encefalitis japonesa incluyen antigenos tales como las proteinas E, M-E, M-E-NS
1, NS 1, NS 1-NS2A, 80 % E, y otros componentes del antigeno viral de la encefalitis japonesa. Ejemplos
representativos de antigenos virales de la rabia incluyen, pero sin limitacién, antigenos tales como la glucoproteina de
la rabia, nucleoproteina de la rabia y otros componentes del antigeno viral de la rabia. Ejemplos ilustrativos de
antigenos del virus del papiloma incluyen, pero sin limitacién, las proteinas de la capside L1 y L2, asi como los
antigenos EB/E7 asociados a los canceres cervicales, véase Fundamental Virology, segunda edicién, eds. Fields, B.
N. y Knipe, D. M., 1991, Raven Press, Nueva York, para ejemplos adicionales de antigenos virales. El antigeno viral
puede ser un antigeno de un virus con envoltura al que corresponda el polipéptido de ectodominio. El antigeno viral
puede ser un antigeno de un virus con envoltura diferente al que corresponde el polipéptido de ectodominio.

En el enlazador pueden insertarse uno o mas antigenos asociados al cancer o a tumores. Dichos antigenos incluyen,
pero sin limitacién, MAGE-2, MAGE-3, MUC-1, MUC-2, HER-2, antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular
MAA, GD2, antigeno carcinoembrionario (CEA), TAG-72, antigenos asociados al ovario OV-TL3 y MOV 18, TUAN,
alfa-fetoproteina (AFP), OFP, CA-125, CA-50, CA-19-9, antigeno asociado al tumor renal G250, EGP-40 (también
conocido como EpCAM), S100 (antigeno asociado al melanoma maligno), p53, antigenos asociados a tumores de
prostata (por ejemplo, PSA y PSMA), p21ras, Her2/neu, EGFR, EpCAM, VEGFR, FGFR, MUC-I, CA 125, CEA, MAGE,
CD20, CD19, CD40, CD33, A3, antigeno especifico a los anticuerpos A33, antigeno BrE3, CD1, CD1a, CD5, CDS§,
CD14, CD15, CD16, CD21, CD22, CD23, CD30, CD33, CD37, CD38, CD40, CD45, CD46, CD52, CD54, CD74,
CD79a, CD126, CD138, CD154, B7, la, li, HML24, HLA-DR (por ejemplo, HLA-DR10), NCA95, NCA90, HCG y
subunidades, CEA (CEACAMS), CEACAM-6, CSAp, EGP-I, EGP-2, Ba 733, antigeno KC4, antigeno KS-I, KS1-4, Le-
Y, MUC2, MUC3, MUC4, PIGF, fibronectina ED-B, NCA 66a-d, antigeno PAM-4, PSA, PSMA, RS5, SIOO, TAG-72,
TIOI, TAG TRAIL-RI, TRAIL-R2, p53, tenascina, factor de crecimiento de insulina-1 (IGF-1), antigeno Tn efc.

La fraccién o fracciones antigénicas incluidas en el enlazador pueden corresponder a antigenos completos o a
antigenos parciales. Cuando se emplean antigenos parciales, los antigenos parciales pueden comprender uno o mas
epitopos de un antigeno de interés, incluyendo epitopos de linfocitos B y/o epitopos de linfocitos T (por ejemplo,
epitopos de linfocitos T citotéxicos (CTL) y/o epitopos de linfocitos T auxiliares (Th)). Los epitopos de numerosos
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antigenos son conocidos en la bibliografia o pueden determinarse utilizando técnicas rutinarias conocidas por los
expertos en la materia. El enlazador puede incluir otra fraccidén de direccionamiento celular que puede proporcionar la
administracién a un tipo especifico de célula dentro de la persona inmunizada. Las poblaciones celulares de interés
incluyen, pero sin limitacién, linfocitos B, células de micropliegues y células presentadoras de antigenos (CPA). En
este Ultimo ejemplo, la fraccién dirigida facilita un mayor reconocimiento del polipéptido quimérico o del complejo del
mismo por una CPA tal como una célula dendritica o un macréfago. Dichas secuencias dirigidas pueden potenciar la
presentacién de CPA de epitopos de un polipéptido de ectodominio asociado, que a su vez puede aumentar la
respuesta inmunitaria resultante, incluyendo la intensificacién o ampliacién de la especificidad de una o ambas
respuestas inmunitarias celulares y de anticuerpos al polipéptido de ectodominio. Ejemplos no limitativos de fracciones
dirigidas a CPA incluyen ligandos que se unen a receptores de superficie de CPA tales como, pero sin limitacién,
lectina especifica de la manosa (receptor de la manosa), receptores de Fc de IgG, DC-SIGN, BDCA3 (CD141), 33D1,
SIGLEC-H, DCIR, CD11c, receptores de la proteina de choque térmico y receptores secuestradores. La fraccién
dirigida a CPA es una fraccidn dirigida a células dendriticas, que comprende, consiste o consiste practicamente en la
secuencia FYPSYHSTPQRP (Uriel, et al., J. Immunol. 2004 172: 7425-7431) o NWYLPWLGTNDW (Sioud, et al,,
FASEB J. 2013 27(8): 3272-83).

2.2 Proteinas de fusién de virus con envoltura y polipéptidos de ectodominio

La estrategia de pinza molecular de la presente invencidn es Util para estabilizar una serie de polipéptidos de
ectodominio cuyos homélogos de tipo silvestre se ensamblan en trimeros en sus formas de prefusién, incluidas las
proteinas de fusién de Clase | y Clase Ill. Las proteinas de fusién de clase | no limitativas incluyen las proteinas de
fusién de ortomixovirus (por ejemplo, las proteinas HA de la Inf A, Inf B e Inf C), paramixovirus (por ejemplo, las F y
las proteinas delMeV, RPV, CDV, RSV, HMPV, PIV, MuV, HeV, NiV y NDV), retrovirus (por ejemplo, las glucoproteinas
de envoltura del HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3, VIH-1, VIH-2), filovirus (por ejemplo, las glucoproteinas del EBOV, ZEBOV,
REBOV, SEBOV y MARV), arenavirus (por ejemplo, las glucoproteinas y los péptidos sefial estables (SSP) del LASV,
LCMV y JUNV) y coronavirus (por ejemplo, las proteinas S del HCoV, HToV, SARS-CoV y MERS-CoV). Las proteinas
de fusién representativas de la Clase Ill incluyen las proteinas de fusién de los rabdovirus (es decir, las glucoproteinas
(G) del virus de la rabia (RABV), lyssavirus del murciélago australiano (ABLV), virus de la fiebre efimera bovina (BEFV)
y virus de la estomatitis vesicular (VSV)) y herpesvirus (por ejemplo, las glucoproteinas (gB, gD, gH/L) del virus del
herpes humano de tipo 1 (HHV-1; también conocido como virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1)), HHV-2 (también
conocido como HSV-2), HHV-3 (también conocido como virus de la varicela zéster (VZV)), HHV-4 (también conocido
como virus de Epstein Barr (EBV)) y HHV-5 (también conocido como citomegalovirus (CMV)).

El polipéptido de ectodominio puede comprender o consistir en un polipéptido de ectodominio precursor de longitud
completa o una porcién del mismo. El polipéptido de ectodominio puede carecer de uno o més péptidos sefial
endbgenos, una porcién de cabeza endégena de un ectodominio, una porcién de tallo endégena de un ectodominio,
un dominio endégeno similar a la mucina, una regién externa proximal de membrana endégena (MPER) y un péptido
de fusién endégeno. Como alternativa, o ademés, uno o més sitios de escisién proteolitica enddégena (por ejemplo,
uno o mas sitios de escisién por furina) puede alterarse o suprimirse una proteina de fusién de tipo silvestre o de
referencia para que el polipéptido de ectodominio se vuelva menos susceptible al corte proteolitico por una proteasa
(por ejemplo, una proteasa celular tal como la furina).

Los polipéptidos de ectodominio de la invencién pueden construirse con el conocimiento de las ubicaciones de varias
fracciones o dominios estructurales y funcionales que estan presentes en una proteina de fusién precursora de virus
con envoltura de longitud completa. A continuacién, se analizan ejemplos no limitativos de dichas proteinas
precursoras y sus dominios asociados, con referencia a la construccién de polipéptidos de ectodominio ilustrativos.

2.2.1HA delaInfA

Un precursor ilustrativo de HA de Ila Inf A tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVTNATELVQSSSTGKIC
NNPHRILDGIDCTLIDALLGDPHCDVFQNETWDLFVERSKAFSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLEFITEGFTW
TGVTQNGGSNACKRGPGSGFFSRLNWLTKSGSTYPVLNVTMPNNDNFDKLY IWGIHHPSTNQEQTSLYVQASG
RVTVSTRRSQQTIPNIGSRPWVRGLSSRISIYWTIVKPGDVLVINSNGNLIAPRGYFKMRTGKSSIMRSDAPIDT
CISECITPNGSIPNDKPFQNVNKITYGACPKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGLFGAIAGFIENGWEGMIDGWY
GFRHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAE
LLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEEMGNGCFKIYHKCDNACIESIRNGTYDHDVYRDEALNNRF
QIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQRGNIRCNICI [SEQ ID NO: 52] (GenPept gbAEC23340.1).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:

SP=1-16
Ectodominio =17 - 529

Sitios de escisién por furina = 345-346

27



ES 3001 108 T3

FP = 346-355
Regién HRA = 356 - 390
5 Regién HRB =421 - 470
MPER = 470-529
TM = 530-553
10
C =534-556
Regién de la cabeza = 51-328, 403-444,
Regién del tallo = 17-58, 327-401, 442-509.

15  Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la HA de la Inf A incluyen:

Ectodominio 1 - 529:

MKTIIAFSCILCLIFAQK LPGSDNSMATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVTNATELV(SS
STGRICNSPHQILDGKNCTLIDALLGDPHC DDFQNKEWDLFVER STAYSNCYPYYVPDYATLRSLYASSGNLEFT
QESFNWTGVAQRGSSYACRRGSVNSFFSRENWLYNLNYKYPEQNVIMPNNDKFDKLYIWGVHHPGTRDROQTN
LYVQASGRVIVSTKRSQQ TVIPKIGSRPWYRGYSSIISIYWTIVEPGDILLINSTGNLIAPRGY FKIQSEK SSIMRS
DAHIDECNSECITPRGSIPNDKPFQNYNKITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG
MVDGWYGFRHQNSEGTGOAADLKSTQAAINQITGKLNRVIKK TNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKID
LWSYNAELLVALENGHTIDLTDSEMSKLFERTRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDIVRN
EALNNRFQIKGVQLKSGYKD [SEQ ID NO: 53] {GenPept abAECI3340.1).

20
Ectodominio menos SP 18- 529:

KLPGSONSMATLCLGHHAVPNGTLVKTITODQIRVTNATELVQSSSTGRICNSPHQILDGK
NCTUIDALLGDPHCDDFONKEWDLFVERSTAYSNCY PYYVPDYATLRSLVASSGMLEFTQESFNWTGEVAQDGSS
YACRRGSVNSFFORINWLYNINYKYPEQNVTMPNNDKFOKLYIWGVHHPGTODKDQTNLYVQASGRVIVSTKRS
QOQTVIPNIGSRPWVRGYSSHSIYWTIVEPGDILLINSTGNLIAPRGY FRKIQSGKSSIMRSDAHIDECNSECITPNG
SIPNOKPFONVNKITYGACPRYVKONTLKLATGMRIVPEKQ TRGIFGAIAGF IENGWEGMYDGWYGFRHQNSE
GTGQAADLKSTQAAINQITGKLNRVIKK TNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENG

HTIDLTDSEMSKLFER TRROLRENAEDMGNGCFKIYHKCRMNACIGSIRNGTYRHDIYRNEALNNRFQIKGVQLK
SGYKD [SEQ ID NO: 54] {GenPept ghAECZ3340.1).

25  Ectodominio menos SP menos, MPER18 - 469:

KLPGESDNSMATLUCLEHMHAVPNG TLVKTITODQIEVTNATELVQSSSTEORICN SRHOILDGK
HCTLIDALLGOPHCDDFONKEWDLFVERSTAYSNCYPYYVRDYATLRSLVASSENLEFTQESFNWTEVAQDGSS
YACRRGEVNSFFSRUNMWLYNLNYKYPEGHNY TMPNNDKFDELYIWGRYHHPGETRROQTNLYVQASGRVIVSTKRS
QOTVIPRIGSRPWVREGVESIISIYWTIVRPGDILLINS YGNLIAPRGY FKIQSCHSSIMRSDAHIDECN SECITPRG
SIPNDKPFONVNKITYGACPRYVEONTULATGMRNVPEKQTREIFGATAGF IENGWEGMVDGWYEFRHQNSE
GTGRAADLKSTQAAINQITCKLNRVIKK THEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTRIDLWSYNAZLLVALENQ
HTIDLTDSEMSKLFERTRR [SEQ ID NO: 55] (GenPeapt ghAEC23340.13.

Ectodominio 18 - 341, 346 - 529 m4s sitios de escision por furina alterados:

30
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KLPGSONSMATLCLGHHAVPNGTIVKTITDDQIEVTNATELVOSSSTGRICNSPHGQILDGEK
NCTLIDALLGDPHCDDFQNKEWDLFVERSTAYSNCYPYYWPDYATLRSLVASSGNLEFTQESFNWTGVAQDGSS
YACRRGSVMSFFSRINWLYNLNYKYPEGNYTMPNNDKFDKLYIWGVHHPGTDKDOTNLYVQASGRYIVSTKRS
QOTVIPNIGSRPWVRGYSSHISIYWTIVKPEDILLINS TRNLIAPRGYFKIQSGRSSIMRSDAHIDECNSECITPNG
SIPNDKPFQMYNKITYGACPRYVKGNTLKLATGMRNVPERRARKKRGIFGATAGF IENGWEGMVDGWYGFRHON
SEGTGQAADLKSTRAAINGQITGKINRVIKKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALEN
QHTIDLTDSEMSKLFERTRROLRENAEDMGNGCFKIYHKCONACIGSIRNGTYDHDIVRNEALNNRFQIKGVGL
KEGYKD [SEQ ID NQ: 56} {GenPept gbARC23340.1).

Dominio de tallo 1-58, 327-401, 442-509 méas regiones enlazadoras:

MKTIIALSYILCLYFAQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTTTNDOQIEVTNATELGFGQ

NTLELATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEGMLDGWY GFREQNSEGRGAADLKSTQAAIDGINGMLNRL
IGSGGSGELLVALLNGHTIDLTDSEMNKLFEK TRKQLRENAED MGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHDVYR
DEALNNRFQIKGVELKSGYKD [SEQ ID NO: 57] {GenPept gbAECZ3340.1).

Dominio de cabeza 1-18, 51-328, 403-444 mas regiones enlazadoras:

MEKTHALSYILCLVFAQKEVTNATELVONSSTEGICOSPHOILDGENCTLIDALLGRPQCDG
FONKKWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLYASSGTLEFNNESFNWTGYTQNGTSSACKRGSNNSFFSRL
NWLTHSKFKYPALMYTMPNNEEFDRKLYIWGVHHPGTONDQIFLYAQASGRITVETRKRSQQTVIPNIGSRPRVRNI
PSRISYWTIVKPGTHLLINSTGNLIAPRGY FIKIRSGK SSIMRSDAPIGKCN SECTTPNGSIPNDKPFQNYNRITYG
ACPRYVKONGSGESGKTMEKFHQIEK EFSEVEGRIQDLEKYVEDTKIDUIWSYNAELL [SEQ 1D NO: 538}
{GenPept gbAECZ3340.1).

2.2.2HAdelainfB

Un precursor representativo de la HA de la Inf B tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

MEATIVLL MYV TSRADRICTEITSSNSPHVVKTATOQGEVNYTOVIPLTTTPTR SHFANLKGTRQTRGK
LOPNCFRCTDLDVALGRPECMENTPEAKVEILHEVKPATSGLUFPIMH DR TKIRGUPNLLRGY ENIRLS TENVINTE
TAPGGPYKVGTSERCPMVANGNGF FNTMAWVIFKONNKTAINPYTVEVPYICSEGERQITVWEFHSDOKTOME
RLYGDSNPORKFTSSANGY T THYVSQIGGFPNQTEDEGLKQSGRIVVDYMYQUPGK TG TIVYQREILLPQRKVWLA
SGREKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGGLAK SKPYYTRERAKAIGNCPIWVKTPLELARGTHYRPPAKLLKERGRFGA
IAGFLEGGWEGMIAGWHEYTSHEGARGVAVAADLM S TOEAINKITKNLNY LS ELEVKNLORLSGAMNELHDEILE
LDERVDDLRADTISSQIELAVIASNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPRAVEIGNGCFET RHKCNGTCLDRIAAG

TFNAGDFSLPTROSLNITARSINMDDGLONHTILLY YSTAASSLAVTLMIATF IVY MUSRONVECSICL [SEQ ID
NO: 59} {{zenPept ghAFHE7854. 11

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:

SP =1-16
Ectodominio = 17-547
Sitios de escisién por furina = 361-362
FP = 362-382
Region HRA = 383-416
Regién HRB = 488-547

MPER = 488-547
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TM = 548-573
C=574-584

Regién de la cabeza = 48-344, 418-456
Regién del tallo = 17-47, 345-417, 457-547
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la HA de la Inf B incluyen:

Ectodominio 1 - 547:

MICALIVLLMYWTSNADRICTRITSSNSPHVWKTATQGEVNVTGOVIPLTTTPTKSHFANLEGT
QTRGKLCPNCFNCTOLDVALGRPRKCMENTPSAKVSILHEVKPATSGCFPIMHDRTKIRQLPNLLRGYENIRLSTS
NVINTETAPGGRYKVETSESCPNVANGNGFPFNTMAWVIPKDNNKTAINPYTVEVPYICSEGEDQITVWGFHSDD
KTOMERLYGOSNPOKFTSSANGY TTHYVSQIGGFPNQTERDEGLKQSGRIVVDYMYOQKPGKTETIVYQRGILLPQ
KVWCASGR SKVIKGELPUIGEADCLHEKYGGLNK SKPYY TGEHAKAIGNCPIWVK TPLKLANG TKYRPPAKLLKE
RGFFGAIAGFLEGGWEGM IAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTOEAINKITHNLNYLSELEVIKNLORLSGAMNEL
HDEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLENEGIINSEDEHLLAL ERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETHHKCNQTCL
DRIAAGTFNAGDFSLPTFDSLNITAASLNDDGLDNHT [SEQ 1D NO: 601 (GenPept gbAFHS7854.1).

Ectodominio menos SP 17-547:

RICTGITSSNSPHVYKTATQGEVNVIGVIPLTTTPTK SHFANLKGTQTRGKLCPNCFNCTD
LOVALGRPECMGNTPSAKVSILHEVKPATSGCFPIMADRTKIRQULPNLLRGY ENIRLSTSNVINTETAPGGPYKYVG
TSGSCPNVARGNGFFNTMAWVIPKDNNKTAINPYTVEVPYICSEGERQITVWEFHEDRKTOMERLYGDSNPQK
FTSSANGVTTHYVEQIGGFPNQTEDEGLKQSGRIVYVDYMVQK PGKTGTIVYQRGILLPQRKVWCASGRSKVIKGS
LPLIGEADCLHEKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLELANG TKYRPPAKLLKERGFFOAIAGFLEGGWE
GMIAGWHGYTSHEAHGVAVAADLKSTQEAINKITRNLNYLSELEVRKNLQRLSGAMNELHDEILELDEKVODLRA
DYISSOIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKONQTCLORIAAGTFNAGDFSLP
TFDSLNITAASLNDDGLONHT [SEQ 1D NO: 817 {(GenPept gbAFHS7854.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER 17-487:

RICTGITSSNS PHYVKTATOGEVNY TGVIPLTTTRTKSHE ANLKGTOTRGKLCPNCENCTD
L DVALGRPKCMGNTPSAKVSILHEVKPATSGOFPIMHDRTKIRQLPNLLRGY ENIRLSTSNVINTE TAPGGRYRVG
TSESCPNVANGNGFENTMAWVIPKINNK TAINPY TVEVPYICSEGEDQITVWGFHSDDK TQMERLYGDSNPOK
FTSSANGYTTHYVSQIGGFPNQTEDEGLKQSGRIVVDYMYQKPGK TETIVYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGS

LRLIGEADCLHEKYGGLNK SKPYYTREHAKAIGNCPIW VI TPLKLANGTKYRPPAKLLKERGF FGATAGFLEGEWE
GMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNY L SELEVKNLORLSGAMNELHDEIH ELDEKVDDLRA
DTISSQIELAVLLENEGTINSEDEHLLALERKLKEML [SEQ ID NO: 621 (GenPept ghAFH57854. 1),

Ectodominio menos SP més sitios de escisién por furina alterados 17-355, 362-547:

RICTGITSSNSPHVVKTATQGEVNVTEVIPLTTTRPTK SHFANMLKGTQTRGKLCPNCFNCTD
LOVALGRPKOMGNTPSARKVSILREVKPATSGUFPIMHDRTKIRQLPNLLRGY ENIRLSTSNVINTETAPGGPYKVG
TSGSCPNVANGNGFFNTMAWYVIPKDNNKTAINPYTVEYPYICSEGEDGITVWGFHSDBKTOMERLYGRSNPQK
FTSSANGVTTHYVSQIGGFPNOTEDEGRLKQSGRIVVDYMVQK PR TERTIVYQRGILLPOKVWCASGRSKVIKGS
LPLIGEADCLHEKYGGLNKSKPYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLKLAMGTHY RPPARRRAKRAGFFGAIAGFLEGG
WEGMIAGWHGYTSHGAHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNYLSELEVKNLGRLSGAMNELHDEILELDEKVDDL
RADTISSQIELAVLLENEGIINSEDEMLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAGDFS
LPTFOSLNITAASLRDDGLDNHT [SEQ ID NO: 637 {GenPept gbAFH57854.1).

Dominio de tallo 1-47, 345-417. 457-547 méas regiones enlazadoras:
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MKAIIVLLMYVTSNADRICTGITSSNSPHVYWKTA TQGEVIVTGVIPLGSGLANG TK YRPPA
KLLKERGFFGAIAGFLEGG WEGMIAGWHGEYTSHE AHGVAVAADLKSTQEAINKITKNLNYLSGSGGSGIELAVL
LSNEGIINSEDEHLLALERKLKKMLGPSAVEIGNGCFETKHKCNQTCLDRIAAGTFNAGDFSLPTFDSLNITAASL
NDDGLDNHT [SEQ ID NO: 541 (GenPept ghAFHS7854,1).

Dominio de cabeza 1-17, 48-344, 418-456 mas regiones enlazadoras:

MKAIVULLMYVTSNADRTTTPTKSHFANLKGTOTRGKLCPNCFNCTDLDVALGRPKCMGN
TPSAKVSILHEVKPATSGCFPIMHDRTKIRQLPNLLAGYENIRLS TSHVINTETAPGEPYRVGTSGSCPNVANGNG
FENTMAWVIPKDNNKTAINPYTVEVPYICSEGEDQITVWGFHSDOKTOMERLYGDSNPOKFTSSANGYTTHYVS
QIGGFPNQTEDEGLKOQSGRIVVDYMYQRKPGKTGTIVYQRGILLPQKVWCASGRIKVIKGSLPLIGEADCLHEKY
GELNKSKPYYTGEHAK AIGNCPIWVKTPLKG SGGSGELEVKNLORLSGAMNELHDEILELDERVDDLRADTISS
Q [SEQ 1D NO: 65] (GenPeapt gbAFHE7854.1).

2.2.3 Fdel RSV

Un precursor de la F del RSV no limitativo tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

MELLILKANAITTILTAYVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVEKEYLSALRTEWY TSVITIELSNIKKNKONGTDAKVK
LIKQELDKYRKNAVTELQLLMOSTOATNRRARREL PRFMNYTLNNAKKTRVTLSKKRKRRFLGFLLGVYGSAIASGY
AVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLBLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNN
RLLEITREFSYNAGVTTPYSTYMLUTHNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVROGSYSIMSIIKERVIAYVVRLPL
YOVIDTPOCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTORGWYCDNAGSVYSFFRPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLRPSEY
NLCNVDIFNPRYDCEIMTSKTDVSSSVITSLGAIVECYGKTKCTASNKNRGITKTFENGC DYVSNKGVITVEVEN
TLYYYNKQEGK SLYVKGERIINFYDPLYFPSDEFDASISQVNEKIMNQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTNIMITTIIT
VIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN [SEQ ID NO: 667 {GenPept gbAHLE4194.1}.

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =123
Ectodominio = 24-524
Sitios de escisién por furina = 109-110, 136-137
FP =137-163
Region HRA = 164-196
Region HRB = 488-524
TM = 525-548
C =549 -574

Dominio de interaccién D25 = 61-97, 193-240
Ejemplos no limitativos de polipéptidos del ectodominio de F del RSV incluyen:

Ectodominio 1 - 524:
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MELLILKANATTTILTAYVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKG YLSALRTGWYTSVITIELSHI
KKNKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTOATNNRARRELPRF MNY TLANAKK TNVTLSKKRKRREL
GFLLGVGSALASGVAY SKVLHLEGEVNKIK SALLS TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQULRIVNEQSCST
SNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSYNAGYTTRPVSTY MLTNSELL SLINDMPITNDOKKLMSNMVQIVRQQSYSIMS
HKEEVLAYVVOLPLYGVID TPCWKLHTSPLCTTNTREGSNICLTRTDRGWYCDNAG SVSFFPQAETCKVQSNRY
FCOTMNSLTLPSEVNLCNYDIFNPK Y DCEIMTSKTDYSSSYITSLGATVSCYGK TRCTASNKNRGIIK TR SNGCDY
VSNKGYDTVSYGENTLY Y VRKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEK INQSLAFIRK SDELLHNVN
AGKSTTN [SEQ ID NO: 67} (GenPept gbAHLE4194.1).

Ectodominio de F del RSV (1-520):

MELLILKANAITTILTAVTFOFASGONITEEFYQSTCSAVEKEYLSALRTGWY TS VITIELSNL
KKMNKCNGTDAKYRLIKQELDKYKNAVTELOQLLMQSTQATNMNRARRELPRFMNYTLNNARKKTNVTLSKKRKRRFL
GFLLGYGSAIASGYAVSKVLHLEGEYNKIKSALLSTNEAVYSLSNGVSVLTSKVLDLEMNYIDKQLLPIVNKQSCST
SMIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMS
HKEEVLAYWQLPLYGVIDTPCWKLHTSRLCTTNTKEGSNICLTRTDREWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRY
FCDTMNSLTLPSEVNLCNYDIFNPKYDCEIMTSKTDVSSSVITSLEAIVSCYGR TRCTASNKNRGIIKTFSNGCDY
YSNKGYDTYSYGENTLYYWNKQEGKSLYVKGERIINFYDRPLYFPSOEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSBELLHNVN

5 AGK [SED ID NO: 1481,

Ectodominio menos SP 24-524:

SEONITEEFYRSTCSAVSKGY LSALRTGWY TSVITIELSNIKKMKCNGTDAK VELIKGELD
KYKNAVTELQLLMOSTOATNNRARRELPRFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRAKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLH
LEGEVNKIKSALLSTNRKAVYSLENGYSVLTSK VLUK NYIDKQLLPIVMNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITRE
FOVNAGYTTPYSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOQKELMSMNVOIVRQOSYSIMSIIKERVLAYVVQLPLYGVIDTP
CWRLHTSPLOTTNTKEGSNICLTRTRRGWYCDONAGSYSFFPQAETCKVQSNRYFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDE
FNPRYDCEIMTSKTDVSSOVITSLGAIVSCYGK THCTASNRKNRGIIK TRENGCOYVENKGVD TVEVENTLYYVNK
QEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQUNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTTN [SEQ ID NG: 88]
{GanPrpt ghAHLE4194.1}.

10
Ectodominio menos SP més sitios de escision por furina alterados 24-524:

SGONITEEFYQSTCSAVSKEGYLSALRTOWYTSVITIELONIKKNKCNGTRAKYKLIKQELD
KYKNAVTELQLLMOSTQATNNNANNELPRFMNYTLNNAKK TNV TLSHNNNNAFLGFLLGVESAIASGVAVSKVL
HLEGEVNKIKSALLSTNKAVVELSNGYSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNRKQSCS ISNIETVIEFQORNNRLLEITR
EFSVNAGVTTPYSTYMUTNSELLSLINDMPITMDOKKLMSNNVRQIVRQQSYSIMSITKEEVIAYVVQLPLYGVIDT
PCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCONAGSVSFFPOAETCKVQSNRYFCOTMNSLTLPSEVNLONVE
IFNPRYDCEIMTSKTDVSSSVITSLGATVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGUDYVSNKGVDTVSVGNTLY YN

KQEGKSLYVKGEPIINFYRPLYFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVRAGKSTTN [SEQ ID NO:
15 £9] (GenPept gbAHLB4194.1).

Dominio de interaccién D25 61-97, 193-240 més regiones enlazadoras:

LONIKKNKCNGTRAKVKLIKQELDKYKNAVTELCLEMGGLULKNYIDKQLLPTVNRQSCSI
SNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVYN [SEQ ID NO: 70] (GenPept gbAHLE4194.1).

20
2.2.4 F del h(MPV

Un precursor lustrativo de la F del hMPV tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MSWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCADGPSLIK

25 TELDLTKSALRELRTVSADQLAREEQIENPRQSRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTN
EAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIADLKMAVSFSQFNRRFLNVVRQFSDNAGITPAISLD
LMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCSEK
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KGNYACLLREDQGWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVCDTAAGINVAEQSKECNINISTTNYPCKVSTGRH
PISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCSYITNQDADTVTIDNTVYQLSKVEGEQHVIKGRPVYS
SSFDPVKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTGFIIVIILIAVLGSTMILVSVFIIIKKTKKPT
GAPPELSGVTNNGFIPHN [SEQ ID NO: 71] (GenPept gbAAN52913.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:

SP =1-19
Ectodominio = 1-490
Sitios de escisién por furina = 102-103
FP =103-125
Region HRA = 126-129
Region HRB = 456-490
TM = 491-514

C=515-539

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de F del hMPYV incluyen:

Ectodominio 1 - 490:

MEWKVVIIFSLLITPQHGLKESYLEESCSTITESYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCAD
GPSLUIKTELDLTKSALRELRTVSADRQUAREEGIENPRQSRFVIGAIALGVATAAAVTAGVATAKTIRLESEVTAIKN
ALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELKDFVSKRLTRAINKNKCOIADLKMAVSF SQFNRRFLNVVRQFSDNAGIT
PAISLOLMTDAELARAVSNMPTSAGQIKLMLENRAMVRRKGFGILIGVYGSSVIYMVYQLPIFGVIDTPCWIVKAAPR
SCSEKKGNYACLLREDQGWYCONAGSTVYYPNEKDCETRGOHVFCOTAAGINYAEQSH ECNINISTINYPCKY
STGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIGSNRVGIIKQLNKGCEYITNQDADTYTIDNTVY QLEKVEGEQHVIK
GRPVSSSFOPYKFPEDQFNVALDQVFESIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTG [SEG 1D NG: 72 {GenPept:
QUAANSZ2913.1Y

Ectodominio menos SP 20-490:

KESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWYTNVFTLEVGDVENLTCADGPSLIKTELDLTKSALREL
RIVSADQLAREEQIENPROSRFVLGAIALGVATAAAVTAGVAIAKTIRLESEVIAIKNALKKTNEAVSTLGNGVRY
LATAVRELKDFVSKNLTRAIMKNKCDIADLKMAVSFSOF NRRFLNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVS

NMPTSAGQIKLMLENRAMVRREGFGILIGVYGSSVIYMVQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCSEK KGNYACLLREDQ
GWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGDHVFCDTAAG INVAEQSKECNINISTTNYPCK VS TERHPISMVALSPLEAL
VACYKGVSCSIGSNRVGITK QUNKGCSYITNQDAD TV TIDNTY Y QLSKVEGEQHVIKGRPYSSSFDPVKFPEDQF
NVALDQVFESIENSQALVDQSNRILSSAEKGNTG [SEQ ID NO: 73] {Genfept abAANS2913.1).

Ectodominio menos SP més sitios de escision por furina alterados 20-490:

KESYLEESCSTITEGYLSVLRTGWY TNVFTLEVGDVENLTCADGPSLIKTELDLTKSALREL
RTYSADQLAREEQIENPNQSAFVLEATALGVATARAVTAGYAIAKTIRLESEVTAIKNALKKTNEAVETLGNEVRY
LATAVRELKDFVSKNLTRAINKNKCDIADLKMAVSFSOFNRAFLNVVRQFSDNAGITPAISLDLMTDAELARAVS
NMPTSAGQIKLMLENRAMYRRKGFGILIGVYGSSVIYMYQLPIFGVIDTPCWIVKAAPSCSEKKGNYACLLREDRQ
GWYCQNAGSTVYYPNEKDCETRGOMVFCDTAMGINVAEQSKECNINISTTNYPCKVSTGRHPISMVALSPLGAL
VACYKGYSCSIGSNRYGIIKQLNKGISYITNODADTVTIDNTWYQLSKVEGEGHVIKGRPVSSSFOPVKFPEDQF
NVALDQVFESIENSQALVOQSHRILSSAEKGENTG [SEQ ID NO: 74] (GenPept ghAANS2913.1).

2.2.5 Fdel PIV
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Un precursor de F del PIV lustrativo tiene la siguiente secuencia de  aminoécidos:
MPTSILLITTMIMASFCQIDITKLQHVGVYLVYNSPKGMKISQNFETRYLILSLIPKIEDSNSCGDQQIK
QYKRLLDRLIIPLYDGLRLQKDVIVSNQESNENTDPRTKRFFGGVIGTIALGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIE
KLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIVPSIARLGCEAAGLQLGIALTQHYSELTNIFGDNIGSL
QEKGIKLQGIASLYRTNITEIFTTSTVDKYDIYDLLFTESIKVRVDLNDYSITLQVRLPLLTRLLNTQIYKVDSIS
YNIQNREWYIPLPSHIMTKGAFLGGADVKECIEAFSSYICPSDPGFVLNHEMESCLSGNISQCPRTVVTSDIVPRY
AFVNGGVVANCITTTCTCNGIGNRINQPPDQGVKIITHKECNTIGINGMLFNTNKEGTLAFYTPNDITLNNSVALD
PIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSSTTIHIVLIMIILFINVTIHAVKYYRIQKRNRYDQND
KPYVLTNK [SEQ ID NO: 75] (GenPept gbAAB21447.1).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-19
Ectodominio = 1-493
Sitios de escisién por furina = 109-110
FP =110-135
Regién HRA = 136-168
Regién HRB = 458-493
TM = 494-516
C=517-536

Ejemplos no limitativos de polipéptidos del ectodominio de F del PIV incluyen:

Ectodominio 1 - 493:

MPTSILLIITTTMIMASFCQIDITHLORVGVIVNSPKAMKISONFETRYLILSLIPKIEDSNGC
GOQQIKQYKRLLDRLIIPLYDGLRLORDVIVSNGESNENTOPRTKRFFGGVIGTIALGVATSAQITAAVALVEAKQ
ARSDIERLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVGDYYNKEIVPS IARLGCRAAGLQLGIALTQRYSELTNIFGE
NIGSLOEKGIKLQGIASLYRTMITEIF T TS TYDRYDIYDLLFTESIKVRVIDVDLNDY ST TLOVRLPLLTRLLNTQIYK
VDSISYNIQNREWYIPLPSHIMTKGAFLGGADVK ECIEAFSSYICPRDPGFVINHEMESCLEGNISQUPRTVWISE
IVPRYAFVNGGYWANCITTTCTONGIGNRINGPP DQEVKIITHK ECNTIGINGMLFNTNKEGTLAFYTPNDITLNN

SVALDPIDISIELNKAK SDLEESKEWIRRSNQRLDSIGNWHQSSETT [SEQ 1D NO: 78] (GenPept
bAABZ21447 1),

Ectodominio menos SP 20-493:

IDITKLQHVGVLYNSPKGMKISONFETRYLILSLIPKIEDSNSCEGDQQIKQYRRLLDRLIIPL
YOGLRLGKDVIVENGESNENTOPRTKRFFGGVIGTIALGVATSARQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKA
VQSVOSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIVPSIARLGCEAAGLOLGIALTQHY SELTNIFGDNIGSLQEKQIKLQGEIASL
YRINITEIFTTSTVDRYDIYOLLFTESIKVRVIDVDLNDYSTTLOVRUPLLTRLLNTQIVEVDSISYNIQNREWYIPLP
SHIMTKGAFLGGADVEECIEAFSSYICPSOPGRVLNHEMESCLSGRISQCPRTVVTSDIVPRYAFVNGEVVANCI
TITCTCHNGIGNRINQPPDOQGVKHITHKECNTIGINGMUFNTNKEGTLAFY TPNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKS
DLEESKEWIRRSNOKLDSIGNWHOSSTT {SEQ 1D NQ: 777 {GenPept ghAAR21447.1 ).

Ectodominio menos SP més sitios de escision por furina alterados 20-493:
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IDITKLQHVGVLYNSPKGMKISONFETRYLILSLIPKIEDSNS CEDQQIQYKRLLDRLITPL
YDGLRLQKDVIVSNGESN ENTDPNTKAFFGEYIGTIALGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRD TNKA
VOSVOSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIVPSIARLGCEAAGLOLGIAL TOHY SEL TNIFGDNIGSLOEKGIKLOGIASL
YRYNITEIF TISTVOKYDIYDLLFTESIKVRYIDVDLADYSITLQVR LPLLTRLLNTQIYKV U SISYNIQNREWYIPLP
SHIMTKGAFLGGADVKECIEAFSSYICPSDPGFVLRHEMESCLSENISQCPRTVY TSDIVPRYAFVNGGYVANCE
TTTCTCRGIGNRINQPPDQGVKIITHK ECN TIGINGMUFNTNKES TLAF Y TPNDITLN NS VALDPIDISIELNKAKS
DLEESKEWIRRSNOQKLDSIGNWHQSSTT [SEQ 1D NO: 78] {GenPept ghAAB21447.1).

2,2,6 F del MeV
Un precursor de F del MeV representativo tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MGLKVNVSAIFMAVLLTLQTPTGQIHWGNLSKIGVVGIGSASYKVMTRSSHQSLVIKLMPNITLLNN
CTRVEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTQNIRPVQSVASSRRHKRFAGYVLAGAALGVATAAQITAGIALHQSML
NSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYINNELIPSMNQLSCDLIGQKLGLKLLRYYTEILSLFG
PSLRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIKARITHVDTESYLIVLSIAYPTLSEIKGVIVH
RLEGVSYNIGSQEWYTTVPKYVATQGYLISNFDESSCTFMPEGTVCSQNALYPMSPLLQECLRGSTKSCARTLVS
GSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTIINQDPDKILTYIAADHCPVVEVNGVTIQVVGSRRYPDAVYLHRIDLG
PPILLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSMKGLSSTCIVYILIAVCLGGLIGIPALICCCRGRCNKKGEQ
VGMSRPGLKPDLTGTSKSYVRSL [SEQ ID NO: 79] (GenPept dbjBAB60865.1).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-24
Ectodominio = 1-493
Sitios de escisién por furina = 112-113
FP =113-137
Regién HRA = 138-171
Regién HRB = 454-493
TM = 494-517
C =518-550

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de F del MeV incluyen:

Ectodominio 1-493:

MGLEKVNVSAIFMAVLLTLQTPTGQIHWGNLEKIGVVGIGSASYKVMTRSSHGSLVIKLMP
NITLLNNCTRVEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTONIRPVOQSVASSRRHKRFAGVVLAGAALGVATAACQITAGIA
LHOQSMUNSQAIDNLRASLETTRQAIEATRQAGOEMILAVQGVQDYINNELIPSMNOQLSCDLIGQKLGLKLLRYYT
EILSLFGPSLROPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGY SGGRLLGILESRGIKARITHYDTESYLIVLSIAYFTLSE
IKGVIVHRLEGVSYNIGSQEWYTTVRKYVATQGYLISNFDESSCYFMPEGTVCSONALYPMSPLLOECLRGSTKS
CARTLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCY TYGTLINGRPOIILTYIAADHCPVVEVNGVTIQVGESRRYPRAY
YLHRIDLGPPILLERLDVGTRLGNAIAKLEDAKELLESSDGILRSMKGLSST [SEQ 1D NO: 807 (GenPept

dbiBABGBQSES. 1),

Ectodominio menos SP 25-493:
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THWGENLSKIGVVRIGSASYKVMTRSSHQSLVIKLMPNITLLNNCTRVEIAEYRRLLRTVLER
IRDALNAMTONIRPVOSYASSRRHKRFAGYVLAGAALGVATAAQITAGIALHGSMLNSQAIDNLRASLETTNQAL
EAIRGAGQEMILAVQGVODYINNELIPSMNOLSCDLIGQKLGLELLRY YT EILSLFGPSLRDPISAEISIQALSYAL
GGEDINKVLEKLGY SGGDLLGILESRGIKARITHY DTESYLIVLSIAYPTLSEIKGVIVHRLEGVSYNIGSQEWYTTV
PRYVATQGYLISNFRESSCTFMPEGTVCSQNALYPMSPLLQECLRGSTKECAR TLVSGSFENRFILSQGNLIANC
ASIHLCKOYTTGTIIRQOPORILTYIAADHCPYVEVNGYTIQVG SRRYPDAVYLHRIDLGPPILLERLDVGTNLGNAL
AKLEDAKELLESSDQILREMKGLSST [5EGQ 1D NO: 81] (GenPept dbiBABSORES5.1)

Ectodominio menos SP mas sitios de escision por furina alterados:

FHWENLSKIGYVGIGSASYKVMTRSSHQ SLVIKUMPNITLLNNCTRVEIAEYRRLLRTVLEP
IRDALNAMTQNIRPYQSYASSHNHKNFAGYVLAGAALGVATAAQITAGIALHOSMUNSQAIDNLRASLETTNGA
TBAIRQAGQEMILAVQBVGDYINNELIPSMNQLSCDLIGGKLGLKLLRYYTEILSLFGPSLROPISAEISIQALSYAL
GEDINKVLEKLGYSGEDLLGILESRGIKARITHVD TESYLIVE SIAYPTLSEIXGVIVHRLEGY SYNIGSQEWYTTV
PKYVATOGYLISNFDESSCTAMPEGTVCSQNALYPMSPLLOECL RGSTKSCARTLYSGSFGNRFILSQGNLIANG
ASTLCKOY TTGTIINGRPDKILTYIAADHCPVVEVNGVTIQVGSRRYPDAVYLHRIDLGPPILLERLDVETNLGNAT
AKLEDAKELLESSDOILRSMKGLSST {SEQ 1D NO: 82] (GenPapt dbiBABEGEES.1).

2.2.7 F del HeV

Un precursor de la F del HeV no limitativo tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

10
MATQEVRLKCLLCGIIVIVLSLEGLGILHYERKLSKIGLYKGITRE YK IKSNPLTK DIVIKMIPNVENVSKCTGTVME

NYKSRLTGILSPIKGAIELYNNNTHOLVGDVKLAGYVMAGIAIGIATAAQITAGVALYEAMKNADNINKLKSSIES
TNEAVVKLQETABKTVYVLTALQDYINTNLYPTIDQISCKGTELALDLALSKYLSDLLFVFGPNLGDPVSNSMTIQA
[SQAFGGNYETLLRTLGYATEDFDOLLESDSIAGOIVYVILSSYYIIVRYYFPILTEIQQAYVQELLPVSPNNENSE
WISTVPNFVLIRNTLISNIEVKYCLITKKSYICNQOYATPM TASVRECL TGS TOKCPRELVY SSHVPRFALSGGVLF
ANCISVTOQCOTTGRAISUSGEQTLLMIDNT TCT TVWLGNIISLEK YLGSINYNSESIAVGPRVY TRKYDISSOIS
SMNGSLOOSKDYIKEAQKILDTVNPSLISMLSMIILYVLSIAALCIGLITFISFVIVEKKRGNYSRLDDROVREVEN
GOLYYIGT [SEQ ID NOQ: 23] (GenPept NP _047111.2).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
15 SP =1-20
Ectodominio = 1-487
Sitios de escisién por furina = 109-110

20

FP =110-135

Region HRA = 136-169

25 Regién HRB = 456-587

TM = 488-518

C =519-546

30
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de F del HeV incluyen:

Ectodominio 1-487:
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MATQEVRLKCLLCGIIVLVLSLEGLGILRYEKLSKIGLYKGITRKYKIKSNPLTKDIVIKMIPN
VSNVSKCTGTVMENYKSRLTGILSPIKGAIELY NNNTHDLVGD VKLAGYY MAGIAIGIATAAQITAGVALYEAMK
NADNINKLKSSIES TNEAVYKLGETAEK TVYVLTALQDYINTNLYPTIDQISCKQTELAL DLALSKYLSDLLFVFGP
NLOQDPVSNSMTIOAISGAFGGNYETLLRTLG YATEDFDDLLESDSIAGGIVYVDLS SYYIIVRVYFPILTEINQAYY
QELLPYSFNNDNSEWISIVPNFVLIRNTLISNIEVKYCLITKKSVICNQDYATPMYASYRECLTGS TBKCPRELVVS
SHYPRFALSGGVLFANCISVTCOCGTTGRAISQSGEQTLLMIDNTTCTTVVEGNIIISLGKYLGSINYNSESIAVGP
PYYTDKVDISSQISSMNQSLQQSKDYIKEAQKILDTYNPS [SEQ ID NO: 84] (GenPept NP_047111.2).

Ectodominio menos SP 21-487:

SLEGLGILHYEKLSKIGLVHGITRKYKIN SNPLTKDIVIHMIPNY SNVSKCTGTVMENYKSRL
TRILSPIRGAIELYNNNTHDLVGDVRLAGVVMAGIAIGIATAAQITAGYALYEAMKNADNINKLRSSIESTNEAVY
KLQETAEKTVYVLTALQUYINTMLVFTIDOQISCKOTELALDLALSKYLSDLLFVRGPRLOQDPYSNEMTIQAISQAFG
ENYETLLRTLGYATEDFRDLLESDSIAGGIVYVDLSSY YIIVRVYFFROTEIQQAY VO ELLPVYSFNNDONSEWISIVEN
FYLIRNTLISNIEYKYCLITKESVICNQDYATPMTASYRECLTGSTOKCPRELVV S SHVPRFALSGGVLFANCISVT
COCOTTERAISQSGEQTULMIDNTICTTVVLG R IITELEG LG SINYNSESTAVGPRVY TOR VRIS SIS SMNQSL
CQEXDYIKEAQKILDTYRES [SEQ ID NG: 851 {GenPept NP _047111.2),

Ectodominio menos SP més sitios de escision por furina alterados 21-487:

SLEGLGILHYEK L SKIGLVKGITRKYKIKSNPLTK DIVIKMIPMYSNYSKC TG TVMENYK SRL
TGILSPIKGAIELYNNN THOLVG DVNLASYYMAGIAIGIATAAQI TAGY ALYEAMKNADNINKLKSSIES TNEAVY
KLOETAEK TVYVL TALQDYINTNLVETIDOISCKOTELALDLAL SKYLSDLLFVFGPNLODPYSNSMTIQAISQAFG
GNYETLLRTLGYATEDFROLLESDSIAGQIVYVDESSYYIIVRVYFPILTEIQQAYVOELLPYSFNNDNSEWISIVEN
FVLIRNTLISNIEVE YCLITKE SVICNQDYATPMTASYRECLTGS TDKEPRELWWSSHYPRFALSGGVLFANCISVT
COCQTTBRAIS)SGEQTLLMIDNTTCT TYWLGNEISLGK YL GSINYNSESIAVGFRYYTDKVDISSQISSMNQSL
QQOSKDYIKEAQKILDTVAIPS [SEQ ID NO: 86] {GenPept NP 047111.2).

2.2.8 Fdel Niv
Un precursor representatvo de la F del NiV tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MVVILDKRCYCNLLILILMISECSVGILHYEKLSKIGLVKGVTRKYKIKSNPLTKDIVIKMIPNVSNMS
QCTGSVMENYKTRLNGILTPIKGALEIYKNNTHDLVGDVRLAGVIMAGVAIGIATAAQITAGVALYEAMKNADNI
NKLKSSIESTNEAVVKLQETAEKTVYVLTALQDYINTNLVPTIDKISCKQTELSLDLALSKYLSDLLFVFGPNLQDP
VSNSMTIQAISQAFGGNYETLLRTLGYATEDFDDLLESITGQIIYVDLSSYYIIVRVYFPILTEIQQAYIQELLPVS
FNNDNSEWISIVPNFILVRNTLISNIEIGFCLITKRSVICNQDYATPMTNNMRECLTGSTEKCPRELVVSSHVPRFA
LSNGVLFANCISVTCQCQTTGRAISQSGEQTLLMIDNTTCPTAVLGNVIISLGKYLGSVNYNSEGIAIGPPVFTDK
VDISSQISSMNQSLQQSKDYIKEAQRLLDTVNPSLISMLSMIILYVLSIASLCIGLITFISFIVEKKRNTYSRLEDR
RVRPTSSGDLYYIGT [SEQ ID NO: 87] (GenPept NP 112026).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-20
Ectodominio = 1-487
Sitios de escisién por furina = 109-110
FP =110-135
Regién HRA = 136-169
Regién HRB = 456-487
TM = 488-518
C=519-546

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la F del NiV incluyen:
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Ectodominio 1-487:

MUVILDKRCYCNLLILTLMISECSVEILHY EKLSKIGLVKGYTRK YKIKSNPLTKDIVIKMIPH
VENMSQUTGSYMENYK TRUNGILTPIKGALEIYKNNTHDLVG DVRLAGVIMAGVAIGIATAAQITAGVALYEAMK
NADNINKLKSSIESTNEAYVKLQETAEK TVYVLTALO DY INTNLY PTIDKISCKOTELSLDLALSKYLSDLLFVEGP
NLQDPVSNSMTIQAISOAFGGNYETLLRTLGYATEDF DOLLESDS ITGRIYVELSSYYIIVRVYFFILTEIQQAYID
ELLPVSFNNDNSEWISIVPNFILY RNTLISNIEIGFCLITKRSVICNQD YA TPM TNNMRECLTGS TEKCPRELVVSE
HVPRFALSNGVLFANCISVTCQUQTTGRAISQSGEQTULMIDNTTCPTAVLGNVIISLGK YLGSYNYNSEGIAIGP
PYFTDKVDISSQISSMNQSLOQSKDYIKEAQRLLDTYNPS [SEQ ID NO: 88] (GenPapt NP 112026).

Ectodominio menos SP:

SECSVEILHYEK LSKIGLVKIBYTRIKYKIKSNPLTKOIVIKMIPNVSNMSQC TGS YMENYKT
RENGILTPIKGALEIYKNNTHDLVGDVRIAGVIMAGVALSIATAAQITAGY ALY EAMKNADMINK LKSSIES TNEA
YVKLQETABK TVYVLTALQDYINTNLYFTIDKISCKQTELSLDLAL SKYLSDLLFVFGPNLODFVSNSM TIQAISOA
FGGNYETLLRTLGYATEDF DOLLESDS TGOV S SY YIIVRVY FPILTEIQQAYIQELLPY SFNNDNSEWISIVP
NFILVRNTLUISNIEIGFCLITKRSVICRQDYATPMTNMMRECLTGSTEKCPRELVYSSHVPRFALSNGYVLFANCISYV
TCQCOTTGRAISQSGEQTLLMIDNT TCRTAVLGNVIISLGKYLG SVNYNSEGIAIGPPYFTDKYDISSQISSMNGS
LQGSKDYIKEAGRLLOTYNPS [SEQ ID NO: 897 (GenPept NP 112026},

Ectodominio menos SP mas sitios de escision por furina alterados:

SECSVGILHYEKLSKIGLVKGVTRKYKIKSNPLTKDIVIKMIPNYSNMSQCTGSVMENYKT
RENGILTPIKGALEIYKNNTHDLVGDVNLAGVIMAGYAIGIATAAQITAGVALYEAMKNADNINKLKSSIESTNEA
VYKLQETAEKTVYVLTALQDYINTNLVPTIDKISCKQTELSLDLALSKYLSDLLFVFGPNLQDPYSNSMTIQAISQA
FGGNYETLLRTLGYATEDFDDLLESDSITGQIIYVDBLSSYYIIVRVYFPILTEIQQAYIQELLPYSFNNDNSEWISIVR
NFILVRNTLISNIEIGFCLITKRSVICNQDYATPMTNNMRECLYGSTEKCPRELVVSSHVPRFALSNGVLFANCISY
TCQCQTTGRAISQSGROQTLLMIDNTTCPTAVLGNVIISLGKYLGSVNYNSEGIAIGPPVFTORVDISSQISSMNGS
LQQSKDYIKEAQRLLDTYNPS [SEQ ID NO: 90] (GenPept NP 112028).

2.2.9 GP160 del VIH

Un precursor ilustrativo de Ila GP160 del VIH tiene la siguiente secuencia de aminoécidos:

MRVKGTRKNYWWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAVNTEVH

NVWATHACVPTDPNPQEVVLENVTENFNMWKNDMVEQMQEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTNWDGRN
GTMNTTSTRNTTTANISRWEMEGEIKNCSFNVTTSIRNKMHKEYALFYKLDVMPIDNGSSYTLINCNTSVITQAC
PKVSFEPIPIHYCTPAGFALLKCNDKKFNGTGPCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEIVIRSENLTDNA
KTIIVQLNETVVINCTRPGNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHCNLSEASWNKTLKQIATKLREQFVNKTII
FNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCDTTQLFNSAWFSNNTGLNYNNGSNTGGNITLPCRIKQIVNWQEVGKA
MYAPPIRGNITCSSNITGLLLTRDGGNNVTNESEIFRPGGGNMKDNWRSELYKYKVVKIEPLGYVAPTRAKRRVVQ
REKRAVGTIGAMFLGFLGAAGSTMGAASLTLTVQARQLLSGIVQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARY
LAVERYLKDQQLLGIWGCSGRLICTTAVPWNASWSNKSLDDIWNNMTWMQWEKEIDNYTGLIYRLIEESQTQQ
EKNEQDLLQLDTWASLWNWFSISNWLWY IKIFIMIVAGLVGLRIFFAVLSIVNRVRQGYSPLSFQTHLPAQRGPD
RPGGIEEEGGERDNGRSIRLVDGFLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLLVKRVVELLGHRGWEILKYWWNLLQY

WSQELKNSAVSLFNAIAVAEGTDRVIEGIQRIGRGFLHIPRRIRQGLERALL  [SEQ ID NO:  91]
dbiBAF31430.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-28
Ectodominio = 1-688
Sitios de escisién por furina = 508-509
FP = 509-538

Region HRA = 539-587
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Region HRB = 631-667
MPER = 668-688
T™M =689-711
C =712 - 861
GP41 = 509-861

GP120 = 1-508

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la GP160 del VIH incluyen:

Ectodominio 1-688:

MRVKGTRKNYWWRWGTMLLGMLMICSAAEQLWY TVYYGYPVWKEATTTLFCASDAKAY
NTEVHNVWATHACVPTOPNPQEVVLENY TENFNMWKNOMVEQMQEDIISLWDQSLKPCYKLTPLOVTLNCTN
WDGRNGTMNTTSTRNTTTANISRWEMEGEIKNCSFNVTTSIRNKMHKEYALFYKLDVMPIDNGSSYTLINCNTS
VITOACPKVSFERIPIMYCTPAGFALLKCNDKKFNG TGPCKNVSTVQCTHGIRPVYSTOLLLNGSLAEEEIVIRSEN
LTDNAK TIIVQLNETVVINCTRPGNNTRE SIHIGPGRAFYATGD HGDIRGAHC NLSEASWNK TLKQIATKLREQF
VNKTITFNQSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCDTTOULFNSAWFSNNTGLNYNNGSNTGGNITLPCRTKQIVNRWS
EVGKAMYAPPIRGNITCSSNITGLLLTRDGGNNY TNESEIFRPGGGNMKDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTRAK
RRVVQREKRAVGTIGAMFLGFLGAAGSTMGAASLTLTVQARQLLSGIVQOQNNLLRAIEAQGHLLQLTVWGIKQ
LOARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGRLICTTAVPWNASWSNKSLD DIWNRNMTWMQWEKEIDNYTGLIYRLIEE
SOTOQEKNEQDLLOLDTWASLWNWFSISNWLWYIK [SEQ ID NO: 927 (GenPept dbiBAF31430.1).

Ectodominio menos SP:

EQLWYTVYYGVYPVWRKEATTTLFCASDARAVNTEVHMYWATHACVPTDPMNPQEVVLENVT
ENFNMWEKRDMYEGMQEDTISLWDOSLKPCVKLTRLCVTINCTNW DGR NG TMNT TS TRNTTTANISRWEMEGE
TKNCSFRVTTSIRNKMHKEYALFYKLDYMPIONGSSYTLINCNTSVITQACPRKVSFERIPIMYCTPAGFALLKCNDK
KENGTGPCKINVSTVOCTRGIRPYWSTOQLLLNGSLAREEIVIRSENLTDNAKTHIVOLNETVVINCTRPGNNTRKS]

HIGPGRAFYATGDIIGDIRGAHCNLSEASWNK TLKQIATKLREGFYNK TIIFNGSSGGDPEIVMHEFNCGGEFFY
COTTQLFNSAWFSNNTGLANYNNGSNTGGNITLPCRIKQIVNRWQEVGK AMYAPPIRGNITCSSNITGLLLTRDG
GNNVTNESEIFRPGGGNMKDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTRAK RRVVQREKRAVGTIGAMFLGFLGAAGST
MGAASLTLTVQARGLLSGIVQRONNLLRAIEAQOHLLOL TVWGIKQLOARVLAVER YLKDOOQLLGIWGCSGRL
CTTAVPWNASWSNKSLDDIWNNM TWMQWEK EIDNY TELIYRLIEESQTQREKNEQDLLOQLD TWASLWNWF 51
SNWLWYIK [SEQ ID NO: 93] {GenPept dbiBAF31430.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER:

EQLWVTVYYGYPYWKEATTTLFCASOAKAVNTEVHNVIWA THACVP TDPMNPOEVVLENYT
ENENMWKNDMYEQMQEDIISLWDQSLKPCVKLTPLOVTLNC TNWDGRNG TMNT TS TRNTTTANISRWEMEGE
IKNCSFNVTTSIRNKMHK EYALFYE LOVMPIDNGSSYTLINCNTSVITGACPKVSFEPIPIHYCTPAGFALLKCNDK
KENGTGPOKNVSTVOC THEIROVW STQLLLNG SLABEEIVIRS ENLTDNAK TIIVGLNETVWINC TRPGN NTRKST
HIGPGRAFYATGD G DIRQAHC NLSEASWN K TLKQIATKLREQEVRK TIIFNOSSGEDPEIVMHSENCGGERRY
COTTOLFNSAWFSNNTELNYNNGSNTGGNITLRCRIKQIVNRWQEVGK AMYAPPIRGNITCSSNITGLLLTRDG
GNNVTNESEIFRPGGEN MK DNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTRAKRRVVCREKRAVG TIGAMFLGFLGAAGST
MGAASLTLTVOARGLLSGIVOOONNLLRAIEAQOHLLOLUTVWEIKOLQARVLAVERY LKDOOLLGIWGCSGRL
CTTAVPWNASWSNKSLDDIWNNMTWMOWEKEIDNYTGLIYRLIEESQTQOEKNEQDLLO [SEQ ID NO: 94]
(GenPept dbiBAF31430.1).

Ectodominio menos SP mas sitios de escisién por furina alterados:
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EQLWVTVYYGVPYWKEATTTLFCASDAKAVNTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLENYT
ENFNMWKNDMYEQMOEDIISLWDOSLKPCVKLTPLCVTLNCTNWOGRNG TMNTTSTRNTTTANISRWEMEGE
IKNCSFNVTTSIRNKMHK EYALFYKLDVMPIDRGSSY TLINCN TSVITQACPKVSFERIPIHYCTRAGFALLKCRDK
KENG TEPCKNYSTVOCTHEIRPVVS TQLLLNGSLAEEETY IRSENLTDNAK TIIVQLNETVVINC TRPGNNTRKSE
HIGPGRAFYATGDIGDIROAHCNLSEASWNE TLKQLA THLREQFVNK THFNOSSGEDPEIVMHSENCGGEFFY
COTTOLFNSAWFENNTGLNYNNG SNTGGNITLPCRIKQIVNRWQEVGK AMYAPPIRGNITCSSNITGLLLTRDG
GNNVTNESEIFRPGGGNMKDNWRSELYKY K WKIEPLGVAPTNANNAVVQREKRAVG TIGAMFLGFLGAAGST
MGAASLTLTVOAROLLSGIVOOONNLLRAIEAGOHLLOLTVWG IKQLOARVLAVERYLKDOOLLGIWGCSGRL
CTTAVPWNASWSNKSLDDIWNNMTWMQWEK EIDNYTELYRUEESOTOQEKNEQDLLQLD TWASUWNWE ST
SNWLWYIK [SEQ ID NO: 95) (GenPept dbiBAF31430.1).

Ectodominio de GP41 509-688:

VVYQREKRAVETIGAMPLGFLGAAGSTMGAASLTLTVOARQLLSGIVQQONNLLRAIEAQDG
HLLOLTVWEIKQLQARVLAVERYLEDQOQULGIWGECSGRUICTTAVPWNASWENK SLDDIWNNMTWMOWEKEL
DNYTGLIVRLIEESGTQQEKNEGDLLQLD TWASLWNWFSISNWLWYIK [SEQ ID NO: 961 (GenPept
dbiBAFE31430.1).

2.2.10 GP del EBOV
Un precursor representativo de la GP del EBOV tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos:
MGVTGILQLPRDRFKRTSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKLSSTNQLRSVG
LNLEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKV
SGTGPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGVVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTI
RYQATGFGTNETEYLFEVDNLTYVQLESRFTPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWAFWETK
KNLTRKIRSEELSFTVVSNGNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTL
ATISTSPQSLTTKPGPDNSTHNTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASDTPSATTAAGPPKAENTNTSKSTDF
LDPATTTSPQNHSETAGNNNTHHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCN PNLHY
WTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLL
QRWGGTCHILGPDCCIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWIPAGIGVTGVIIAVIA
LFCICKFVF [SEQ ID NO: 97] (GenPept NP 066246.1).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-27
Ectodominio = 1-650
Sitios de escisién por furina = 501-502

Sitios de escisién por catepsina = 191-192, 201-202

FP =511-556

Regién HRA = 557-593
Regién HRB = 600-635
MPER = 636-650
TM = 651-669
C=670-676
Dominio similar a la mucina = 312-461

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de GP del EBOV incluyen:

Ectodominio 1-650:

40



10

15

ES 3001 108 T3

MGVTGILQLPRORFKRTSFFLWVIILFOQRTFSIPLGVIHNS TLQVSDVDR LVCRDKLSSTND
LRSVGLNLEGNGVATDVPSATKRWGFREGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAARDGIRGFPRCR
YVHKYSGTGPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIVRGT IFAEGYVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPYVNATEDPSSG
YYSTTIRYQATGFGTNETEYLFEVONLTYVQLESRFTPQFLLOLNETIYTSGKRONTTGRLIWKVNPEIDTTIGEWA
FWETKKNLTRKIRSEELSFTVVONGAKNISGOSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMYQVHSOGREAAVS
HLUTTLATISTSPQSLTTRPGPONSTHNTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASD TPSATTAAGPPRKAENTNTS
KSTDFLDPATTTSPONHSETAGNNNTHHQUTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREATYNAQPKCNP
NLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIVIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALOLFLRATTELRTFSILNRKA
1IDFLLQRWGGTCHILGPRUCIEPHDW T NITOKIDRQUHDFVOKTLPLDQGDNDNWWTGWRO [SEQ ID NCG:
98] (GenPept NP_066245.1}

Ectodominio menos SP:

QRIFSIPLGVIRNSTLQVSDYDKLVCRDKLSSTNQLRSVGLNLEGNGVATOVPSATKRWG
FRSGVPPKYVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAFHKEGAFFLY
DRLASTVIYRGTYFAEGYVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTHNETEYLFEVDNL
TYVQLESRFTPOFLLGLNETIYTSGKRSNTTGKLIWK VNPEIDTTIGEWAFWETKKNLTRKIRSEELSFTVVSNGA
KNISGQSRARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVOVHSQGREAAVSHLTTLATISTSPOSLTTKRGPENSTH
NTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASDTPSATTAAGPPKAENTNTSKSTOFLDPATTTSPONHSETAGNNN
THHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGERRATRREAIVNAQPKCNPNLHYWTTGUDEGAAIGLAWIPYFGPA
ACGIYIEGLMHNQDGLICGLROLANETTCALOLFLRATTELRTFSILNRKALDFLLORWGEGTCHILGPDCCIEPHD
WTKNITOKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRY [SEQ 1D NO: 99] (GenPept NP_066246.1}

Ectodominio menos SP, menos MPER:

QRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKE SSTNQLRSVGLNLEGNGVATDVPSATKRWG
FRSGVPPKVYNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRERY VHK VEG TGPCAGD FAFHKEGAFFLY
DRLASTVIYRGTTFAEGVY AFLILPOAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTNETEYLFEVDNL
TYVQLESRFTPQFLLQLMNETIYTSGKRSNTTGKLUIWKYNPEIDTTIGEWAFWETKKMLTRKIRSEELSFTVYSNGA
KNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVQUHSOGREAAVSHLTTLATISTSPQSLTTKPGPDNSTH
NTPYYKLDISEATQVEQHHRRTONDS TASD TPSATTAAGPPKAENTN TSKSTDFLDPATTTSPQRNHSETAGNNN
THHODTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGERRTRREAIVNAQPKCNPNLHYW T TQDEGAAIGLAWIPYFGPA
AEGIVIEGLMHNQDGLICGLROULANETTOALQLFLRATTELRTF SILNRKALDF LLQRWGEGTCHILGRDCTIEPHD
WEKNITDKIDQIIHDEVOKTL [SEQ 1D NO: 100 (GenPept NP_066246.1).

Ectodominio menos SP mas sitios de escision por furina alterados:

QRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKLSSTNQLRSYGLNLEGNGVATDYPSATKRWG
FRSGVPPRVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAFRKEGAFFLY
DRLASTVIYRGITRARGVWVAFLILPQAKK DFFSSHPLREPYNATEDPSSGYYSTTIRYQATGRFGTNETEYLFEVRNL
TYVQLESRFTPOFLLQINETIVTSGKRSNT TGKLIWKYNPEIDTTIGEWAFWETKKNLTRKIRSEELSFTVYSNGA
KNISGQSPARTSSDPGTNTITEDHKIMASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTLATISTSPQSLTTKPGPDNSTH
NTPVYKLDISEATQVEQHHRRIDNDSTASDTPSATTAAGPPKARNTNTSKSTRFLDPATT TSPOQNRSETAGNNN
THHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGYAGLITGGANTANEAIVNAQPKCHPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIRYFGR
AAEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALOLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLORWGGETCHILGPOCCIEPH
DWTKNITOKIDQIIHDFVOKTL [SEQ ID NO: 1017 (GenPept NP_066246.1).

Ectodominio menos SP, menos dominio similar a la mucina:
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QRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKLSETNQLRSVGLNLEGNGVATDYPSATKRWG
FRSGYPPRYVNYEAGEWAENCYNLEIKKPRGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAFHR EGAFFLY
DRLASTVIYRGT TFAEGVVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPYNATEDPSSGYYSTIIRYQATGRGTNETEYLFEVRNL
TYVQUESRFTPQRFLLGINETIYTSGKRSNT TGKLIWKVNPEID TTIGEWAFPWETKKNLTRKIRSEELSFTVVGGNN
THHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPA
AEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHD
WTKNITOKIDQUHDFVDKTLPOQGDNDNWWITGWRQ [SEQ [D NO: 1027 (GenPept NP_066246.1).

Ectodominio menos dominio similar a la mucina:

MGYTGILQLPRDRFKATSFFLWVIILFQRTFSIPLGYIHNS TLOVSDVDKLVCRDKLSSTNG
LRSVGLNLEGNGVATDVPSATKRWGF RSGYPRKVYNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAARDGIRGFPRER
YYHKV G TEPCAG DT AFHKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGVVAFLILPOAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSG
YYSTTIRYQATGFGTNETEYLFEVDNLTYVQLESRFTPOFLLGLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWA
FWETKKNLTRKIRSEESASSGKUGLITNTIAGYAGLITGGRRTRREATYNAQPKCNPNLHYWTTODEGAAIGLAW
IPYFGPAAEGIYIEGLMHNQDGLICGLROLANETTQALQLFLRATTELR TFSILNREAIDFLLORWGG TCHILGEDC
CIEPHDW TKNITDKIDQIIHDFVOKTL {SEQ ID NO: 154]

2.2.11 GP del MARV
Un precursor de la GP del MARV no Iimitativo tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos:
MKTTCFLISLILIQGTKNLPILEIASNNQPQNVDSVCSGTLQKTEDVHLMGFTLSGQKVADSPLEAS
KRWAFRTGVPPKNVEYTEGEEAKTCYNISVTDPSGKSLLLDPPTNIRDYPKCKTIHHIQGQNPHAQGIALHLWGA
FFLYDRIASTTMYRGKVFTEGNIAAMIVNKTVHKMIFSRQGQGYRHMNLTSTNKYWTSSNGTQTNDTGCFGAL
QEYNSTKNQTCAPSKIPPPLPTARPEIKLTSTPTDATKLNTTDPSSDDEDLATSGSGEREPHTTSDAVTKQGL
SSTMPPTPSPQPSTPQQGGNNTNHSQDAVTELDKNNTTAQPSMPPHNTTTISTNNTSKHNFSTLSAPLQNTTND
NTQSTITENEQTSAPSITTLPPTGNPTTAKSTSSKKGPATTAPNTTNEHFTSPPPTPSSTAQHLVYFRRKRSILWRE
GDMFPFLDGLINAPIDFDPVPNTKTIFDESSSSGASAEEDQHASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCDAELR
IWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGIEGLYTAVLIKNQNNLVCRLRRLANQTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIDFL
LTRWGGTCKVLGPDCCIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWGVLTNLGILLLLSIAVLIA
LSCICRIFTKYIG [SEQ ID NO: 103] (GenPept YP_001531156.1).
Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-19
Ectodominio = 1-650
Sitios de escisién por furina = 434-435
FP =526-549
Regién HRA = 582-598
Regién HRB = 611-627
MPER = 628-650
TM = 651-669
C =651-669
Dominio similar a la mucina = 244-425

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de GP del MARYV incluyen:

Ectodominio 1 - 650:
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METTCRLISLILIQGTKNLPILEIASKNGQPRNVISYESGTLOKTERVHLMGFTLSGOQRVAD
SPLEASKRWAFRTGVPPKNYEYTEGERAKTCYNISVTORSEK SLLLDPPTNIROYPKCK TIHHIGGQNPHAQGIAL
HLWGAFFLYDRIASTTMYRGKVFTEGRIBAMIVMITVHK MIFGROGOGY R HMMNLTITNKYWTSSNGTQTHNETG
CFGALGEYNSTRNGTCAPSKIPPPLPTARPEIKLTSTPTDATKINTTDRPSS DDEDLATS GG SGEREPHTTSDAVY
KQGLSSTMPPTPSPQPSTPOQGENNTNHSODAVTELDKNNTTAQGPSMPPHNTTTISTHNTSEHNFSTLSARLON
TN N T ST T ENE Y S ARSI T TLRPTENFTTAK ST SGKKGPATTAPNT TN EHF TG RPRTPSSTAGHLVYFRRKRS]
LWREGRMPPFLDGLINAPIRF DRVPHNTRKTIFDESS SOGASAREDHASPNISLTLSYFPRINENTAY SGENENDC
DAELRIWSVQEDDLAAGL SWIPFFGRGIECGLYTAVLIKNONNLVCRIRALANGTAKSLELLLRVTTEERTFSLINR
HAIDFLLTRWGEGTCHVLGPBCCIGIEDLEKNISEQIDQIKKDEQKECTCWGLGGKWWTSDWG [SEQ 1D NG
104 (GenPapt YP_001531156.1).

Ectodominio menos SP 20-650:

PILEIASNNQPGNVDSVCSGTLOKTEDVHIMGF TLSGQRVADSPLEASKRWAFRTGVFPK

NVEYTEGEEAKTCYNISVTDPSGK SLLLDPPTNIRDYPKCKTIRHIQGONPHAQGIALHLWGAFFLYDRIASTTMY
RGKVFTEGNIAAMIVNRKTVHKMIFSRQGQGYRHMNLTSTNKYWTSSNGTQTNDTGCFGALQEYNSTKNQTCAR
SKIPPPLFTARPEIKLTSTPTDATKLNTTDPSSDDEDLATSGSGSGEREPHTTSDAVTRKQGLSS TMPFTPSPQPST
PROUGGNNTNHSGDAVTELDKNNTTAQPSMPPHNTTTISTNNTSKHNFSTLSAPLONTTNDNTQSTITENEQTSA
PSITTLPPTGNPTTAKSTSSKKGPATTAPNTTNEHFTSPPPTPSSTAQHLVYFRRKRSILWREGDMFPFLDGLINAP
IDFDPYPNTKTIFDESSSSGASAEEDQHASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCDAELRIWSYEDDLAAGL

SWIPFFGPGIEGLYTAVLIKNONNLVCRLRRLANGTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIDFLUTRWGEG TCK VLGP

DCCIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWG [SEQ 1D NO: 105] (GenPept
YP_0G01531156.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER 20-627:

PILEIASNNQPONVDSVCSGTLQKTEDVHLMGFTLSGOKVADSPLEASKRWAFRTGVPPK
NVEYTEGEEAKTCYNISVTDPSGKSLLLDPPTNIRDYPKCK TIHHIGGONPHAQGIALHLWGAFFLYDRIASTTMY
REKVF TEGNIAAMIVNK TVHK MIFSRQGQGYRHMNUTSTNK YW TSSNGTQTNDTGCFGALQEYNSTKNGTCAR
SKIPPRLPTARPEIXLTSTPTDATKLN TTDPSSDDEDLATSGSGSGEREPHTTSOAVTKQGLSS TMPPTPSPQPST
POGGGNNTNHSQDAVTELDKNNTTAQPSMPPHNTTTIS THNTSKHNFSTLSAPLONTTNDNTQS TITENEQTSA
PSITTLPPTGNPTTAKSTSSKKGPATTAPNTTNEHF TSPPPTPSSTAQHLVYFRRKRSILWREGDMFPFLDGLINAP
IDFOPVPNTKTIFDESSSSGASALEDQHASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCDAELRIWSVQEDDLAAGL

SWIPFFGPGIEGLYTAVLIKNQNNLVCRLRRLANGQTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIDFLLTRWGGTCKVLGP
DCCIGIEDLSKNISEQIDQI [SEQ 1D NO: 106] (GenPept YP_001531156.1).

Ectodominio menos SP mas sitios de escision por furina alterados:

PILEIASNNQPONVDSVOSGTLOK TEDYHLMGFTLSGOKYVADSPLEASKRWAFRTGYPRK
NVEYTEGEEAKTCYNISVTRPSGKSLLLDPRTRIRDYPHCK TIHHIQEONPHAQG IALHLWGAFFLYDRIASTTMY
REKVETEGNIAAMIVNKTYHEMIFSROQEQOGYRMMNLT S THKYW TS SNG T THNDTECFRALQEYNSTKNGQTCAR
SKIPPPLPTARPEIKLTS TRTOATKLNTTDPSSODEDLATSGSGSGEREPHTTSRAYTKQGLES TMPFTRERQRST
POOGENNTNNSGDAVTELOKNNTTARPSMPPHNTTTISTHNNTSKHNFSTLSAPLONTTNDNTQS TITENEQTSA
PO TTLPPTONPTTAK STSSKEGRATTAPNTTNENFTSPPRTPSS TARHLVYPRNNNS TLWREGDMFPFLDGLINA
PIOFRPYANTETIFDESS SSGASAEEDOHASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCDAZLRIWSVRQEDDLAAG
LEWIPFFGPGIEGLYTAVUIKNONNLYCRLRBLANDTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIOFLLTRWGGTCRVLG
POCCIGIEDLSKNISEQIDQIX KDEQKEGTRWELGEHWWTSDWES [SEQ ID NQ: 147] (GenPeapt
¥P 0031531156.1%

Ectodominio menos SP, menos dominio similar a la mucina:
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PILEIASNNQPCONVOSVCSGTLOKTEDVHLMEF TLSGQRVADSPLEASKRWAFRTGVPPK
NVEYTEGEEAK TCYNISVTUPSGHSLLLOPPTNIRDYPRKCKTIHHIQGONPHAQGIALHLWGAFFLYDRIASTYMY
RGKVFTEGNIAAMIVNKTVHK MIFSROQGQEYREMNLTSTNKYWISSNGTQTNDTGCFGALQEYNS TKNQYCAF
SKIPPRLPTARPEIKLGGAQHLVYFRRKRSILWRECGDMFPFLOGLINAPIDFOPYPNTKTIFDESSSSGASAEEDRQ
HASPNISLTLSYFPNINENTAYSGENENDCDARLRIWSVOEDDLAAGLEWIPFFGPGIEGLY TAVLIKNQNNLVCR
LRRLANGQTAKSLELLLRVTTEERTFSLINRHAIDFULTRWGGTOKVLGPDUCIGIEDLSKNISEQIDQIKK DEQKES
TEWELGGKWWTSDWE [SEQ D ND: 1031 (GenPept YP_001531156.1).

2.2.12 S del SARS-CoV

Un precursor lustrativo de la S del SARS-CoV tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

MFIFLLFLTLTSGSDLDRCTTFDDVQAPNYTQHTSSMRGVYYPDEIFRSDTLYLTQDLFLPFYSNVT
GFHTINHTFGNPVIPFKDGIYFAATEKSNYRGWVFGSTMNNKSQSVIINNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKP
MGTQTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLDVSEKSGNFKHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVRDLPSGFNTLKPI
FKLPLGINITNFRAILTAFSPAQDIWGTSAAAYFVGYLKPTTFMLKYDENGTITDAVDCSQNPLAELKCSVYKSFEID
KGIYQTSNFRVVPSGDVVRFPNITNLCPFGEVFNATKFPSVYAWERKKISNCVYADYSVLYNSTFFSTFKCYGVSAT
KLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDATSTGNYNYKYRYLRH
GKLRPFERDISNVPFSPDGKPCTPPALNCYWPLNDYGFYTTTGIGYQPYRVVVLSFELLNAPATVCGPKLSTDLIK
NQCVNFNFNGLTGTGVLTPSSKRFQPFQFGRDVSDFTDSVRDPKTSEILDISPCAFGGVSVITPGTNASSEVAY
LYQDVNCTNVSAAIHADQLTPAWRIYSTGNNVFQTQAGCLIGAEHVDTSYECDIPIGAGICASYHTVSLLRSTSQ
KSIVAYTMSLGADSSIAYSNNTIAIPTNFSISITTEVMPYSMAKTSVDCNMYICGDSTECANLLLQYGSFCTQLNR
ALSGIAAEQDRNTREVFAQVKQMYKTPTLKYFGGFNFSQILPDPLKPTKRSFIEDLLFNKVTLADAGFMKQYGECL
GDINARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDDMIAAYTAALVSGTATAGWTFGAGAALQIPFAMQMAYRFNGIGVTQNVL
YENQKQIANQFNKAISQIQESLTTTSTALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEV
QIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGGYHLMSFPQAAPHGVVFLHVT
YVPSQERNFTTAPAICHEGKAYFPREGVVVFNGTSWFITQRNFFSPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIINNTVYDPLQ
PELDSFKGELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQY IKWPWYVW

LGFIAGLIAIVMVTILLCCMTSCCSCLKGACSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT [SEQ ID NO: 109] (GenPept

abAARS86788.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =113
¢ Ectodominio = 1-1199?
sitios de escision por proteasa similar a la tripsina de las vias respiratorias humanas = 667-668
FP =770-788
Region HRA = 892-1013
Region HRB = 1145-1187
MPER = 1188-1199
TM = 1200-1216
C =1217-1255
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la S del SARS-CoV incluyen:

Ectodominio 1 - 1199:
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MEIFLLFLTLTSGSOLDRCTTFDDVQAPNYTQHTSSMRGYYYPDEIFRSDTLYLTQDLFLPE
YSNVTGFHTINHTFGNPVIPFK DGIYFAATEKSNVVRGWVFGS TMNNK QS VIINNS TNVVIRACNFELCDRPFR
AVSKPMGTQTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLOVSEKSGRFKHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVVROLPSGF
NTLKPIFKLPLGINITNFRAILTAFSPAQDIWGTSAMYFVEYLKPTTFMLKYDENG TITDAVDC SQNPLAELKCSY
KSFEIDKGIYQTSNFRVVPSGDVVRFPNITNLCPFGEVFRATKEPSYYAWERKKISNCVADYSVLYNSTRFSTFRKC
YGVSATKLNDLCFSNYYADSFVVKGDDYRQIAPGQ TGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDATSTGNYNYK
YRYLRHGK LRPFERDISNV PFSPDGKPCTPRALNCY WPLADYGFYTTTGIG YQPYRVVVLSFELLNAPATVCGPKL
STDLIKNQCYNFNFNGLTGTGVLTPSSKRFQPFOQFGROVSDFTDSYRDPK TSEILDISPCAFGGVSVITPETNA
SSEVAVEYQDVNCTNVSAAIHADOLTRPAWRIY STGNNVFQTQAGCLIGAEHYD TSYECDIPIGAGICASYHTVSL
LRSTSQKSIVAYTMSLGADSSIAYSRNTIAIPTNFSISITTEVMPYSMAK TSYDCNMYICGDSTECANLLLQYGSF
CTOLNRALSGIAAEQDRNTREVFAQVKOMYKTPTLK Y BEFNFSQILPOPLKETKRSFIEDLLENKVTLADAGRMK
QY GECLGDINARDUCAQKFRGLTVLPPLLUTDDMIAAY TAALYSGTATAGW TFGAGAALQIPFAMOMAYRFNGIG
VTONVLYENQRQIANQFNKAISQIQESLTTTSTALGKLODVYNONAQALNTLVK QLS SNFGAISSVLNDILSRLD
KVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIRAASIRASANLAATK MSECVLEOSKRVDFCGKGYHLMSFPQAAPHGY
VFLHVTYVPSQERNFTTAPAICHEGKAYFPREGV FVFNG TSWFTTQRNFFSPQITTTDNTFVSGNCDVVIGIINNTY
YOPLOPELDSFRGELDKYFKNHTSPOVDLGDISGINASVVYNIQK EIDRUNEVAKNLNESLIDLOELGKYEQYIKWP
WYVW [SEQ 1D NO: 110] (GenPept gbAARBE788.1).

Ectodominio menos SP:

SOLORCTTF D DVQARNY TOHT S SMRGVY YPOEIFRSUTLYLTQRLFLPFYSNVTGFHTINH
TEGNPVIPFKDGIYFAATEK SNVWRGWYEGSTMNNKSQEVIITNNS TNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTOTH
TMIFDNAFNCTFEYISDAFSLDVSEKSGNFKHLREFVIKNKDGFLYVYKGYQPIDVVROLPSGFNTLKFIFKLPLGI
NITNFRAILTAFSPAQDIWGTSAAAYFVGEY LK PTTFMLKYDENGTITDAVDCSGNPLAELKCSVKSFEIDKGIYQT
SNFRVYPSGDVVRFPNITNLCPFGEVENATK FPSVYAWERKKISNCVADYSVLYNS TERS TRFKCYGVSATKLNDL
CFSNVYADSFYVEGDDVROIAPGQTGVIADYNYKLFDDFMGCVLAWNTRINIDATS TENYNYKYRYLRHGKLRPF
ERDISNYPFSPOGK PUTPPALNCYWPLNDYGEY TTTGIGYQPYRVVVLSFELLNARATVEGPK L STDLIKNQUVNF
NFNGLTGTGVLTPSSKRFQPFQOFGRDVSDFTDSVRDPKTSEIL DISPCARGEY SVITPGTNASSEVAVLYQDVN
CTNVSAATHADQUTPAWR IY STGNNVFQTQAGTLIGAEHVOTSYECDIPIGAGICASYHTVSLLRSTSORSIVAYT
MSLGADSSIAYSNNTIAIP TNFSISITTEVMPYSMAK TSYDONMYICGDS TECANLLLQYGSFCTQLNRALSGIAA
EQURNTREVFAQVKQMYKTPTLKYFGGFNFSQILPDPLKPTKRSFIEDLLFNKVTLADAGFMKQYGECLEDINAR
DLICAGKENGLTVLEPLLTDDMIAAY TAALVSGTATAGW TFGAGAALGIPFAMOMAYRFNGIGY TQNVLYENQK
QIANQFNKAISQIQESLTTTSTALGKLODVVNO MAGALN TLVK QLS SNFGATISSVLNDILSRLOM VEAEVQIDRLT
TGRUQSLOTYWTOQLIRAASIRASANLAATKMSECVLGQSKRV DFCGKGYHLMSFRQAAPHGYVFLHVTYVRSQ
ERMFTTAPAICHEGKAYFPREGVEVENGTSWRITORNFFSPGIITTDNTFVSGNCDVVIGIINNTVYDPLOPELDSF
KGELDKYFKNHTSFDY DLGDISCINASVYNIOK EIDRLNEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYVW [SEQ
13 NO: 111} (GenPept chAARSS7RS.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER:
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SOLORCTYFOODVQAPMYTOHTSSMREVYYPREIFRSOTLYLTQULFLPFYSNVTGFHTINH
TEGNPVIPFEOGIYFAATEKSHVWRGWYFGS TMNANKSQSVHINNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTH
TMIFDNAFNCTFEYISDAFSLOVSEKSGNFKHLREFVIKNKDGFLYVYKGYQPIDVWRDLPSGFNTLK PIFKLPLGI
NITNFRAILTAFSPAGDIWGTSAAAYFVOYLKPTTFMLKY DENGTITOAVDCSONPLAELKCSVKSFEIDKGIYQT
SHFRVVYPSGDVYVRFPNITNLCPFGEVFNATKFPSVYAWERKKISNCVADYSVLYNSTFFSTRKOYGVSATKINDL
CFSRVYADSFYVKGDDVRQIAPGQTGYIADYRNYKLPDEF MGCVLAWNTRNIDATS TGN YNYKYRYLRHGKLRPF
ERDISNVPFSPOGK PCTPRPALNCYWPLNDYGFYTTTGIGYQPYRVVVLSFELLNAPATVIGPK LS TDLIKNQCYNF
NFRGLTGTGVLTPSSKRFQPFQQFGROVSDFTDEVRDPKTSEILDISPCAFGRVEVITPGTNASSEVAVLYQDYN
CTRVSAATHADQLUTPAWRIYSTEMNVFQTOAGCLIGAEHVD TSYECOIPIGAGICASYHTVSLLRSTSOQKSIVAYT
MSLGADSSIAYSNNTIAIRTNFSISITTEVMPVSMAKTSVDONMYICGOS TECANLLLGYGSFCTQLNRALSGIAA
EQDRNTREVFAQVKOMYKTPTLKYFGGFRFSQILFDPLEPTKRSFIEDLLFNKVTLADAGFMKOQYGECLGDINAR
DLICAQKFNGLTVLPPLLTDOMISAYTAALYSGTATAGWTFGAGAALQIPFAMGMAYRFNGIGVTONVLYENGK
QIANGFNKAISOIQESLTTTSTALG KLQDVVNONAQALNTLYKQLSSNFGAISSVLNDILSRLOK VEARVOIDRLL
TGERIQSLOTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLEQSKRVDFCGKGYHLMSFPQAAPHGYVFLHVTYVPSO
ERNFTTAPAICHEGK AYFPREGYFVFNGTSWRITGRNFFSPQIITTDNTRVSGENCODVVIGHINNTYYDPLQPELDSE
KGELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASYVNIQKEIDRINEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYWW [SEQ
ID NO: 1117 {(Genfept gbAARBE7B8.1).

2.2.13 S del MERS-CoV

Un precursor ilustrativo de la S del MERS-CoV tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDKTWPRPIDVSKADGIIYPQGRTYSNIT
ITYQGLFPYQGDHGDMYVYSAGHATGTTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVVRIGAAANSTGTVIISPSTSATIRKI
YPAFMLGSSVGNFSDGKMGRFFNHTLVLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNSYTSFATYHTPATDCSDG
NYNRNASLNSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEDEILEWFGITQTAQGVHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYY
SIIPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLQPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSFDVESGVYSVSSFEAK
PSGSVVEQAEGVECD FSPLLSGTPPQVYN FKRLVFTNCNYN LTKLLSLFSVN D FTCSQISPAAIASNCYSSLILDYF
SYPLSMKSDLGVSSAGPISQFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLVNANQ
YSPCVSIVPSTVWEDGDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFANDTKI
ASQLGNCVEYSLYGVSGRGVFQNCTAVGVRQQRFVYDAYQNLVGYYSDDGNYYCLRACVSVPVSVIYDKETKT
HATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPVGCVLGLYNSSLFVEDCKLPLGQSLCALPDTPST
LTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQFNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQKVTVDCKQYICNGFQKCEQL
LREYGQFCSKINQALHGANLRQDDSVRNLFASVKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDLLFD
KVTIADPGYMQGYDDCMQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLGSIAGVGWTAGLSSFAA
IPFAQSIFYRLNGVGITQQVLSENQKLIANKFNQALGAMQTGFTTTNEAFRKVQDAVNNNAQALSKLASELSNTF
GAISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVYNECVYKAQSKRSGFCGQ
GTHIVSFVVNAPNGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPVNGYFIKTNNTRIVDEWSYTGSSFYSP
EPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQ
VVKALNESYIDLKELGNYTYYNKWPWY IWLGFIAGLVALALCVFFILCCTGCGTNCMGKLKCNRCCDRYEEYDLE
PHKVHVH [SEQ ID NO: 113] (GenPept gbAHX00711.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-21
Ectodominio = 1-1301
Sitios de escisién por furina = 751-752, 887-888
FP = 888-891, 951-980
Region HRA = 984-1105
MPER = 1295-1301
TM = 1203-1218
C=1319-1353

Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la S del MERS-CoV incluyen:
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Ectodominio 1 - 1301:

MIHSVFLLMFLUTRTESYVOVGPDSYKSACIEVDIQQTFF X TWPRPIDVSKADGIYPQGR
TY SN T Y OGLEPYQGDHG D MYV Y SAGHATG TTRGHE LFVANY SODVKQF ANGRVWRIGAAANS TG TVIISPS TS
ATIRKIYPAFMLGSSVENF SOEKMGRFFNHTLVLLPOGCG TLLRAFYCILEPRSGNHE PAGNSYTSFATYHTRPATD
CENGNYNRNASLNSFREYFNLRNCTEMY TYNITEDEILEWF G ITQTAQGYHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYD
T Y SHRHSIRSIGSORK AWAAFYVYKLOPLTFLLDFSVOGY IRRATDCHFNDLEQLNC SY ESFIVESGYYSYSS
AP S SVVEQABGVEC DS PLLSG TRPOVY N KO LVE THON Y LTKLL SLESVRDETCS DI SPAATASNOYSS LY
LV SYPLS MK DLGY S SAGR IS PNy QS P SN TCLILATVE NN THITKPLK Y SYINKCSRLLS DDRTEVPOLYN
ARQYSPOVSIVPS TVWED GO Y YRE QLS P LEGGGWLVASG STYAMTEQLOMGFGITVAYGTD TN SVOPKLEFAN

DTKIASGLGNCYEYSLYSVSERGYFING TAVEVRODRFVY DAYONLVEY YSODGNYYCLRACVEVIVSVIVYOKE
TKTHATL G SV ACEHIS S TMEQY SRS TR SMLKRADS TYE LY TRVECVLGLYNSSLFVEDCKLPLGQSLCALPDT
PSTLTRRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQENSSYFKLSIPTRFSFGVTQEYINTTIQR Y TVDCKQYICNGFQKD

EQLLREYGQFCSKINGALHGANLRODDSVRNLFASYK SSQSSPIIPGFEGDIFNLTLLEPVSIS TG SRSAR SATEDL
LEDKVTIADPGY MGG Y DOCMONGPASARDUICAD Y AGYKVLPRLMDVNMEAAY TSSLLGSIAGVGWTAGLSS

FAAIPFARSIFYRLNGVEITOOVLSENOK LIANKFNQALGAMOTGF T THEAFRK VO DAVNNNAQALSKLASELS

NTFGAISASIGD HQGRLOVLEQDAGIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAK DKVNECVK AQSKRSGF
CEQGTHIVSFVYNAPRGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPYNGYFIKTNNTRIVOEWSYTGESSF
YSPEPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDUTYEMLSL
QUVVKALNESYIDLKELGMYTYYRKWPWYIWL [SEQ ID NO: 114] {GenPept ghAHXG0731.1),

Ectodominio menos SP 22-1301:

GPOSVKSACIEYDIQOTFFDK TWPRPIDVSKADGIIYPOGRTY SNITITYQGLFPYQGDHG
DMYVYSAGHATGTTEQKLFVANYSQOVKQFANGFVYRIGAAANS TG TVIISESTSATIRKIYPAFMLGSSVENFS
DGKMGRFENHTLYLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGN SYTSFATYHTPATDCSDGNYNRNASLNSFKEYF
NLRNCTFMY TYNITEDETL EWF G TTQTAQGVHLF SSRYVDLYGGNMEQFATLPYYD TIKY YSUPHSIRSIQSDRKA
WAARYVYKLOPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDL SOLHCSYESFDVESGYYSVSSFEAKPSESVVEQAEGVECDH
FSPLLSGTPPQVYNEKRLYFTRONYNL TKLLSLFSVNDFTCSQISPAAIASNCY SSLILDYFSYPLSMKSDLGVSSA
GPISOFNYKQSFSNPTCLILATYPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVRGLVNANGYSFCYS VRS TVWED
GDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLOMGFGITYQYGTDTNSVCPKLEFANDTKIASQLGNCVEYSLYG
VSGREVFQNCTAVGYROORFYYDAYONLYGYYSDDGNYYCLRACY SVPVEYIYDKETK THATLFGSVACEHISS
TMSQYSRSTRSMLKRROSTYGPLQTRYGCVLELYNSSLIVEDCKLPLGQSLCALPD TRSTLTPRSVRSVPGEMRL
ASIAFNHPIOVDQFNSSYFKLSIPTNFSFGYTQEYIQTTIQUVTVDCK QY ICNGFOKCEQLLREYGQFCSK INGAL
HGANLRODDSVRNLFASVKSSQSSPIHPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSR SARSAIEDLLFDK VTTADPGYMQGYD
DCMOOGPASARDLICAQYVAGYKVLPFLMDVAMEAAY TSSLLGSIAGVGW TAGLS SFAAIPFAQSIFYRLNGVGI
TOOYLSENOKLIANKFNQALGAMOTGFTTTNEAFRKVGDAYNNNADAL SKLASEL SNTFGAISASIGDIIQRLOV
LEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSADLAKDKVNECVK AQSKRSGFCGNG THIVSFYWNAPNGL,
YEMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANFTNCIAPVNG Y T TN TRIVDEWS Y TG SSFYSPEPI TSLNTK YV ARQYT
YONISTMLPPPLLGNS TGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTILLOL TYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELG
NYTYYNKWPWYIWL [SEQ ID NO: 1157 {GenPept ghAHX00711.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER 22-1291:
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GPOSVKSACIEY DIQRTFFDKTWPRPIDVSKADGIYPOGRTYSNITITYQGLFPYQGDNG
DMYVYSAGHATG TTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVYRIGAAANS TG TYIISPSTSATIRKIYPAFMLGSSYGNFS
DGKMGRFFNHTLVLLPDGCG TLLRAFYC ILEPR SGNHCPAGNSY TSFATYHTPATDCSDENYNRNASLNGFKEYF
NLRNCTEMY TYNITEDEILEWFGITQTAGGVHLESSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYYSIIPHSIRSIQSDRKA
WAAFYVYKLGPLTFLLDFSYDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFOVESGVYSVSSFEAKPSGSVVEQAEGVECD
FSPLLSGTRPOVYNFKRLVFTNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSQISPAATASNCY SSLILDYFSYPLSMKSDLGVSSA
GPISQFNYKQSFSNPTCLILA TV PHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLS DDRTEVFQLYNANG Y SPCYSIVPSTVWED
GDYYRKQLSPLEGGGWLYASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTOTNSVCPKLEFAND TKIASQLGNCVEYSLYG
VEGRGVFQNCTAVGYRQORFVYDAYONLVGYYSRDGNYYCLRACYSYPVSYIYDKETK THATLFGSYACEHISS
TMSQYSRETRSMLKRROSTYGPLOTPVGCVLGLYNSSLFVEDCKLPLGQSLOALPDTPSTLTPRSVRSVPGEMRL
ASTAFNHPIQVDQFNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQRVTVDCKQYICNGFQKCEQLLREYGQFCSKINQAL
HGANLRQDDSVRNLFASYKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPYSISTGSRSARSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYD
DCMQUEPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLESIAGVG W TAGLSSFAAIPFAQSIFYRLNGVGI
TQOVLSERQKLIANKF NQALGAMOTGF TTTNEAFRKVODAVNANAQALSKLASELSNTFGAISASIGDIIQRLDY
LEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESARLSAQLAKDKVNECYK AQSKRSGFCGQGTHIVSFVVNAPNGL
YEMHVGYYPONHIEVYSAYGLCOAANPTNCIAPVNG YELK TR TRIVDEWSY TGSSEYSPEPTTSUNTKYVAPQVY
YONISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVS TSIPNFGSLTQINTTLLOLTYEMLSLQQVVKALNESYIDUKELG
NYTY [SEQ ID NO: 1167 (GenPept gbAHX00711.1).

Ectodominio menos SP mas sitios de escision por furina alterados:

GPOSYKSACIEVDIQQTFFDK TWPRPIDYSKADGHY POSRTYSNITITYQGLFPYQGDRG
DMYVYSAGHATGTTPOKLFVANYSGDVKQF ANGFVVRIGAAANSTGTVIISPSTSATIRKIYPAFMLGSSVENFS
DEKMGRFENH TLVLLPDGCG TLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNS Y TSFATYH TPATDLSDGNYNRNASLNSFKEYE
NLRNCTEMYTYNITEDELEWFGITOTAQGYHLFS SRYVDLYGGNMPQFATLRVY D TIKY Y SIEPHSIRSIGSDRKA
FSPLLSGTPPQUYNFKRLYFTNCNYNLTKLLSLFSYNDFTCSQISPAATASNCY SSLILDYFSYPLSMKSDLGYSSA
GPISOFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLYNANQYSPCVYSIVPS TVWED
GDYYRKQLSPLEGGGWLVASGS TVAMTEGLOMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFAND TKIASQLGNCYEYSLYG
YSGRGVFQNCTAVGYRQQRFVYDAYGNLVGYYSDDGNYYCLRACYSYPVSVIYDK ETK THATLFGSVACEHISS
TMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPYGCVLELYNSSLFVEDCKLPLGOSLCALPDTPS TUTPNSVNSVYRGEMRL
ASIAFNKPIOVDOFNSSYFKLSIPTNFSFGY TOEY IO T TIQKVTVDCK QY ICNGFQRCEQLLREYGOFCSKINQAL
HGANLRQDDSVRNLFASYKSS0SSPIIPGFGGDINLTLLEPYSISTGSNSANSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYD
DCMOQQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDYNMERAY TSSLLGS IAGVEWTAGLSSFAATPFAQSIFYRLNGVGI
TOQVLSENQKLIANKFNQALGAMGTGF TTTNEAFRKVODAVNNNAGALSKLASELSNTFGAISASIGOIIORLDY
LEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVYRS ESAALS AQLAKDKVNECV K AQSKRSGFCEQG THIVSFVVNAPNGL
YFMHVGYYPSNHIEVWSAYGLCDAANPTNCIAPYNGYFIKTNNTRIVDEWSY TASSFYSPEPITSLNTKYVAPQVT
YONISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELG
NYTYYNKWPWYIWL [SEQ ID NO: 117] (GenPept ghAHX00711.1).

2.2.14 G del VSV

Un precursor de la G del VSV lustrativo tiene la siguiente secuencia
MKCLLYLAFLFIGYNCKFTIVFNQKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAIQVKMPKSHK

de

aminoacidos:

AIQADGWMCHASKWVTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCKESIEQTKQGTWLNPGFPPQSCGYATVTDAE
AVIVQVTPHHVLYDEYTGEWVDSQFINGKCSNYICPTVHNSTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFFSEDGELSS
LGKEGTGFRSNYFAYETGGKACKMQYCKHWGVRLPSGVYWFEMADKDLFAAARFPECPEGSSISAPSQTSVDVYS
LIQDVERILDYSLCQETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIINGTLKYFETRYIRVDIAAPILSRMVGMIS
GTTTERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAASQLPDDES
LFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWKSSIASFFFIIGLIGLFLYLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNRLG [SEQ ID NO:

118] (GenPept gbADX53329.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
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SP =117
Ectodominio = 1-462
MPER = 421-462
TM = 462-483
C =484-510
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de la G del VSV incluyen:

Ectodominio 1 - 462:

MKCLLYLAFLFIGVNCKFTIVEPHNOKGNWK NYPSNYHYCPSSSOLNWHNDLIGTAIQVK
MPKSHKAIQADGWMCHASKWY TTC DR RWYSPE Y TTQSIRSFTPSYEQUK ESIEQTKQGTWLNPGFPPQSCEYA
TVTDABAVIVOY TFHHYLY DEY TG EWY DS OFING KCSNYICP TVHNS TTWHS DY VK GLCDSNLUISMDITFRSE

DGELSSLOKEGTGFRENYFAYETGORACK MQYCKHWEVRLPSGYWFEMADKOLFAAARFPECPEGSSISAPSQ
TSVOVSLIQDVERILDYSLCOQETWSKIRAGLPISPYDLSYLAPKNPGYGRAFTIING TLKYFETRYIRVDIAARILER
MVGMISGTITERELWDDWAPYEDVEIGPNGVLRTSSEY KFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQVFEHPHIQDAAS
QLPODESLFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWEY [SEQ 1D NO: 1197 (GenPept gbADX53349.1).

Ectodominio menos SP:

FTIVFPHNGKGNWKNVPSNYHYCPSSSDLNWHNDLIGTAIQUKMPKSHKAIQADGWMC
HASKWYTTCDFRWYGPKYITQSIRSFTPSVEQCK ESIEQTKQGTWLNPGFPPQSCGYATVTDAEAVIVQVTPHH
VLV DEYTGEWVDSQFINGKCSNYICPTVHNS TTWHSD YKVKGLCD SNLISMDITFFSEDGELSSLGKEGTGFRS
NYFAYETGEKACKMOYCK HWEVRLPSGYWEEMADK DLFAAARFPECPEGSSISAFSOTSVIY SLIGDVERILDY
SLCOETWSKIRAGLPISPVDLSYLAPKNPGTGPAFTIING TLKYFETRYIRVITAAPILSRMVGMISGT TTERELWD
DWAPYEDVEIGPRGYLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLSSKAQYFEHPHIQDAASQLPDDESLFFGDTGLSK
NPIELVEGWFSSWHK {SEQ ID NO: 120] (QhADXS53329.1).

Ectodominio menos SP, menos MPER:

FTIVFPHNQHGNWKNVESNYHY CPSSSDLNWHN DLIGTAIQVK MPESHKAIDADGWMC
HASKWYTTCDFRWYGPKYITOSIRSFTPSVEQUKESIEQTKQGTWLNPGFPPQECEYATVTDAEAVIVQVTRHM
VEVOEYTGEWYDSQFINGKCSNYICPTVHNSTTWHSDYKVKGLCDSNLISMDITFF SEDGELSSLEKEGTGFRS
NYFAYETGGKACK MQYCK HWGEVRLPSGVWP EMADKDLFAAARFFECFEGSSISAFSQTSVDVSLIQDVERILDY
SLCQETWSKIRAGLPISPYDLSYLAPKNPGTGPAFTIING TUCYFETRYIRVDIAAPILSRMVGMISETTTERELWD
DWAPYEDVEIGPNGVLRTSSGYKFPLYMIGHGMLDSDLHLESKAQVF [SEQ ID NQO: 1217 {GenPept
abADX53328 1).

2.2.15 GP del RABV

Un precursor de la GP del RABV lustrativo tiene la siguiente secuencia de aminoécidos:
MIPQTLLFVPLLVFSLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGFSYMELKVGY
ISAIKVNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWKMAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTV
KTTKESLVIISPSVSDLDPYDKSLHSRVFPSGKCSGITVSSTYCPTNHDYTIWMPENPRLGTSCDIFTNSRGKRAS
KGSKTCGFVDERGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRLMDGTWAAIQTSDEAKWCPPDQLVNIHDFRSDEHLVVEE
LVKKREECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVYPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEIIPSKGCLRVGGRC
HPHVNGVFFNGIILGPDGHVLIPEMQSSLLQQHMELLESSVIPLMHPLADPSTVFKDGDEAEDFVEVHLPDVHKQ
VSGVDLGLPSWGKYVLMSVGTLIALMLMILLTTCCRKANGAESIQHRLGETGRKVSVTSQNGRVISSWESYKSG
GETKL [SEQ ID NO: 122] (GenPept gbAFM52658.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:

SP =1-20
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Ectodominio = 1-458
TM = 459-478
C =479-524
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de GP del RABV incluyen:

Ectodominio 1-458:

MIFQTLLFYPLLVFSLCFGKFPIVTIPOKLGPWSPIRIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGFSYM
BLKVGYISAIKVNGFTCTEVVTEAETY TNEVEYVTTTRKRKHFRPTRRDACRAAYNWK MAGDPRYEESLRNFYPDY
HWLRTVKITHESLYIISPRVEDLDPYDKSLHERVEPSGKCSGITVSSTYCR TRHDY TIWMPENFRLGTSCRIFTNG

RGKRASKGSK TCGFVDERGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRUMDGTWAAIQTSDEAKWCPPDQLYNIMHDFRSDEL
EHLVYEELYKKREECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPEFGKAY TIFNK TLMEADAHY K SYRTWNEIIPSKGC
LRVGGRCHPHYNGYFENGELGPDGHVLIPEMQSSLLQGHMELLESSVIPLMHPLADPSTVFKDGDEAEDEVEVR
LPOVHKQVSGVDLGLPSWGK [SEQ ID NO: 123} (GenPept ghAFMSE2E58.1).

Ectodominio menos SP:

FPIYTIPDKLGPWSPIOTHHLSCPNNLVVEDRGCTHLSGFSYMELKVGYISATKVNGFICTG
VY TEAETYTNEVEYVTTTFKRKHFRPTPOACRARY WK MAGDPRYEESLHNPYPRYHWIR TVKTTHESLVIISPS
VEDLDPYDRSLH SRRSO KO SEIIVESTYCRTNHD Y TIVMPENPRLGTSCDIF TNSAGKRASKGSKTLGRYDE
RGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRIMOGTWARTQTSDEAKWEPPODOQLYNIMDFRSDETEHLVVEELVKKREECLDA
LESIMTTESVSFRRUSHLRKLVPGFGRAYTIFNK TUMEADAHY L SVRTWHREIIFSHGCLRVGGRIHPHVYNGVFFN
GILGPOGHYLIPEMQSSLLOOHMELLESSVIPLMHPLADPSTVFKDGDEABDFVEVHLPDYRRQVSGVDLGLPS

WEK [SEQ I8 KO 124] (GenPept gbATMEZESR

2.2.16 Gb del HSV1

Un precursor de la Gb del HSV1 lustrativo tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MRQGAPARGCRWFVVWALLGLTLGVLVASAAPSSPGTPGVAAATQAANGGPATPAPPALGAAPTG
DPKPKKNKKPKNPTPPRPAGDNATVAAGHATLREHLRDIKAESTDANFYVCPPPTGATVVQFEQPRRCPTRPEGQ
NYTEGIAVVFKENIAPYKFKATMYYKDVTVSQVWFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFEEVIDKINAKGYCRSTAKYVR
NNLETTAFHRDDHETDMELKPANAATRTSRGWHTTDLKYNPSRVEAFHRYGTTVNCIVEEVDARSVYPYDEFVL
ATGDFVYMSPFYGYREGSHTEHTSYAADRFKQVDGFYARDLTTKARATAPTTRNLLTTPKFTVAWDWPKRPSY
CTMTKWQEVDEMLRSEYGGSFRFSSDAISTTFTTNLTEYPLSRVDLGDCIGKDARDAMDRIFARRYNATHIKVG
QPQYYLANGGFLIAYQPLLSNTLAELYVREHLREQSRKPPNPTPPPPGASANASVERIKTTSSIEFARLQFTYNHIQ
RHVNDMLGRVAIAWCELQNHELTLWNEARKLNPNAIASATVGRRVSARMLGDVMAVSTCVPVAADNVIVQNS
MRISSRPGACYSRPLVSFRYEDQGPLVEGQLGENNELRLTRDAIEPCTVGHRRYFTFGGGYVYFEEYAYSHQLSR
ADITTVSTFIDLNITMLEDHEFVPLEVYTRHEIKDSGLLDYTEVQRRNQLHDLRFADIDTVIHADANAAMFAGLGA
FFEGMGDLGRAVGKVVMGIVGGVVSAVSGVSSFMSNPFGALAVGLLYLAGLAAAFFAFRYVMRLQSNPMKALYP
LTTKELKNPTNPDASGEGEEGGDFDEAKLAEAREMIRYMALVSAMEHTEHKAKKKGTSALLSAKVTDMVMRKRR
NTNYTQVPNKDGDADDL [SEQ ID NO: 125] (GenPept gbAAF04615.1).

Esta secuencia comprende los siguientes dominios/fracciones:
SP =1-24
Ectodominio = 1-774
T™M = 775-795
C =796 - 904
Ejemplos no limitativos de polipéptidos de ectodominio de Gb del HSV1 incluyen:

Ectodominio 1-774:
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MRQGAPARGCRWEFVVYWALLGLTLGVLVASAAPSSPETPGVARATQAANGEFATPAPPAL
CAAPTGDPKPKKMKKPKNFTPPRPAGONATVAAGHATLREHLRDIKAESTDANFYVCPPPTGATYVQFEGPRRCP
TRPEGONYTEGIAVVFK ENIAPYKFRATMYYKDVTVESQVWFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFEEVIDKINAKGVCRS
TAKYVRNMLETTAFHRDDHETOMELKPANAATRTSRGWHTTODLKYNPER VEAFHRYGTTVNCIVEEVDARSVYR
YDEFVIATGDEVYMEPFYGYREGSHTEHTSYAADRFKQVDGFYARDLTTKARATAPTTRNULTTPKFTVAWDWY
PRKRPSVCTMTKWQEVDEMLRSEYGGSFRFSSDAISTTHTTNLTEYPLSRVDLGDCIGKDARDAMDRIFARRYNA

THIKVEQPQYYLANGGEFLUIAYQPLLSNTLAELYVREHLREQSRKPPNPTPPPPGASANASVERIKTISSIEFARLGE
TYNHIQRHVNDMLGRVAIAWCELQNHELTLWNEARKLNPNAIASATVGRRVYSARMLGDVMAVSTCVPVAADNY
IVQNSMRISSRPGACYSRPLYSFRYEDQGPLVEGQLGENNELRLTRDAIEPCTYGHRRYFTFGGEYVYFEEYAYS
HOLSRADITTVSTFIDLNITMLEDHEFVPLEVYTRHEIKDSGLLDYTEVQRRNQLHDLRFADIDTVIHADANAAMF
AGLGAFFEGMGRLGRAVGKWMGIVGGVVSAVSGVSSIMENP [SEQ 1D NO: 126] (GenPept
QLAAFO4615.1).

Ectodominio menos SP 25-775:

YLVASAAPSSPETRPGYAAATQAANGGEPATPAPPALGAAPTGDPKEKKNKKPKNPTPPRPA
GONATVAAGHATLRENLROIKAESTDANFYVCPSPTE ATV OFEQPRRACPTRPECQNY TEGIAVVFKENIARYKF
KATMYYKDY TVSOVWEGHRYSOFMGIFEDRAPVEEEEVIDKINAKGYCRS TAKYVRNNLETTAFHR D DHETDME
LKPANAATRTSRGWHTTDLKYNPSRYEAFHRYGTTYNCIVEEVDARSVYPYDEFVLATGDFYYMSPFYGYREGS
HTERTSYAADRFKQV DGFYARDLTTKARATAPTTRMLLT TPRFTVAWDWVPK RPSVE TMTKWQEVDEMLRSEY
GGSFRFSSOAISTIFTTNLTEYPLSRVDLGDCIGK DARDAMDRIFARRYNA THIKVGQPQYYLANGGFLIAYQPLL
SNTLAELYVREHLREQSRK PPNPTPPPPGASANASVERIKTTSSIEF ARLOFTYNHIQRHVNDMLGRVAIAWCELD
NHELTUWNEARKLNPNATASATVGRRVSARMLGDVMAYSTOVRVAADNYIVONSMRISSRPGACY SRPLVSFRY
EDQGPLVEGOLGENNELRLTRDAIEPCTVGHRRYFTRGEGYVYF EEYAYSHOLSRADITTVS TFIDLNITMLEDHE
FVPLEVY TRHEIK DSGLLDY TEVQRANQLHDLRF ADID TVIHADANAAMFAGLGAFF EGMGDLGRAVGKYVMGE
VGGVYSAVSGEYSSFMSNP [SEQ ID NO: 1271 (GenPept gbAAFQ4615.1).

Una secuencia polipeptidica de ectodominio utilizada para fabricar los polipéptidos quiméricos de la invencién puede
encontrarse de forma natural dentro de una proteina de fusién de virus con envoltura, y/o puede tener una o més (es
decir, 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 proteina de
fusidén natural. Por ejemplo, se conoce la mutacidén de las proteinas F para eliminar sus secuencias de escisién por
furina, impidiendo de este modo el procesamiento intracelular. El polipéptido de ectodominio puede carecer de uno o
mas de los dominios SP, TM y C y, opcionalmente, contiene una o més (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 proteina de fusidén natural.

La invencién puede utilizar cualquier secuencia deseada de aminoacidos de proteinas de fusiéon de virus con envoltura,
tal como la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a 127, o una secuencia que tiene identidad o similitud con
SEQ ID NO: 2 a 127. Normalmente tendra al menos el 75 % de identidad o similitud con SEQ ID NO: 2 a 127, por
ejemplo, al menos el 80 %, 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 o similitud con SEQ ID NO: 2 a 127.

2.3 Construcciones polipeptidicas guiméricas representativas

A continuacién, se exponen ejemplos no limitativos de polipéptidos quiméricos de la presente invencion:
2.3.1 Ectodominio de HA de la Inf A - SSM basada en GP160 del VIH
MKTIAFSCILCLIFAQKLPGSDNSMATLCLGHHAVPNGTLVKTITODQIEVTNATELVQSS

STGRICHSPHQILDGKNCTLIDALLGDPHCDDFONKEWDLFVERSTAYSNCYPYYVPOYATLRSLVASSGNLEFT
QESFNWTGVAQDGESYACRRGESVNSFFSRUNWLYNLNYIKYPEQNVTMPRNDKFDRKLYIWGEVHHRPGTDKDQTN

DAHIDECNSECITPNGSIPNDKPFONVNIITYGACPRYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEG

51



10

15

20

ES 3001 108 T3

MVDGWYGFRHQNSEGTGOAADLKSTQAAINQITGK LNRVIKKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVEDTKID
LWSYRAELLVALENQHTIOLTDSEMSKLFERTRRQLRENAEDMGNGCFRIYRKCDNACIGSIRNG TYDHDIYRN
EALNNRFQIKGVQLKSGYKDGESGIVOQONNLLRAIEAQOHLLQLTVWGIKQLOARILAGG SGGHTTWMEWD
REINNYTSLIHSLIEESQNGQEKNEQELLE [SEQ 1D NO: 128].

2.3.2 Dominio de tallo de la Ha de la Inf A - SSM basada en GP160 del VIH

MKTILALSYILCLVFAUKLPGNDNSTATLULGHMAVPNG TIVK TITHDQIEVTNA TELGFGT
NTLKLATGMRNYPEKQTRG FGAIAGF IENGWEBMLDGWYGFRHQNSEGREQAADLKS TOAAIDGINGMLNRL
[GSGESGEELLYALLNGHTIDUTDRSEMNKLFEE THKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCD NACIGSIRNG TYDHD VYR
DEALNNRFQIKGVELK SEYKDEER SETVQQONKLLRAIEAQOMLLOL TVWEB IKQUOARILAGGSGEH T TWME
WOREINNYTSLIHSLIEESQONQOEKNEQELLE [SEQ 1D NO: 129].

2.3.3 Ectodominio de H5 de la Inf A - SSM basada en GP160 del VIH

MOWSCIILFLVATATOVHSEDQICIGYHANNS TEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEXTHNGKL
COLOGVKPLILRDOSVAGWILLGNPMODEFINVPEW SY TVEK ANPVMHOQLCOY PGUFNDYESLKHLLER INHFEKIQH
PHGSWSEHEASUGVESACPYQGH SSFFRMVIWLIKKNS TY FTIKRSYNNTMOEDLLVLWGETRHPNDASED KLY
QNPTTYISVGTSTLNQRLYPRIATRGKYNGQSGR MEFFWTILRFNDAINFESNGNFIAPEYAY R IVKKGDETIMKS
ELEYGNCNAKCQTPMEAINSSMPIHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLATEGLRNEPORERRRIKKRELFGATAGFIEG
GWOREMVDEWYGYHRSNEQGSGY AADKESTRKAIDGVTNR VNS HOKMNTOFEAVG REFNNLERRIENLINK KM
EDGFLOVWTYNASLLVEMENERTLDFROSNVKNLYDH VR RDNAKELGNGCFEFYRKCDNECMESYRNGTY
OYPQYSERARLKREEISGY KLESIGSRIVQOQONNLLRAIEAQORULQUIVWGIKQLGAR ILAGGSGEH T TWMEW
DREINNYTSLIHSLICEEONGQPAKDEQELLE [SEQ 1D ND: 130].

2.3.4 Ectodominio de HA de la Inf B - SSM basada en GP160 del VIH

MKAIIVELMVVTSNADRICTGITSSNSPHV VK TATQEEVNVTGVIPLTTTPTKSHFANLKGET
QTRGKLCPNCFNCTDLDVALGRPKCMGNTPSAKVSILHEVKPATSGECFPIMHDATHIRQUANLLRGYERIRLSTS
NVINTETAPGGPYKVGTSGESCPNVANGNGFFNTMAWYIPKDNNK TAINPYIVEVRYICSEGEDQITVWGFHS DD
KTOMERLYGDSNPOKF TS SANGYTTHYVSQIGGFPNQTEDEGLKQSGRIVVDYMVQKPGKTGTIVYQREILLPQ
KVWCASGRSKVIKGSLPLIGEADCLHEKYGGLNKSK PYYTGEHAKAIGNCPIWVKTPLELANGTKYRFPAKLLKE
RGFFGAIAGF LEGGWEGMIAGWHGYTSHGAHGYAVAADLKSTREAIMKITKNLNYLSELEVIKNLORLSGAMNEL
HEEILELDEKVDDLRADTISSQIELAVLLSNEGIINSEDEHLLALERKLKK MLGPSAVEIGNGUFETKHKONQTCL
DRIAAGTFNAGDFSLPTFDSLNITAASLNDERGLDNHTGGSGIVQOONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLOARIL
AGGSEEHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQOEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1311

2.3.5 Ectodominio de F del RSV - SSM basada en GP160 del VIH

MELLILKANATTTILTAVIFCFASGONITEEFYQSTCSAVSHGYLSALRTGWYTSYITIELSNT
KKNKCNGTRAKVILIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTQATNNRARRELPRFMNY TLNNAKK TNVTLSKKRKRRFL
GFLLGVGSAIASGVAVSIKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVYSLONGYSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSI
SNIETVIEFQQKNMRLLEITREFSYNAGYTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDGRKLMSNNVQIVAQQSYSIMS
TKEEVLAYVVQLPLYRVIDTPCWKLHTSPLCT TN TKEGSNICLTRTRRGWYCDNAGSVSFFPQAETCK VSHRY
FCDTMNSLTLPSEVNLONYDIFNPKYDCEIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGK TKCTASNKNRGIIK TFSNGCRY
VENKGVDTVEVENTLYYVNKQEGK SLYVY GEFIINFYDPLYFPSDEFDASISQUNEKINQSLAFIRKSDELLHNYN
AGKSTTRGGSGIVOQQONNLLRAIEAGOHLLGUTYVWGIKQULOARILAGGSGGHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIE
ESQNQGEXNEQELLE [SEQ ID NO: 132].

2.3.6 Fdel RSV (1-520) - SSM basada en GP160 del VIH:
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MELLILEANAITTILTAVTRCRASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWY TSVITIELSNI
KKNKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTQATNMNRARRELPRFMNY TLNNAKKTNYTESKKRKRRFL
GFLLGVGSAIASEVAVESKYLHLEGEYNIKIKSALLS TNKAVYSLENGY SVLTSKVLDUKNYIDKQLLPIVNKQSCS]
SMIETVIEFQOKNNRLLEITREFSYNAGYTTAYSTYMLUTNSELLSLINDMPITNDQRKEMSNRNVQIVRQQSYSIMS
TIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWRKLHT SPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGW YU DNAGSVSFFPQAETCK VOSNRY
FCOTMNSLUTLPSEVNLONVDIFNPRYDCEIMTSKTDYS SSVITSLGAIVSCYGR TKCTASNKNRGIIK TRSNGCDY
VENKGVETVSVGNTLYYVNKGEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEF DASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNYN
AGK SGIVQOONNLLRAIEAQOQHLLOL TVWGIK QLOAR LAGG SGEHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQP
AKDEQELLE {SEQ 1D NO: 147].

2.3.7 F del RSV (1-520) - Mutaciones DScav - SSM basada en GP160 del VIH:

MELLHLKANATTTILTAVTFCFASGONITEEF YOS TCSAVSKG YL SALR TGWY TSVITIELSNY
KKNKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMOSTOATRNRARREL PREMNYTENNAKKTNVTLSKKRKRRFL
GFLLBVGSAIASGVAVOK VLHLEGEVNKIK SALLS TNKAVVSLSNGVSVLTFKVLDLKNYIDKQLLPTLNKQSCSI
SNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSYNAGYTTPYSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVOIVROQSYSIMC
[IKEEVLAYVWQLPLYGVID TPCWKLHTSPLCTINTKEGSNICLTRTDRGW YC DNAGSVSFFPQAETCKVGSNRY
FCDTMNSLTLPSEVNLCNYDIFNPIY DCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGK TKCTASNKNRGIIK TFSNGCD Y
VSNKGYDTYSVERTLYYVNKQEGK SLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEF DASISQVNEK INQSLARIRKSDELLHNYN
AGKSGIVQQQNNLLRAIEAQQRLLOL TVIWGIKQLQARILAGESGGHTTWMEWDREINNYTSL IHSLIEESQNGP

5 AKDEQELLE [SEQ ID NO: 156].

2.3.8 Ectodominio de F del hMPV - SSM basada en GP160 del VIH

MEWIKVVIIFSULITPOHGLKESYLEESCSTITEGYLSVLRTGW Y TNVFTLEVGDVENLTCAD
GPSLIKTELDLTRSALRELRTVSADCGHAREEQIENPROSRIVLGAIALGVATARAVTAGVATAK TIRLESEVTAIRN
ALKKTNEAVSTLGNGVRVLATAVRELK GFVEKNLTRAINKRE CRIADLKMAYSFSOFNRRFLMNVWRGFSDNAGIT
FAISLDLMTDAZLARAYSSMPTRAGRIK LM LENRAMYRREGFGILIGYYRSSVIYMYQLPIFGVIDTPOWIVK AAP
SCSEKKGNYACLLREDQGWYCONAGS TVYYPNEKDOETREGDHVECOTAAGINVARQSKECKINISTINYPCKY
STGRHPISMVALSPLGALVACYKGVSCSIG SNRVEIIK GLNKGCSYITNQRADNTVTIDNTWGLEK VEGEQHVIK
GRPYSESFDPVKEPERQENY ALDQVFESIENSGALVDQSNRILSSASKGN TEGSBIVQOGRNNLLRAIEAQQHLL
QLIVWGIKQLOARLAGGSGEHTTWMEWOREINNY TSLIRSLIZESONQGERNEQELLE {SEQ 1D 8G: 1331

10
2.3.9 Ectodominio de F del PIV - SSM basada en GP160 del VIH

MPYSILLITTTMIMASFCQIDITKLOHVGVLVNSPKGMKISQMEETRYLILSLIPKIEDSNSC
GDQOIKGYKRLLDRLIIPLYDGLRLOKDVIVSNGESNEN TDPRTKRFFGGVIGTIALGVATSAQITAAVALVEAKG
ARSDIEKLKEAIRDTNKAVOSVQSSIGNLIVAIKSYQDYVNKEIVESIARLGCEAAGLOLGIALTOHYSELTNIFGD
NIGSLOEKGIKLQGIASLYRTNITEIFTTSTVOKYDTYDLLFTESIKVRVIDYDLNDYSITLQURLPLUTRLLNTQIYK
VDSISYNIGNREWYIPLPSHIMTKGAFLGGADVKECIEAFSSYICPSDPGRVLNHEMESCLEGNISQUPRTVYTSD
IVPRYAFVNGGYVANCITTFCTCNGIGNRINGPPDQGVKII THKECNTISINGMLFNTNKEG TLAFYTPNDITLINN
SYALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNOKLDSIGNWHOSSTTGEESEIVGOQNNLLRATEADGHLEQLTVI
GIKOLOARILAGGSGGHTTWMEWDREINNYTSLIMSLIEESONQOEKNEQELLE [SEQ 1D NO: 1341

15 2.3.10 Ectodominio de F del MeV - SSM basada en GP160 del VIH
MGLKVNVSAIFMAYLLTLQTPTGQIHWGENLSKIGYVEIGSAS YK Y MTRSSHQSLYIKLMP

NITLLANCTRVEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTQONIRPVQSVASSRRHKRFAGVVLAGAALGVATAAQITAGIA
LHQSMLNSQAIDNLRASLETTNOQAIEAIRQAGQEMILAVQEVQDYINNELIPSMNQLOC DUIGQKLGLKLLRYYT
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EILSLFGPSLRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGY SGEOLLGILESRGIKARITHVD TES YLIVLSIAYPTLSE
IKGVIVHRLEGVSYNIGSOQEWYTTVPKYVATOGYLISNFDESSCTRMPEGTVCSQNALYPMSPLLOECLRGSTIS
CARTLYSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCY TTGTIINGDPOKILTY IARDHCPYVEVNGYTIQVGESRRYPDAY

YLHRIDLGPPILLERLODVGTNLGNATAKLEDAKELLESSDOQILRSMKGLSST GGESGIVQQOQNNLLRAIEAQOHLLY
LIVWGIKQLOARILAGGSGGHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQOQEKNEQELLE [SEQ 1D NG: 1351

2.3.11 Ectodominio de F del HeV - SSM basada en GP160 del VIH

MATQEVRLKCLLCGIIVLYLSLEGLGILHYEKLSKIGLVKGITRK YKIKSNPLTK DIVIKMIPN
VSNYSKC TG TYMENYK SRLTGILSPIKGAIELYNNNTHDLVGDVKLAGVY MAGIAIGIATAAQI TAGVALY EAMK
NADNINKLKSSIES TNEAVYKLOETAEK TVYVLTALODYINTNLVPTIOQISCKQTELALDLALSKYLSDLLEVEGR
NLQDPYSNSMTIQAISQAFGGNYETLLRTLGYATEDFDDLLESDSIAGQIVYVOLSSYYIIVRVYFPILTEIQRAYY
GELLPVSFNNDNSEWISIVENFVLIRNTUISNIEVKYCLITKKSVICNOQDYATPMTASVRECL TGS TOKCPRELWS
SHVPRFALSGGVLFANCISVTCQCQTTGRAISQSGEGTLLMIDNTTCTTVWLGNIIISLGK YLGSINYNSESTAVGR
PVYTDKVDISSOISSMNQSLOOSKDYIKEAQKILOTVNPSGESGIVOOONNLLRAIEAQGHLLOLTVIWGIKQL
ARILAGGSGGHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1361,

2.3.12 Ectodominio de F del NiV - SSM basada en GP160 del VIH

MYVILDKROYONLLILILMISECSVGILHYEK LSKIGLVEGVTREKYKIKSNPLTKDIVIKMIPN
VSNMSQCTGSVMENYKTRENGILTPIKGALEIVKNNTHDLVYGDVRLAGVIMAGVALGIATAAQITAGVALYEAMK
NADNINKLKSSIESTNEAVVKLOETAEK TWYVLTALGDYINTNLYPTIDKISCKQTELSLDLALSKYLSOLLFVFGP
NLQDPVSNOMTIQAISQOAFGGNYETLLRTLGYATEDFDDLLESDSITGQIYVDLSSYYIIVRVYFPILTEIQQAYIQ
ELLPYSFNNDNSEWISIVPNFILVRNTLISNIEIGFCLITKRSVICNQDYATPMTNNMRECLTGSTEKCPRELVVYSS
HVYPRFALSMGVLFANCISVTCQCQTTERAISQSGEQTLLMIDNTTCPTAVLGNVIISLGK YLGSVNYNSEGIAIGP
PYFTDRVDISSQISEMNGSLOQQSKDYIKEAQRIULDTYNPSGGSGIVORONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGEIKQLY
ARILAGGSGEHTTWMEWDREINMNYTSLIHSLIEESONQQEKNEQELLE [SEQ 1D NO: 1371

10
2.3.13 Ectodominio de GP160 del VIH - SSM basada en F del RSV

MRVMEGIERNYPCW W TWEIMILGMITICN TAENLWYTVYYGVRIWK DANTTLFCASDAKAY
DTEVHNVWATHACYPTDPSPQELKMENYTEEFNMWKNNMVEQMHTDIISLWOQSLKPCVRLTPLCVYTLDCSYN
ITNMITNSITNSSVNMRERIKNCSFMMTTELRDKRRUVYSUFYKLDVVQINNGNNSSNLYRUINCNTSALTQACPK
VTFEPIPIHYCAPAGY ATLKCNDKEFNGTGLOK RVYSTVQYTHGIRPYY STQLLLNGSLARGKVMIR SENITHNNVEKN
IIVQENESVTINCTRPNNNTRRSVRIGPGQTRYATGDHGDIRQAHCNY SESQWNKTLHQVVEQLRKYWNNNTIT
FNSSSGGDLEITTHSFNCAGEFFYCNTSGLFNSTWVNGTTSSMSNGTITLUPCRIKQIINMWORVGGAMYAPPIQ
GVIKCESHITGLILTRDGGEVNSSOSETFRPGGGEDMRDNWRSELYKYKWVKIEPLGVAPTKARRRVVEREKRAVTL
GAVFIGFLGTAGSTMGAVSITLTVRQARKLLSGIVOQQSNLLRAIEAQOHLLKLTVWGIK QLOARVLAVERYLRDQ
QLLGIWGCSGKLICP TNVPWRNSSWSNKSLDEIWENMTWLOWOKEISNYTIKIYELIEESQICQERNEKDLLELD
KWASLWNWFDISKWEWYIKGGGEYNKIKSALLS TNKAVVSLENGYSVLTSKVIDLKGGGGHHHHGGGFDASIS
QUNEKINQSLAFIRKSDELLHNY [SEQ ID NO: 138].

15  2.3.14 Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en GP160 de/
VIH

MEVTGILQLPRORFKRTSFFLUWVIILFQRTFSIPLEGVIRNSTLQVSDVDH LVCRDELSSTNG
LRSVELNLEGNGYATOVPSATKRWEE R SEVPPRVYNYEAGEWAENCY NLEIKKPDESECLPAAPDGIRGF PRCR
YVRKYSETEPCAGUFAFHKEGAFFLY DRIASTVIYRGTTFAZGVYVAFLILPQAKKDFF SERPLREPYNATEDPSSG
YYSTTIRYQATGFGTNETEYLF SVENLTYVOLESRITPOFULOINETIYTSGRKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWA
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FWETKKMLTRKIRSEELSFTVVGGNN THHO D TGEESASSEKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTREEAIVNAQPKCN
PNLHYWTTODEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIES LMHNGODGLICGLRQLANETTOALOLFLRATTELRTFSILMRK
AIDFLLQRWGG TCHILGPDCCIEPHDW TK NI TDK IDQIHUFY DKTLRDGSDNDNWW TGWRQGESGIVQQGN
NLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLOARILAGGSGEHTTWMEW DREINNY TSLIMSLIEESQNQQEKNEQELLE
[SEQ 1D NO: 139).

2.3.15 Ectodominio de GP del MARYV, menos dominio similar a la mucina - SSM basada en GP160 del VIH

MKTTCFLISLILIQGTENLPILEIASNNQPONYDSVCSGTLQK TEDVHLMGFTLSGQKVAD
SPLEASKRWAFRTGVPPKNVEYTEGEEAKTCYNISVIDPSGKSLLLDPPTNIRDY PKCK TIHHIQGQNPHAQG AL
HLWGAFELY DRIASTTMYRGKYVETEGNIAAMIVNK TVHK MIFSROGQGYREMNLTSTNKYWTSSNGTOTNDTG
CFGALQEYNSTKNQTCARPSKIPPPLPTARPEIKLGGAGHLVYFRRIKRSILWREGDMFRFLDGLINAPIDFDPYPNT
KTIFDESSSSGASAEEDQHASPRISL TLSYFPNINENTAYSGENENDC DAELRIWSVOEDDLAAGLSWIPFFGPG
IEGLYTAVLIKNQNNLYCRLRRUANGTAKSLELLLRVTTEERTRSLINRHAIDFLL TRWGG TCKVLGPDCCIGIEDL
SKNISEQIDQIKK DEQK EGTGWELGGKWW TSDWSGSGIVQQUNNLLRAIEAQONLLOLTVWGIKQLOARILA
GESGEHTTWMEWDREINNYTSLIMSLIEESQNQOEKNEQELLE [SEQ ID NO! 1401

2.3.16 Ectodominio de S del SARS-CoV - SSM basada en GP160 del VIH

MFIFLLFLTLTSGSDLORCTTFDRVQAPNYTOHTSSMRGVYYPREIFRSDTLYLTQDLFLPF
YSNVTGFHTINRTFGNPVIPFKDGIYFAATEKSNYVRGWVFGSTMNNK SQSVIIINNS TNYVIRACNFELCDNPFF
AVSKPMGTOTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLODVSEKSGNFKHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVVRDLPSGF
NTLEPIFKLPLGINITNFRAILTAFSPAQDIWGTSAAAYFYGYLKPTTFMLKYDENGTITOAVDOSONPLAELKESY
KSFEIDKGIYQTSNFRVYPSGRVVRFPNITNLCPFGEVFNATE FPESVYAWERKKISNCVARYSYLYNSTFFSTFRC

YRYLRHGKLRFFERDISNY PFSPRGKPCTPRALNCY WPLNDYGFY TTTGIGYQPYRVVVLSFELLNAPATVCGRKL

STOLIKNGCYNFNFNGLTGTGVLTPSSKRFQPFQQF GROVSDFTDSVRDPK TSEILDISPCAFGGVSVITPGTNA

SSEVAVLYQDYNC TNVSAATHADQLTPAWRIYS TGNNVFQTQAGCLIGAEHVD TSYECDIPIGAGICASYHTVSL
LRSTSQKSIVAYTMSLGADSSIAYSNNTIAIPTNFSISITTEVMAYSMAK TSV DCNMYICEDSTECANLLLQYGSF

CTOLNRALSGIAAEQDRNTREVFAQVKQMYK TPTLK Y FGEENFSQILPDPLKPTKRSFIEDLLFNKVTLADAGFMK
QYGECLGDINARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDDMIAAY TAALVSG TATAGW TF GAGAALQIPFAMOMAYRFNGIG
VTONYLYENQKQIANQFNKAISQIQESLTTTSTALGKLQDVVNGNAQALNTLYKQLSSNFGAISSVLNDILSRLD

KVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQOLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFROAAPHGY
VFLHVTYVPSQERNFTTAFAICHEGKAYFPREGYFVFNGTSWFITQRNFFSPQIITTDNTFYSGNCDVVIGIINNTY
YDPLQPELDSFKGELDKYFKNHTSPOYDLGDISGINASVYNIQKEIDRLNEVAK NLNESLIDLQELGKYEQYIKWP
WYVWGGSGEVOQQNNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLOARILAGGS GGHT TWMEWDREINNY TSLIHSLIEES

QNQGEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1411

2.3.17 Ectodominio de S del MERS-CoV - SSM basada en GP160 del VIH

MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDETWPRPIDVSKADGIIYPOQGR
TYSNITITYQGLFPYQGOHGDMYVYSAGHATETTROKLFVANYSQDVEQFANGFVWRIGAAANSTETVIISRSTS
ATIRKIYPAFMLGSSVENF SRGKMGREFNHTLVLLPDGUGTLLRARYCILEPRSGNRCPAGNSYTSFATYHTPATD
CODGNYNRNASINSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEREILEWFGITQTAQGVHLFSERYVDRLYGGNMFQFATLRPVYD
TIKYYSHPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLOPLTFLLOF SYRGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFDVESGVYSVSS
FEAKPESGEVVEQARGVECDFSPLLSGTRPQVYNFKRLVETNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSGISPAAIASNCYSSLI
LEYFSYPLESMESDLGVSSAGPISOFNYKQSFENPTCLILATVPHNLTTITRPLKYSYINKCSRILSDORTEVPQLYN
ANQYSPCVSIVRPSTVWEDRGDYYRKQLSPLEGGOGWLVASGSTVAMTEQLOMGFGITVOYGTOTNSVCPKLEFAN
DTKIASQLEGNCVEYSLYGY SGRGVFONCTAVEVROURFVY DAYQNLVGYYSDDGENYYCLRACYSVPVSVIYDKE
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TKTHATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPYGCVLGLYNSSLFVEDCKLPLGQSLCALFDT
PSTLTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIGVDOFNSSYFKLSIPTNFSFGYTQEYIQTTIOKVTVOCKQYICNGFGKS

EQLLREYGQFCSKINGQALHGANLRQDDSVANLFASYKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDL
LFDKVTIADPGYMQGYDDCMQOGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMOVNMEAAYTSSLLGSIAGVEWTAGLSS

FAAIPFAQSIFYRLNGVEITQOVLSENQKLIANKFNQALGAMOTGF TTTNEAFRKVQDAVNNNAQALSKLASELS

NTFGAISASIGDIIORLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAAL SAQLAKDKVNECV K AQSKRSGF

COOGTHIVSFYVNAPNGLYFMEVGYYPSNHIEVVSATGLODAANPTNCIAPYNG YFIK TNNTRIVDEWSYTGSSF
YSPERITSLNTKYVAPQUTYQNISTALPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSL
QQVVKALNESYIDLKELGNY TYYNKWRWYIWLGGSGIVQQQN NLLRAIEAQQHLLGLTVWGIK QLQARILAGGS
GGHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESGNQQEKNEQELLE [SEQ ID NO: 142].

2.3.18 Ectodominio de G del VSV - SSM basada en GP160 del VIH

MEKCLLY LAFLFIGYNCKF TIVFRHNOKGNWK NVESNYHY CPESSDLNWHNDLIG TAIQVE
MPKSHKAIDADGW MCHASKWY T TCDFRWY GPE Y I TQSIRSFTPSVEQCKESIEQTK QG TWLNFGEPPRSCEYA
TYTOAEAVIVQV TRPHHVLY DEY TGEWYDSQFINGK SN YICP TVHNS TTWHED YW VKGLCD SNLISMDITFFSE
DEELSSLGKEGTGRRSNYFAYETGGRACK MQYCK MWV RLPSGVWEEMADKDLF ASARFPECPEGSSISAPSO
TEYDVSLIQDVERILDYSLONETWSKIRAGLPISPVDL SYLAPK SPGTGERAFTIIRGTLRYFETRYIRYDIAAPILSR
MVGMISGTTTERELWDDW APYEDVEIGPNGYLATSSEYRFPLY MIGHGMLESDLHLSSKAQUFEHPHIQDAAS
OLEDDESLFFGD TELSKNPIELYEGWISSWK GG SCIVOQONNLLRAIEAGOHLLOUTVWGIKOQLOARILAGGSG
GHTTWMEWDREINNYTSLINSLIEESONQOEKNEGELLE TSEQ ID RO: 143,

2.3.19 Ectodominio de GP del RABV - SSM basada en GP160 del VIH

MIPQTLLFVPLLVFSLCFGKFPIYTIPDK LGPWS PIDIHHL SCPNNLYVEDEGCTNLSGFSYM
ELKVEYISAIKVNGF TCTGVVTEAETY TNFYGYVYTTTFKRKHF RPTPDACRAGY NWK MAGDPRYEESLHNPYPDY
HWLRTVKTTKESLVIISPSVSDLDPYDKSLHSRYFPSGKCSEITVSSTYCP TNHDY TIWMPENPRLG TSCOIFTHS
RGKRASKGSKTCGFVDERGLYKSLKGACKLKLCGVLGLRLM DG TWAAIQ TS DEAKWC PPDOLVNIHDERSDEL
EHLVVEELVKKREECLOALESIMTTKSVSERILSHLRKLVPGEGKAYTIFRETLMEADAHY K SYRTWN EIIPSKGC
LRVGGRCHPHYNGYFFNG ITLGPOGHVLIPEMQSSLLQQHMELLESSVIPLMHPLADPS TYFKOGDEAEDFVEVH
LPDVHKQVSGVYDLGLPSWEKGESGIVOOQNNLLRAIFAQGHLLGLTVWGIKQLOARILAGGSGGHTTWMEW
DREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1441

10
2.3.20 Ectodominio de Gb del HSV1 - SSM basada en GP160 del VIH

MROGAPARGRRWFVWWALLGLTLGVLWWSAAPSSPGTPGEVAAATOAANGGPATRPARPPAR
GAPPTRD PPKKNKKPKPPEPPRPAGDNATVAAGHATLREHLRDIKASNTDANFYVOPRPTRATVVQFEQRRRCP
TRPEGONYTEGIAVYFKENIAPYKFKATMYYRDVTVEQVWIGHRYSOFMGIFEDRAPVPFERVIDKINAKGYIRS
TAKYVRMNLETTAFHRDDHETOMELKPANAATRTSRGWHTTDLKYNPSRVEAFHBYGTTYNCIVEEVDARSVYP
YDEFVLATGDFYVYMEPFYSYREGSHTEMTSYAADRFKQVDGFYARDUTTHARATAPTTANLLYTPKFIVAWDWY
PRRESVCTMTRWOEVDEMLRSEYRGSFRESSDAISTTFTTNLTEYPLERVDLGDCIGK DARDAMDRIFARRYNA
THIKVGQPQYYLANGGFLIAYQPLLSNTLAEL YWREHLREQERKPPNPTPPPPGASANASVERIKTTSSIEF ARLOF
TYNHIQRHVNDMUGRVATAWCELQNHELTLWN EARKUINPNAIASATVGRRYSARMLGDVMAVETOUP VAL DRY
IVONSMRISSRPGACYSRPLYSFRYEDQGPLVEGQLGENNELRLTROAIEPCTVGHRRY FTFGLGYVYFEEYAYS
HOLSRADITTVSTFIDUNITMLEDHEFVPLEVY TRHEIKOSGLLDYTEVORRNQURDLURFADIDTVIHADANAAME
AGLGAFFEGMGLLGRAVEK WMBIVEEWVSAVSEVESFMONPGHSCIVOQUNNLLRAIEAQOHLLQLTYWEI
KQLOQARILAGGSCEHTTWMEWDREINNYTSLIMSLIEESONQQEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1451

15 2.4 Uso de la fraccién estabilizadora de la estructura como dominio universal de oligomerizacién

Ademas de su utilidad en la estabilizacién de un polipéptido de ectodominio de la invencién frente al reordenamiento
a una conformacién posfusion, la fracciéon estabilizadora de la estructura es util como dominio de oligomerizacién
universal (UOD) para oligomerizacién en oligémeros de cualquier molécula heteréloga de interés, en particular, los
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trimeros. Un UOD puede fusionarse aguas arriba o aguas abajo de una molécula proteica heteréloga para formar un
polipéptido quimérico. Normalmente, el UOD se fusiona aguas abajo de la molécula proteica heterdloga. Como en las
realizaciones de ectodominios descritas en el presente documento, la asociaciéon de las repeticiones en héptada
complementarias del UOD entre si en condiciones adecuadas para su asociaciéon (por ejemplo, en solucién acuosa)
da como resultado la formacién de un haz de dos hélices antiparalelas que se trimeriza para formar un haz de seis
hélices altamente estable, permitiendo asi la trimerizacién del polipéptido quimérico para formar un complejo
polipéptido trimérico.

La molécula proteica heteréloga puede ser un polipéptido natural o no natural. El polipéptido heterélogo puede ser o
comprender un polipéptido terapéutico. Una gran diversidad de polipéptidos terapéuticos, incluidos tanto los ligandos
como los receptores, son conocidos en la técnica por ser Utiles para tratar diversas enfermedades. En la Tabla 8 se
muestran diversos ejemplos de dianas e indicaciones conocidas para polipéptidos terapéuticos.

TABLA 8

DIANA PEPTIDICA

INDICACION

NOMBRE/EMPRESA

Oncologia

Receptor GNRH

Tratamiento paliativo del
cancer de préstata

Leuprorelina/Takeda

Histrelina/Valera

Goserelina/AstraZeneca

Antagonista de CXCP4

Movilizadores de células
madre, NHL, MM,
carcinoma hepatocelular

Mozobil/AnorMED Inc (ahora Genzyme)

CTCE-9908/ Chemokine Therapeutics

Antagonista de la integrina alfa-
V/beta 3

Cabeza y Cuello,
glioblastoma

Cilengitide/Merck

Antagonista de la cinasa
receptora de angiopoyetina

Carcinoma de células de
mama, ovario, renales

AMG-386

pepticuerpo/Amgen, Takeda

Antagonista de IGF1-R

Carcinoma hepatocelular

Allostera Pharmaceuticals

Receptor del péptido liberador de

Inflamacién, Cancer,

gastrina bFGF ﬁ;;isaré%i%%irézfis varios Academic
Inhibidor de gelatinasa Céncer CTT Technologies
Agonista de GCSFP Neutropenia Gematide/Affymax
TFG de queratinocitos Mucositis Keratide/Affymax
Receptor de VEGF-R2/c-met Céncer Dipéptido de Dyax
Autoinmune
TPO ITP Pepticuerpo Nplate/Amgen
Anélogo de GLP-2 Enterocolitis de Crohn Teduglutida/NPS Allelix
Treg MS Copaxonef/Teva
Agonistas de GPCR Varios Compugen
Diabetes
GLP-1 (7-37)/Biorexis Pfizer
Analogos de GLP-1/Agonistas de Exenatida/Amilina
R Liraglutida/Novo Nordisk
ZP10/Zelanda
Pharma/Sanofi-Avanetis
Pramlinitida/Amylin
Péptido proislet CureDM
Antagonistas del glucagén Glucagén
) PYY/multiples empresas
Obesidad

Oxintomodulina TKS-1225/Thiakis/M/yeth

Oxintomodulina EPO

Enfermedad renal crénica
anémica

Hematida/Affimax
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(continuacién)

DIANA PEPTIDICA

INDICACION

NOMBRE/EMPRESA

Receptor PH de la calcitonina

Osteoporosis

Capsitonina/Bone Medical Teriparatida/Lilly

Cardiovascular

BNP

Insuficiencia cardiaca
congestiva

Nesiritida/Scios

antagonista de GPlIb/llla

Infarto de miocardio

Eptifibatida/COR Therapeutics/Schering
Plough

Inhibidor de la trombina

Trombosis, Insuficiencia
cardiaca isquémica

Bivalirudina/TMC/Scherrer

Antagonista de la bradicinina B2

Angioedema hereditario

|catibant/Hoechst

Modulador de unién de GAP

Arritmia cardiaca

Rotigaptida/Zealand/MWyeth

Agonista de FPLRG1

Lesion por reperfusién

Compugen

BNP/ANP

Insuficiencia cardiaca
congestiva

Bispecific/Academic

Acromegalia

Agonista del receptor de
somatostatina

Acromegalia y cancer
neuroendocrino

Octreotida/Valera

Pharmaceuticals Lanreotide/lbsen

Enuresis
Desmopresina/Orphan
Agonista de la vasopresina V1 Sustancias terapéuticas/Lipresina
Terlipresina/Orphan Therapeutics
Parto
Antagonista de la oxitocina Erfrlﬁgﬁjfcl) parto RetosibanjGSKj Atosiban/Ferring
Antiviral
Slodueador de la proteina de VIH Enfuviritida/Roche
Inmunoestimulador HepC, HepC Timalfasina/RegeneRx SCV-07/SciClone
Antagonista de CXCP4 VIH AnorMED Inc (ahora Genzyme)
Antagonista de CCRS VIH
Biespecifico CXCR4/CCRS VIH Genzyme

Antibacteriano

Staph. aureus

Daptamicina Bacitracina

Gramidicina/Bausch&Lomb Colistina

Oftalmica Pexiganan

Omiganan

Staph. aureus Xoma-629

Antagonista de la glicoforina Malaria Academic
SNC

Antagonista del transportador de
norepinefrina

Dolor crénico intenso

Conotoxina/Xenoma

Antidepresivo

Nemifitida

Agonistas/antagonistas del
receptor de formil péptido tipo 1

EPOC

Diversos estudios, Patente de Bayer 2003

Receptor de procinticina-1 y-2
antagonista de 1L4/IL13

Asma

Synairgen Academic

El UOD puede utilizarse para crear receptores solubles trimerizados que incluyen, por ejemplo, miembros de la
superfamilia de receptores del TNF, miembros de la superfamilia de la Ig, miembros de la superfamilia de receptores
de citocinas, miembros de la superfamilia de receptores de quimiocinas, miembros de la familia de las integrinas,
familia de receptores del factor de crecimiento, receptores hormonales, receptores opioides, otros receptores de
neuropéptidos, canales idnicos, entre otros, incluyendo CD1a, CD2 (LFA-2), CD2R, CD3y, CD38, CD3e, CD4-7, CD8a,
CD8b, CD9, CD10, CD11a, CD11b, CD11c, COwI2, CD13, CD14, CD15, CD15s, CD15u, CD16a (FcyRIlIA), CD16b
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(FcyRIIIB), CDw17, CD18 (Integrina p2), CD19-28, CD29 (Integrina 1), CD30, CD31 (PE-CAM-1), CD32 (FcyRll),
CD33 (Siglec-3), CD34-41, CD42a-d, CD43, CD44, CD44R, CD45, CD45RA, CD45RB, CD45R0O, DC47, CD47R,
CD48, CD49a-f (VLA-1-8), CD50 (ICAM-3), CD51, CD52, CD53, CD54 (ICAM-1), CD55, CD56 (N-CAM), CD57, CD58
(LFA-3), CD59, CD60a-c, CD61, CD62E, CD6&2L, CD62P, CD63, CD64, CD65, CD65s, CDé6a-f, CD68, CD69, CD70,
CD71, CD72, CD73, CD74, CD75, CD75s, CD77, CD79a, CD79b, CD80, CD81, CD82, DC83, CDw84, CD85, CD86-
CD91, CDw92, CD93, CD94-CD99, CD99R, CD100-CD106, CD107a, CD107b, CD108-CD112, CDw113, CD114 (G-
CSFR), CD115 (M-CSFR), CD116, CD117, CD118, CDw119, CD120a, CD120b, CD121a (IL-1R tipo ), CDw121b (IL-
1R, tipo II), CD122 (IL-2RB), CDw123 (IL-3R), CD124 (IL-4R), CDw125 (IL-5R), CD126 (IL-6R), CD127 (IL-7R),
CDw128, CDw128b (IL-8RB, CD129 (IL-9R), CD130 (IL-6Rp), CDw131, CD132, CD133, CD134 (Ox-40), CD135-
CD139, CD140a (PDGFRa), CD140b (PDGFR), CD141-CD144, CDw145, CD146, CD147, CD148, CD15, CD151,
CD152 (CTLA-4), CD153 (CD30L), CD154 (CD40L), CD155, CD156a-c, CD157, CD158a, CD158b, CD159a, CD159c,
CD160, CD161, CD162, CD162R, CD163, CD164, CD165, CD166, CD167a, CD168, CD169, CD170, CD171,
CD172a, CD172b, CD172g, CD173, CD174, CD175, CD175s, CD176, CD178 (FasL), CD179a, CD179b, CD180,
CD181 (CXCR1), CD182 (CXCR2), CD183 (CXCR3), CD184 (CXCR4), CD185 (CXCR5), CDw186 (CXCR®6), CD191
(CCR-1), CD192 (CCR2), CD193 (CCR3), CD194 (CCR4), CD195 (CCRS), CD196 (CCR8), CD197 (CCRY7), CDw198
(CCR8), CDwlI99 (CCR9), CD200 (Ox-2), CD201, CD202b, CD203c, CD204 (secuestradores de macréfagos R),
CD207 (Langerina), CD208 (DC-LAMP), CD209 (DC-SIGN), CDw210 (IL-10R), CD212 (IL-12-Rp1), CD213a1 (IL-13-
Ra1), CD213a2 (IL-13-Ra2), CDw217 (IL-17-R), CDw218a (IL-18Ra), CDw218b (IL-18RpB), CD220 (Insulina-R),
CD221 (IGF-1R), CD222 (IGF-Il R), CD223-234, CD235a (glicoforina A), CD235ab (glicoforina A/B), CD235b
(glicoforina B), CD236 (glicoforina C/D), CD236R (glicoforina C), CD238, CD239, CD240CE, CD240D, CD241-CD249,
CD252 (Ox40L), CD254 (RANKL), CD256 (APRIL), CD257 (BAFF), CD258 (LIGHT), CD261 (TRAIL-R1), CD262
(TRAIL-R2), CD263 (DcR1), CD264 (DcR2), CD256 (RANK), CD266 (TWEAK-R), CD267 (TACI), CD268 (BAFFR),
CD269 (BCMA), CD271 (NGFR), CD272 (BTLA), CD273 (PD-L2), CD274 (PD-L1), CD275 (B7-H2), CD276 (B7-H3),
CD277, CD278 (ICOS), CD279 (PD1), CD280, CD281 (TLR1), CD282 (TLRZ2), CD283 (TLR3), CD284 (TLR4), CD289
(TLR9), CD292, CDw293, CD294, CD295 (LeptinaR), CD296, CD297, CD298 (subunidad 3 de la Na+/K+-ATPasa),
CD299 (L-SIGN), CD300a, CD300c, CD300e, CD301-CD307, CD309 (VEGF-R2), CD312, CD314-322, CD324,
CDw325, CD326, CDw327, CDw328, CDw329, CD331-CD337, CDw338, CD339, B7-H4, Xedar, CCR10, CCR11,
CX3CRH1, receptor similar a la quimiocina-1 (ChemR23), receptores del complemento, DARC, IL-11R, IL-12R, IL-13R,
IL-15R, IL-20R, IL-21R, IL-22R, IL-23R, IL-27R, IL-28R, IL-31R, XCR1, CX3CR1, proteina de unién a quimiocinas 2
(D6), receptores de interferén, familia de receptores similares a Ig asociados a leucocitos, familia de receptores
similares a la inmunoglobulina leucocitaria, incluyendo LILRC1 y LILRC2, receptores de leucotrienos, LAMP, proteinas
similares a la nectina 1-4, IgSF8, familia de transcritos similares a inmunoglobulinas LT1-6, EDAR, factor derivado del
estroma (SDF), receptor de linfopoyetina del estroma timico, receptor de eritropoyetina, receptor de trombopoyetina,
receptor del factor de crecimiento epidérmico, receptor del factor de crecimiento de fibroblastos FGF1-4, receptor del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF-R), epaCAM, receptores del factor de crecimiento similares a la insulina
IGF1-R e IGF2-R, fibronectina, proteinas de transmembrana ricas en leucina de la fibronectina FLRT1-3, Her2, 3 y 4,
CRELD1 y 2, 8D6A, receptor de lipoproteinas (LDL-R), miembros de la familia de las lectinas de tipo C, tales como
CLEC-1, CLEC-2, CLECAD, 4F y Dectina 1y 2, lailina, receptor de la hormona de crecimiento, receptor de la hormona
liberadora de prolactina (PRRP), receptores de la hormona liberadora de corticotropina (CRHR), receptor de la
hormona foliculoestimulante (FSHR), receptor de la hormona liberadora de gonadotropina (GNRHR), receptor de la
hormona liberadora de tirotropina (TRHR), receptores de somatostatina SSTR1-SSTRS5, receptores de vasopresina
1A, 1B, 2, receptor de oxitocina, receptor de la hormona luteinizante/coriogonadotropina (LHCGR), receptor de
tirotropina, receptor del factor natriurético auricular NPR1-3, receptores de acetilcolina (AchR), receptor de calcitonina
(CT), Receptores de colecistocinina CCKAR y CCKBR, receptores de péptidos intestinales vasoactivos VPAC1 y 2,
receptores de d-opioides, receptores de k-opioides, receptores de p-opioides, ¢ receptores 0 1 y o, receptores de
cannabinoides R1y 2, receptores de angiotensina AT1-4, receptores de bradicinina V1 y 2, receptor de taquicinina 1
(TACR1), receptor similar al receptor de calcitonina (CRLR), receptores de galanina R1-3, receptores neuropéptidos
GPCR neuropéptido BAW R1y 2, receptores de neuropéptidos FF R1 y R2, receptor del neuropéptido S R1, receptores
del neuropéptido Y Y1-5, receptores de neurotensina, receptores de activina de tipo | y Il, cinasas similares a los
receptores de activina (Alk-1 y Alk-7), betaglicano, inhibidor de BMP y Activina unido a membrana (BAMBI), cripto,
receptores de Trk TrkA, TrkB, TrkC, Familia de receptores de AXL, Familia de receptores de LTK, TIE-1, TIE-2, Ryk,
Neuropilina 1, receptores de Eph EPHA1, EPHA2, EPHA3, EPHA4, EPHA5, EPHAS, EPHA7, EPHAS8, EPHAY,
EPHA10, EPHB1, EPHB2, EPHB3, EPHB4, EPHB5, EPHBS, receptores de melanocortina MC-3 y MC-4, AMICA,
CXADR, proteina de unién a la hormona liberadora de corticotropina, molécula asociada a linfocitos T de Clase |
restringida, CMHI, CMHII, gen y ORF inducidos por ampoterina (AMIGOs), APJ, receptores de asialoglucoproteina 1
y 2 (ASGPR), inhibidor de la angiogénesis especifica a cerebro 3 (BAI-3), molécula de adhesién celular
basal/glucoproteina del grupo sanguineo Lutheran (BCAM/Lu), cadherinas, COCP1, regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica MRP-7, condrolectina, surfactina pulmonar, claudinas, ANTHXR2, colagenos,
receptores del complemento, contactinas 1-6, cubulina, endoglicano, EpCAM (molécula de adhesion celular epitelial),
Receptor endotelial de la proteina C (EPCR), receptores de Eph, receptores de péptidos similares al glucagén GLP-
1R y 2R, receptores de glutamato, transportadores de glucosa, receptor de glicina, glicanos, receptor de acidos biliares
acoplado a la proteina G, receptor acoplado a la proteina G 15, miembros de la familia de KLOTHO, receptor de
leptina, LIMPII, LINGO, NOGO, receptor hialurénico endotelial de vasos linfaticos 1 (LYVE-1), receptor inhibidor
mieloide similar a la lectina C CLEC12A, neogenina, nefrina, NETO-1, NETO-2, receptor de NMDA, molécula de
adhesidn celular de unién a opiodes, proteina relacionada con la lectina inhibidora de osteoclastos, receptor de
oncostatina, receptor asociado a los osteoclastos, osteoactivina, receptores de trombina, podoplanina, porimina,
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canales de potasio, Pref-1, receptor del factor de células madre, semaforinas, SPARC, receptor secuestrador A1,
estabilinas, sindecanos, receptores de linfocitos T, TCAM-1, receptor de citocinas de linfocitos T TCCR,
trombospondinas, TIM1-6, receptores tipo Toll, receptores desencadenantes expresados en células mieloides (TREM)
y proteinas similares a TREM, TROP-2 o cualquier mimético o analogo de la misma.

De manera adicional, el UOD puede utilizarse para trimerizar ligandos de cualquiera de los receptores anteriores,
incluyendo, por ejemplo, los miembros de la superfamilia TNF, miembros de la superfamilia de las citocinas, factores
de crecimiento, miembros de la superfamilia de las quimiocinas, factores proangiogénicos, factores proapoptéticos,
integrinas, hormonas y otros factores solubles, entre otros, incluyendo RANK-L, Linfotoxina (LT)-o, LT-B, LT-a1p2,
zLIGHT, BTLA, TL1A, FasL, TWEAK, CD30L, 4-1BB-L (CD137L), CD27L, Ox40L (CD134L), GITRL, CD40L (CD154),
APRIL (CD256), BAFF, EDA1, IL-1q, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-
13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17A, IL-17F, IL-17AJF, IL-18, IL-1 g, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-
28, 1L-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IL-34, IL-35, IFN-gamma, IFN-alfa, IFN beta, TNF-a, TNF-B, G-CMF, GM-CSF,
TGF-B1, 2y 3, TGF-q, cardiotrofina-1, factor inhibidor de leucemia (LIF), betacelulina, anfirregulina, linfopoyetina del
estroma timico (TSLP), flit-3, CXCL1-16, CCL1-3, CCL3L1, CCL4-CCL8, CCL9/10, CCL11-28, XCL1, XCL2, CX3CL1,
HMG-B1, proteinas de choque térmico, chemerina, defensinas, factor inhibidor de migracion de macréfagos (MIF),
oncostatina M, limitina, factores de crecimiento endotelial vascular VEGF A-D y PIGF, factor de crecimiento derivado
del epitelio del cristalino, eritropoyetina, trombopoyetina, factor de crecimiento derivadas de plaquetas, factor de
crecimiento epidérmico, factores de crecimiento de fibroblastos FGF1-14 y 16-23, factor de crecimiento derivado del
hepatoma, hepassocina, factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas
(PD-ECGF), factores de crecimiento similares a la insulina IGF1 e IGF2, proteinas de unién a IGF (IGFBP 1-6), GASPS
(proteinas séricas asociadas a factores de crecimiento y diferenciacién), factor de crecimiento del tejido conjuntivo,
epigen, epiregulina, arterias del desarrollo y factor de crecimiento epidérmico de la cresta neural (DANCE), factor de
maduracion glial-B, insulina, hormona del crecimiento, angiogenina, angiopoyetina 1-4, proteinas similares a la
angiopoyetina 1-4, integrina aVp3, aVR5 y a5p1, eritropoyetina, trombopoyetina, hormona liberadora de prolactina,
hormona liberadora de corticotropina (CRH), hormona liberadora de gonadotropina, hormona liberadora de tirotropina,
somatostatina, vasopresina, oxitocina, demoxitocina, carbetocina, hormona luteinizante (LH) y gonadotropinas
coriénicas, hormona estimulante de la tiroides, ANP, BNP, CNP, calcitonina, CCK a, CCK B, péptidos intestinales
vasoactivos 1 y 2, encefalina, dinorfina, B-endorfina, morfina, 4-PPBP, [1] SA 4503, Ditolilguanidina, angiotensina
siramesina, calidina, bradicinina, taquicininas, sustancia P, calcitonina, galanina, neurotensina, neuropéptidos Y1-5,
neuropéptido S, neuropéptido FF, neuropéptido B/N, factores neurotréficos derivados del cerebro BDNF, NT-3, NT-
4/5, activina A, AB, B y C, inhibina, hormona inhibidora mulleriana (MIH), proteinas morfogénicas 6seas BMP2, BMP3,
BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b, BMP10, BMP15, factor de diferenciacién del crecimiento GDF1, GDF2,
GDF3, GDF5, GDF6, GDF7, Miostatina/GDF8, GDF9, GDF10, GDF11, GDF15, factor de crecimiento nervioso (NGF),
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), y neurotrofina-4 (NT-4), artemina, persefina,
neurturina, GDNF, agrina, ligandos de efrina EFNA1, EFNA2, EFNA3, EFNA4, EFNAS5, EFNB1, EFNB2, EFNB3,
adiponectina, a2-macroglobulina, agrecano, proteina relacionada con el aguti (AgRP), hormona estimulante de a-
melanocitos, albumina, ameloblastina, plasminégeno, angiostatina, apolipoproteina A1, All, B, B100, E, amiloide,
autofagina, proteina Ig H3 inducida por TGF-beta), biglicano, quimiotaxina LECT2 derivada de células leucocitarias,
proteina C-reactiva, componentes del complemento, cordina, proteinas similares a las del cordén umbilical, collectinas,
proteina similar a la clusterina 1, cortisol, factor van willebrandt, citostatinas, endostatina, endorepelina, ligandos de
efrina, fetuinas, ficolinas, glucagén, granulisina, gremlina, inhibidores del activador del HGF HAI-1 y 2, calilcreinas,
lamininas, leptinas, lipocalinas, lectina de unién a manano (MBL), meteorina, MFG-ES8, lectina especifica a galactosa
N-acetil-galactosamina de macréfagos (MGL), midquina, miocilina, nestina, factor 2 especifico de los osteoblastos,
osteopontina, osteocrina, osteoadherina, pentraxina, persefina, factor de crecimiento placentario, relaxinas, resistina
y moléculas similares a la resistina, factor de células madre, estaniocalcinas, VE-estatina, sustancia P, tenascinas,
vitronectina, factor tisular, inhibidores de la via del factor tisular, asi como cualquiera de las >7.000 proteinas
identificadas en el secretoma humano que figuran en la base de datos de proteinas secretadas (Chen Y et al., 2005.
Nucleic Acids Res 33 Database Issue:D169-173), o cualquier mimético o analogo de la misma.

Adicionalmente, el UOD puede utilizarse para trimerizar enzimas tales como, por ejemplo, las enzimas convertidoras
de angiotensina (ACE), metaloproteasa de matriz, metaloproteasas ADAM con motivo trombospondina tipo |
(ADAMTSA1, 4, 5, 13), aminopeptidasas, enzimas de escisién de APP de sitio beta (BACE-1y -2), quimasa, calilcreinas,
reelina, serpinas, o cualquier mimético o anélogo de las mismas.

También, el UOD puede utilizarse para trimerizar agentes quimioterapéuticos, y toxinas tales como toxinas de
moléculas pequefias o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, o fragmentos
de las mismas para aumentar la potencia de compuestos dirigidos con fines terapéuticos, tales como, por ejemplo, la
caliqueamicina, exotoxina de Pseudomonas, toxina diftérica, ricina, saporina, péptidos inductores de apoptosis o
cualquier analogo de los mismos.

El UOD también puede utilizarse para fusionar antigenos para vacunas contra el cancer, de tal manera que, por
ejemplo, el antigeno A33 del cancer colorrectal, a-fetoproteina, mucina 1 (MUC1), CDCP1, moléculas de adhesién
celular del antigeno carcinoembrionario, Her-2, 3 y 4, mesotelina, CDCP1, NETO-1, NETO-2, sindecanos, LewisY,
CA-125, antigeno asociado a melanoma (MAGE), tirosinasa, antigeno tumoral epitelial (ETA), entre otros, asi como
para fusionar antigenos de la envoltura viral o antigenos flngicos para el tratamiento de enfermedades infecciosas.
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2.5 Métodos de preparacién de construcciones polipeptidicas guiméricas

Los polipéptidos quiméricos de la presente invencidén pueden prepararse por sintesis quimica o medios recombinantes.
Habitualmente, los polipéptidos quiméricos se preparan mediante la expresién de una construccién recombinante que
codifica el polipéptido quimérico en células hospedadoras adecuadas, aunque puede utilizarse cualquier método
adecuado. Las células hospedadoras adecuadas incluyen, por ejemplo, células de insecto (por ejemplo, Aedes
aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda, y Trichoplusia ni),
células de mamiferos (por ejemplo, primate humano o no humano, caballo, vaca, oveja, perro, gato, y roedor (por
ejemplo, hamster), células aviares (por ejemplo, pollo, pato y ganso), bacterias (por ejemplo, Escherichia 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 lipolytica), células de Tetrahymena (es decir, Tetrahymena
thermophile) y combinaciones de los mismos. Muchas células de insecto y de mamifero son bien conocidas en la
técnica. Las células de insecto adecuadas incluyen, por ejemplo, linfocitos Sf9, linfocitos Sf21, linfocitos TnS, Schneider
S2, y células High Five (un aislado clonal derivado de la linea celular parental 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 riibn embrionario humano (células HEK293, normalmente transformadas por ADN fragmentado de
adenovirus de tipo 5), linfocitos NIH-3T3, linfocitos 293-T, células Vero, células Hela, células PERC.6 (niumero de
depdsito de la CEACC 96022940), células Hep G2, MRC-5 (ATCC CCL-171), WI-38 (ATCC CCL-75), células fetales
de pulmén de rhesus (ATCC CL-160), células de riién 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 rifion de
hamster bebé (BHK), tales como BHK21-F, células HKCC y similares. Las células aviares 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 EB6B6 y similares.

Sistemas de expresién de células de insecto adecuados, tales como los sistemas de baculovirus, son conocidos por
los expertos en la materia y se describen en, por ejemplo, Summers y Smith, Texas Agricultural Experiment Station
Bulletin n.° 1555 (1987). Los materiales y métodos para los sistemas de expresidén de baculovirus/células de insecto
estan disponibles comercialmente en forma de kit en, entre otros, Invitrogen, San Diego Calif. Los sistemas de
expresion de células aviares también son conocidos por los expertos en la materia y se describen en, por ejemplo, las
patentes de EE. UU. 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, los sistemas de expresién de células bacterianas y de mamiferos también son conocidos en la técnica
y se describen en, por ejemplo, Yeast Genetic Engineering (Barr et al., eds., 1989) Butterworths, Londres.

Las construcciones recombinantes que codifican los polipéptidos quiméricos de la presente invencién pueden
prepararse en vectores adecuados para usar métodos convencionales. Una serie de vectores adecuados para la
expresién de proteinas recombinantes en células de insectos 0 mamiferos son bien conocidos y convencionales en la
técnica. Los vectores adecuados contienen una serie de componentes, que incluyen, pero sin limitacién, uno o més
de los siguientes: un origen de replicacién; un gen marcador seleccionable; uno o méas elementos de control de la
expresion, tales como un elemento de control de la transcripcién (por ejemplo, un promotor, un potenciador, un
terminador), y/o una o mas sefiales de traduccion; y una secuencia sefial o secuencia lider para dirigirla a la ruta
secretora en una célula hospedadora seleccionada (por ejemplo, de origen mamifero o de una especie heteréloga
mamifera o no mamifera). Por ejemplo, para la expresién en células de insecto puede utilizarse un vector de expresion
de Baculovirus adecuado, tal como pFastBac (Invitrogen), para producir particulas recombinantes de baculovirus. Las
particulas de baculovirus se amplifican y se utlizan para infectar células de insecto y expresar proteinas
recombinantes. Para la expresién en células de mamiferos, se utiliza un vector que impulsara la expresién de la
construccién en la célula hospedadora de mamifero deseada (por ejemplo, células de ovario de hamster chino).

Los polipéptidos quiméricos pueden purificarse utilizando cualquier método adecuado. Los métodos adecuados para
purificar las proteinas deseadas incluyen la precipitacién y varios tipos de cromatografia, tales como una interaccién
hidréfoba, intercambio i6nico, afinidad, quelantes y de exclusién por tamafio son bien conocidos en la técnica. Pueden
crearse esquemas de purificacion adecuados utilizando dos 0 mas de estos u otros métodos adecuados. Si se desea,
los polipéptidos quiméricos pueden incluir una fraccién de purificacién o "etiqueta” que facilite la purificacién, como se
describe en la Seccién 2.1.2. Dichos polipéptidos con etiqueta pueden purificarse convenientemente, por ejemplo, de
medios acondicionados, mediante cromatografia quelante o cromatografia de afinidad.

Los polipéptidos quiméricos pueden incluir secuencias adicionales. Por ejemplo, con fines de expresion, el péptido
lider natural de un polipéptido heterdlogo de interés (por ejemplo, el péptido lider natural de una proteina de fusién de
un virus con envoltura) puede sustituirse por otro diferente.

3. Construcciones de acido nucleico para la produccién endégena de polipéptidos quiméricos
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La presente invencién también contempla construcciones de acido nucleico para la produccién endégena de
polipéptidos quiméricos en un organismo hospedador, adecuadamente un animal vertebrado, preferentemente un
mamifero tal como un ser humano). Las construcciones de é&cido nucleico pueden ser vectores/replicantes
extracromosdmicos autorreplicantes (por ejemplo, pladsmidos) o vectores que se integran en un genoma hospedador.
Las construcciones de &cido nucleico pueden ser vectores virales. Vectores virales ilustrativos incluyen los vectores
retrovirales, vectores lentivirales, vectores de poxvirus, vectores de virus vaccinia, vectores de adenovirus, vectores
de virus asociados a adenovirus, vectores de virus del herpes, vectores de flavivirus y vectores de alfavirus. Los
vectores virales pueden estar vivos, atenuados, pueden ser de replicacién condicional o de replicacién deficiente, y
normalmente es un vector viral no patégeno (defectuoso), competente para la replicacién.

A modo de ejemplo, cuando el vector viral es un vector de virus vaccinia, un polinucleétido que codifica un polipéptido
quimérico de la invencién puede insertarse en un sitio no esencial del genoma de un vector viral de vaccinia. Se
describen dichos virus no esenciales, por ejemplo, en Perkus et al. (1986. Virology 152:285; Hruby et al. (1983. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80:3411), Weir et al. (1983. J. Virol. 46:530). Los promotores adecuados para su uso con virus
vaccinia incluyen, aunque no de forma limitativa, P7.5 (véase, por ejemplo, Cochran et al. 1985. J. Virol. 54:30); P11
(véase, por ejemplo, Bertholet, et al., 1985. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:2096); y CAE-1 (véase, por ejemplo, Patel
et al., 1988. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9431). Las cepas de vaccinia altamente atenuadas son més aceptables
para su uso en humanos e incluyen Lister, NYVAC, que contiene deleciones genémicas especificas (véase, por
ejemplo, Guerra et al., 2006. J. Viro/. 80:985-998); Tartaglia et al.,, 1992. AIDS Research and Human Retroviruses
8:1445-1447), o MVA (véase, por ejemplo, Gheradi et al., 2005. J. Gen. Virol. 86:2925-2936); Mayr et al., 1975.
Infection 3:6-14). Véase también Hu et al. (2001. J. Virol. 75:10300-10308), donde se describe el uso de un virus de
la enfermedad de tipo Yaba como vector para la terapia del cancer); patente de EE. UU. N.° 5.698.530 y 6.998.252.
Véanse también, por ejemplo, la patente de EE. UU. N.° 5.443.964. Véanse también las patentes de EE. UU. N.°
7.247.615y 7.368.116.

Puede usarse un vector de adenovirus para expresar un polipéptido quimérico de interés. El adenovirus en el que
puede basarse un vector de transferencia viral puede ser de cualquier origen, cualquier subgrupo, cualquier subtipo,
mezcla de subtipos o cualquier serotipo. Por ejemplo, un adenovirus puede ser del subgrupo A (por ejemplo, serotipos
12, 18 y 31), subgrupo B (por ejemplo, serotipos 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35 y 50), subgrupo C (por ejemplo, serotipos
1, 2, 5y 6), subgrupo D (por ejemplo, serotipos 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, y 42-48), subgrupo
E (por ejemplo, serotipo 4), subgrupo F (por ejemplo, serotipos 40 y 41), un serogrupo no clasificado (por ejemplo,
serotipos 49 y 51), o cualquier otro serotipo adenoviral. Los serotipos adenovirales del 1 al 51 estan disponibles en la
"American Type Culture Collection" (ATCC, Manassas, Va.). Los adenovirus no del grupo C, e incluso adenovirus no
humanos, pueden utilizarse para preparar vectores adenovirales deficientes en replicacion. Vectores adenovirales no
del grupo C, métodos de produccién de vectores adenovirales no del grupo C, y métodos de utilizacién de vectores
adenovirales no del grupo C se divulgan en, por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.° 5.801.030, 5.837.511 y
5.849.561, y las solicitudes internacionales de patente WO 97/12986 y WO 98/53087. Cualquier adenovirus, incluso
un adenovirus quimérico, puede utilizarse como fuente del genoma viral para un vector adenoviral. Por ejemplo, un
adenovirus humano puede utilizarse como fuente del genoma viral para un vector adenoviral de replicacién deficiente.
Pueden encontrarse mas ejemplos de vectores adenovirales en Molin et al. (1998. J. Virol. 72:8358-8361), Narumi et
al. (1998. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 19:936-941) Mercier et al. (2004. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:6188-6193),
publicaciones de EE. UU. N.° 20150093831, 20140248305, 20120283318, 20100008889, 20090175897 y
20090088398 y patentes de EE. UU. N.° 6.143.290; 6.596.535; 6.855.317; 6.936.257;, 7.125.717; 7.378.087,
7.550.296.

El vector viral también puede basarse en virus adenoasociados (AAV). Para una descripcién de los vectores basados
en AAV, véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.° 8.679.837, 8.637.255, 8.409.842, 7.803.622 y 7.790.449, y
las publicaciones de EE. UU. N.° 20150065562, 20140155469, 20140037585, 20130096182, 20120100606 y
20070036757. Los vectores AAV también pueden ser vectores AAV autocomplementarios (sc), los cuales se
describen, por ejemplo, en las publicaciones de patentes de EE. UU. 2007/01110724 y 2004/0029106, y las patentes
de EE. UU. N.© 7.465.583 y 7.186.699.

Los vectores virales basados en el virus del herpes simple (HSV) también son adecuados para la produccién endégena
de los polipéptidos quiméricos de la invencién. Muchos vectores del HSV deficientes en replicacién contienen una
delecién para eliminar uno o més genes intermedios-tempranos para impedir la replicacioén. Las ventajas del vector
herpes son su capacidad para entrar en una fase latente que puede dar lugar a una expresién de ADN a largo plazo,
y su gran genoma de ADN viral que puede albergar ADN exdgeno de hasta 25 kb. Para una descripcién de los vectores
basados en HSV, véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.© 5.837.532, 5.846.782, 5.849.572 y 5.804.413, y las
solicitudes internacionales de patente WO 91/02788, WO 96/04394, WO 98/15637 y WO 99/06583.

Los vectores retrovirales pueden incluir aquellos basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), virus de la
leucemia del gibén (GalLV), retrovirus ecotrépicos, virus de la inmunodeficiencia del simio (SW), el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y combinaciones (véase, por ejemplo, Buchscher et al., 1992. J. Virol. 66:2731-2739;
Johann et al., 1992. J. Virol. 66:1635-1640; Sommerfelt et al., 1990. Virology 176:58-59; Wilson et al., 1989. J. Virol.
63:2374-2378; Miller et al., 1991. J. Virol. 65:2220-2224; Miller et al., 1990. Mol. Cell Biol. 10:4239; Kolberg, 1992. NIH
Res. 4:43; Cornetta et al., 1991. Hum. Gene Ther. 2:215).

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3001 108 T3

El vector retroviral puede ser un vector lentiviral. Como entenderéa el experto en la materia, un vector viral, tal como un
vector lentiviral, se refiere generalmente a una particula de vector viral que comprende el genoma del vector viral. Por
ejemplo, una particula de vector lentiviral puede comprender un genoma de vector lentiviral. Con respecto a los
vectores lentivirales, el genoma del vector puede derivarse de cualquiera de un gran numero de adecuados vectores
lentivirales basados en el genoma disponibles, incluidos los identificados para aplicaciones de terapia génica humana
(véase, por ejemplo, Pfeifer et al., 2001. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2:177-211). Los genomas de vectores
lentivirales adecuados incluyen aquellos basados en el virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1), VIH-2, el virus de
inmunodeficiencia felina (FIV), virus de anemia infecciosa equina, el virus de inmunodeficiencia simia (SIV) y el virus
maedifvisna. Una caracteristica deseable de los lentivirus es que pueden infectar tanto las células en division como
las que no se dividen, aunque las células diana no necesitan ser células en divisién ni ser estimuladas para dividirse.
Generalmente, el genoma y las glucoproteinas de la envoltura se basaran en diferentes virus, de tal manera que la
particula del vector viral resultante se somete a pseudotipificacion. Es deseable que el vector viral incorpore
caracteristicas de seguridad. Las caracteristicas de seguridad incluyen la autoinactivacion de LTR y la deficiencia de
integracién como se describe con méas detalle en el presente documento. La deficiencia de integraciéon puede ser
conferida por elementos del genoma del vector pero también puede derivarse de elementos del sistema de
empaquetamiento (es decir, una proteina integrasa no funcional que puede no formar parte del genoma del vector
pero que se suministra en trans). Los vectores ilustrativos contienen una sefial de empaquetamiento (psi), un elemento
de respuesta a Rev (RRE), donante de corte y empalme, aceptor de corte y empalme, opcionalmente un tracto central
polipurino (cPPT), y un elemento WPRE. El genoma viral del vector comprende secuencias de un genoma lentiviral,
tales como el genoma del VIH-1 o el genoma del SIV. La construccién del genoma viral puede comprender secuencias
de las LTR 5'y 3' de un lentivirus y, en particular, puede comprender las secuencias R y U5 de 5' LTR de un lentivirus
y una 3'LTR inactivada o autoinactivada de un lentivirus. Las secuencias LTR pueden ser secuencias LTR de cualquier
lentivirus de cualquier especie. Por ejemplo, pueden ser secuencias LTR del VIH, SIV, FIV o BIV. Normalmente, las
secuencias LTR son secuencias LTR del VIH.

El genoma del vector puede comprender una LTR 3' inactivada o autoinactivada (véase, por ejemplo, Zufferey et al.,
1998. J. Virol. 72, 9873; Miyoshi et al., 1998. J. Virol. 72:8150). Un vector autoinactivador generalmente tiene una
delecidn de las secuencias potenciadoras y promotoras de la repeticién terminal larga (LTR) 3', que se copia en la 5'
LTR durante la integracién de vectores. En un caso, el elemento U3 de la 3' LTR contiene una delecidén de su secuencia
potenciadora, la caja TATA, Sply NF-kappa B. Como resultado de la autoinactivacién de la 3 'LTR, el provirus que se
genera después de la entrada y la transcripcién inversa comprendera una $' LTR inactivada. Lo l6gico es mejorar la
seguridad al reducir el riesgo de movilizacion del genoma del vector y la influencia de la LTR en los promotores
celulares cercanos. La 3' LTR autoinactivadora se puede construir por cualquier método conocido en la técnica.

Opcionalmente, la secuencia U3 de la 5' LTR lentiviral se puede reemplazar con una secuencia promotora en la
construccién viral, tal como una secuencia promotora heteréloga. Esto puede aumentar el titulo de virus recuperado
de la linea celular de empaquetamiento. También se puede incluir una secuencia potenciadora. Se puede usar
cualquier combinacién de potenciador/promotor que aumente la expresién del genoma de ARN viral en la linea celular
de empaquetamiento. En un ejemplo, se utiliza la secuencia potenciadora/promotora del CMV (véase, por ejemplo,
las patentes de EE. UU. N.° 5.385.839 y 5.168.062.

El riesgo de mutagénesis por insercion se minimiza mediante la construcciéon del vector lentiviral para que sea
defectuoso en la integracién. Se puede seguir una variedad de enfoques para producir un genoma del vector no
integrante. Estos enfoques implican disefiar una(s) mutacién(es) en el componente de enzima integrasa del gen pol,
de tal manera que codifique una proteina con una integrasa inactiva. El genoma del vector en si puede modificarse
para evitar la integracion, por ejemplo, mediante mutacién o delecién uno o ambos sitios de unién, o haciendo que la
3' LTR -tracto de polipurina proximal (PPT) no sea funcional mediante delecién o modificacién. Igualmente, hay
disponibles enfoques no genéticos; éstos incluyen agentes farmacolégicos que inhiben una o mas funciones de la
integrasa. Los enfoques no son mutuamente excluyentes, es decir, se puede usar méas de uno a la vez. Por ejemplo,
tanto la integrasa como los sitios de unién pueden no ser funcionales, o la integrasa y el sitio PPT pueden no ser
funcionales, o los sitios de unién y el sitio de PPT pueden no ser funcionales, o todos ellos pueden no ser funcionales.

Los vectores de lentivirus ilustrativos se describen, por ejemplo, en las publicaciones de EE. UU. N.° 20150224209,
20150203870, 20140335607, 20140248306, 20090148936 y 20080254008.

Los vectores virales también pueden basarse en un alfavirus. Los alfavirus incluyen el virus Sindbis (y el virus de /a
encefalitis equina venezolana (VEEV)), virus Aura, virus Babanki, virus del bosque de Barmah, virus Bebaru, virus
Cabassou, virus del chikungunya, virus de la encefalitis equina del este, virus de los Everglades, virus de Fort Morgan,
virus Getah, virus Highlands J, virus de Kyzylagach, virus de Mayaro, virus Me Tri, virus de Middelburg, virus de Mosso
das Pedras, virus de Mucambo, virus Ndumu, virus O'nyong-nyong, virus Pixuna, virus de Rio Negro, virus del rio
Ross, virus de la enfermedad del pancreas del salmén, virus del bosque Semliki (SFV), virus del elefante marino del
sur, virus de Tonate, virus Trocara, virus Una, virus de la encefalitis equina venezolana, virus de la encefalitis equina
occidental y virus Whataroa. Generalmente, el genoma de dichos virus codifica proteinas no estructurales (por ejemplo,
replicén) y estructurales (por ejemplo, capside y envoltura) que pueden traducirse en el citoplasma de la célula
hospedadora. Ef virus del rio Ross, virus Sindbis, SFV y VEEV se han utilizado para desarrollar vectores de
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transferencia viral para la administracién de transgenes. Los virus pseudotipados pueden formarse combinando
glucoproteinas de envoltura alfavirales y capsides retrovirales. Pueden encontrarse ejemplos de vectores alfavirales
en las publicaciones de EE. UU. N.° 20150050243, 20090305344 y 20060177819.

Como alternativa, los vectores virales pueden basarse en un flavivirus. Los flavivirus incluyen el virus de /a encefalitis
japonesa, el virus del dengue (por ejemplo, Dengue-1, Dengue -2, Dengue -3, Dengue -4), virus de la fiebre amatrilla,
virus de la encefalitis del valle del Murray, virus de la encefalitis de San Luis, virus del Nilo Occidental, virus de Kunjin,
virus de la encefalitis de Rocio, virus llhéus, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, virus de la encefalitis
centroeuropea, virus de la encefalitis siberiana, virus de la encefalitis rusa de primavera-verano, virus de la enfermedad
de la selva de Kyasanur, virus de la fiebre hemorragica de Omsk, virus de la encefalomielitis ovina, virus de Powassan,
virus de Negishi, virus de Absettarov, Virus de Hansalova, virus Apoi y virus Hypr. Pueden encontrarse ejemplos de
vectores de flavivirus en las publicaciones de EE. UU. N.° 20150231226, 20150024003, 20140271708, 20140044684,
20130243812, 20120294889, 20120128713, 20110135686, 20110014229, 20110003884, 20100297167,
20100184832, 20060159704, 20060088937, 20030194801 y 20030044773.

4. Complejos polipeptidicos quiméricos

Los polipéptidos quiméricos de la invencién pueden autoensamblarse en condiciones adecuadas para formar
complejos polipeptidicos quiméricos. Por consiguiente, la presente invencién abarca ademas un método para producir
un complejo polipeptidico quimérico, en donde el método comprende: combinar polipéptidos quiméricos de la presente
invencién en condiciones (por ejemplo, en solucién acuosa) adecuadas para la formacién de un complejo polipeptidico
quimérico, de modo que se produzca un complejo polipeptidico quimérico que comprenda tres polipéptidos quiméricos
y se caracterice por un haz de seis hélices formado por las estructuras superhélice de las respectivas fracciones
estabilizadoras de la estructura de los polipéptidos quiméricos. Los polipéptidos quiméricos que se combinan pueden
ser idénticos o no idénticos para formar de este modo homotrimeros y heterotrimeros, respectivamente.

Generalmente, los polipéptidos quiméricos se autoensamblan en una solucién acuosa tamponada (por ejemplo, pH
de aproximadamente 5 a aproximadamente 9). Si se requiere, pueden utilizarse condiciones de desnaturalizacién
suaves, tales como, incluyendo la urea, pequefias cantidades de disolventes organicos o calor para desnaturalizar
ligeramente los polipéptidos quiméricos con el fin de facilitar el replegamiento y el autoensamblaje.

En el método puede utilizarse cualquier preparacién adecuada de polipéptidos quiméricos. Por ejemplo, los medios
de cultivo celular acondicionados que contienen el polipéptido quimérico deseado pueden utilizarse en el método. Sin
embargo, se prefiere utilizar polipéptidos quiméricos purificados en el método.

En realizaciones particulares en las que la fraccién estabilizadora de la estructura se utiliza para la oligomerizacién de
polipéptidos de ectodominio para formar complejos polipeptidicos quiméricos, las subunidades polipeptidicas de
ectodominio de los complejos se encuentran en la conformacién de prefusién. Sin desear estar sujeto a ninguna teoria
o0 modo de operacién, se cree que la forma de prefusién del trimero de polipéptido de ectodominio se estabiliza en los
complejos descritos en el presente documento debido a que la fraccién estabilizadora de la estructura heteréloga
induce la formacidén de complejos e impide que las fracciones o dominios internos del polipéptido de ectodominio (por
ejemplo, las regiones HRA y HRB de un polipéptido de ectodominio de Clase |, o la superhélice central de a-hélice y
el bucle o bucles de fusién en la regién C-terminal de un ectodominio de Clase Ill) interactlen. La interaccién de estas
fracciones o dominios internos da lugar a un nuevo replegamiento en la forma posterior a la fusion.

5. Método de seleccion sistematica

En el presente documento, también se describe, pero no se reivindica, los métodos de cribado de agentes que se
unen preferentemente de forma especifica a una proteina de fusién de un virus con envoltura, y/o a un complejo de la
proteina de fusién. Se puede analizar una biblioteca de compuestos para ver si se unen a un polipéptido quimérico
que contenga un ectodominio de fusién de virus con envoltura, o a un complejo de la misma.

Los agentes candidatos incluyen numerosas clases quimicas, de tal manera que incluyen moléculas pequefias como
compuestos organicos pequefios y macromoléculas tales como péptidos, polipéptidos y polisacaridos. Los agentes
candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la interaccién estructural con proteinas, particularmente
puentes de hidrégeno, y normalmente incluyen al menos un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo,
deseablemente al menos dos de los grupos quimicos funcionales. Los compuestos candidatos pueden comprender
estructuras ciclicas de carbono o heterociclicas o estructuras aromaticas o poliarométicas sustituidas con uno o mas
de los grupos funcionales anteriores. Los agentes candidatos también se encuentran entre las biomoléculas
incluyendo, pero sin limitaciéon: péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas, derivados,
analogos estructurales o combinaciones de los mismos. La biblioteca de compuestos puede comprender compuestos
naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales. Como alternativa, o ademés, la biblioteca
de compuestos puede incluir compuestos naturales o producidos sintéticamente.

Los métodos para determinar si un agente se une a una proteina diana y/o la afinidad de un agente por una proteina
diana son conocidos en la técnica. Por ejemplo, la unién de un agente a una proteina diana se puede detectar y/o
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cuantificar utilizando diferentes técnicas tales como, pero sin limitacién, interferometria de Biocapa (BLI), transferencia
Western, transferencia puntual, resonancia de plasmén superficial (SPR), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), ensayos AlphaScreen® o AlphalISA®, o métodos basados en espectrometria de masas.

Los agentes pueden ensayarse utilizando cualquier ensayo basado en resonancia de plasmén superficial (SPR)
conocido en la técnica para caracterizar los pardmetros cinéticos de la interaccién del agente con el polipéptido
quimérico que contiene ectodominio, o complejo de la invencién. En los métodos descritos en el presente documento
puede utilizarse cualquier instrumento de SPR disponible en el comercio incluyendo, pero sin limitacién, instrumentos
BlAcore (Biacore AB; Uppsala, Suecia); instrumentos 1Asys (sensores de afinidad; Franklin, Massachusetts); Sistema
IBIS (Windsor Scientific Limited; Berks, Reino Unido), sistemas SPR-CELLIA (Nippon Laser and Electronics Lab;
Hokkaido, Japén) y el detector SPR Spreeta (Texas Instruments; Dallas, Tex.). Véase, por ejemplo, Mullett et al. (2000)
Methods 22: 77-91; Dong et al. (2002) Reviews in Mol Biotech 82: 303-323; Fivash et al. (1998) Curr Opin Biotechnol
9: 97-101; y Rich et al. (2000) Curr Opin Biotechnol 11: 54-61.

Las interacciones biomoleculares entre los agentes y el polipéptido quimérico que contiene polipéptido de ectodominio
o el complejo de la invencién pueden ensayarse utilizando BLI en un Octet (ForteBio Inc.). La BLI es una técnica
analitica éptica sin etiqueta que detecta la unién entre un ligando (tal como un polipéptido quimérico que contiene
polipéptido de ectodominio o un complejo de la invencién) que esta inmovilizado en una punta de biosensor y un
analito (tal como un compuesto de ensayo) en solucién midiendo el cambio en el grosor de la capa de proteina en la
punta del biosensor en tiempo real.

Los ensayos AlphaScreen (PerkinElmer) pueden utilizarse para caracterizar la unién de agentes de prueba al
polipéptido quimérico que contiene polipéptido de ectodominio o al complejo de la invencién. Las siglas ALPHA
corresponden a Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay (ensayo homogéneo de proximidad de
luminiscente amplificado). AlphaScreen es un ensayo de proximidad basado en microesferas que detecta la unién
entre moléculas (tal como un polipéptido quimérico del sujeto, o un complejo y un compuesto de prueba) unidas a
microesferas donantes y aceptoras midiendo la sefial producida por la transferencia de energia entre las microesferas
donantes y aceptoras. (Véase, por ejemplo, Eglen et al. (2008) Curr. Chem. Genomics 1:2-10).

Pueden utilizarse ensayos AlphaLISA® (PerkinElmer) para caracterizar la unién de agentes de ensayo al polipéptido
quimérico o complejo de la invencién. AlphaLISA es una modificacién del ensayo AlphaScreen descrito anteriormente
para incluir microesferas aceptoras que contiene europio y funciona como alternativa a los ensayos ELISA
tradicionales. (Véase, por ejemplo, Eglen et al. (2008) Curr. Chem. Genomics 1:2-10.)

Se puede utilizar la diversidad de técnicas de inmunoensayo, entre las que se incluyen los inmunoensayos
competitivos y no competitivos. El término "inmunoensayo" abarca técnicas que incluyen, sin limitacién, citometria de
flujo, FACS, inmunoensayos enziméticos (EIA), tal como la técnica de inmunoanalisis multiple enzimatico (EMIT),
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ELISA de captura de anticuerpos IgM (MAC ELISA) e
inmunoensayo enzimatico de microparticulas (MEIA), ademés inmunoensayos de electroforesis capilar (CEIA),
radioinmunoensayos (RIA), ensayos inmunorradiométricos (IRMA), inmunoensayos de polarizacién de fluorescencia
(FPIA) y ensayos de quimioluminiscencia (CL). Si se desea, dichos inmunoensayos pueden automatizarse. Los
inmunoensayos también se pueden usar junto con fluorescencia inducida por laser. Los inmunoensayos de liposomas,
tales como inmunoensayos de liposomas por inyeccién de flujo e inmunosensores de liposomas, también son
adecuados para su uso en la presente invencién. Igualmente, los ensayos de nefelometria, en los que, por ejemplo,
la formaciéon de complejos de proteina/anticuerpo da como resultado un aumento de la dispersién de la luz que se
convierte en una sefial de velocidad méxima en funcién de la concentracién del marcador, son adecuados para su uso
en los métodos de la presente invencion.

La unién de los agentes de prueba al polipéptido quimérico o complejo en cuestién puede probarse utilizando métodos
de termodesnaturalizaciéon que implican fluorimetria diferencial de barrido (DSF) y dispersién estatica diferencial de la
luz (DSLS).

La unién de los agentes de prueba al polipéptido quimérico o complejo de la invencién puede probarse utilizando un
método basado en la espectrometria de masas tal como, pero sin limitacién, una plataforma de seleccién por afinidad
acoplada a espectrometria de masas (AS-MS). Se trata de un método sin etiqueta donde se incuban la proteina y el
compuesto de prueba, las moléculas no unidas se lavan y los complejos proteina-ligando se analizan por MS para la
identificacién del ligando tras una etapa de descomplexacién.

La unién de los agentes de prueba al polipéptido quimérico o complejo en cuestion puede cuantificarse utilizando, por
ejemplo, proteinas marcadas detectables tales como las radiomarcadas (por ejemplo, 2P, 35S, '#C o 3H),
fluorescentemente marcadas (por ejemplo, FITC), o polipéptido o complejo quimérico marcado enziméaticamente o
compuesto de prueba, por inmunoensayo, o por detecciéon cromatogréfica.

También se contempla el uso de ensayos de polarizacidn de fluorescencia y ensayos de transferencia de energia por

resonancia de fluorescencia (FRET) en la medicién, directa o indirectamente, el grado de interaccién entre un
polipéptido o complejo quimérico y un compuesto de prueba.
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Todas las realizaciones anteriores son adecuadas para su desarrollo en plataformas de alto rendimiento.

Los compuestos pueden seguir probandose en los modelos animales para identificar los que tiene los efectos in vivo
més potentes, por ejemplo, los que se unen especificamente a una proteina de fusién de un virus con envoltura, o
complejo de la proteina de fusién y preferentemente estimulan o potencian un efecto terapéuticamente util, por
ejemplo, carga viral reducida, infeccién o sintomas asociados a la misma reducidos. Estas moléculas pueden servir
como "compuestos principales" para el desarrollo ulterior de productos farmacéuticos, por ejemplo, sometiendo los
compuestos a modificaciones secuenciales, modelado molecular y otros procedimientos rutinarios empleados en el
disefio racional de farmacos.

6. Moléculas de unién a antigeno

Los polipéptidos y complejos quiméricos que contienen ectodominios de la presente invencién son Utiles para producir
moléculas de unién a antigenos, que son preferentemente proteinas (es decir, "proteina de unién a antigeno") que
son inmunointeractivas con una proteina de fusién de virus con envoltura. Los polipéptidos y complejos quiméricos
que contienen ectodominio incluyen al menos un epitopo de prefusién que no esta presente en la forma de posfusién
de la proteina de fusidn del virus con envoltura y, por lo tanto, son Utiles para preparar moléculas de unién a antigeno
que sean inmunointeractivas con una forma metaestable o de prefusién de una proteina de fusién del virus con
envoltura.

Los expertos en la materia apreciaran la base de conocimientos bien desarrollada sobre las proteinas de unién a
antigenos, tal como se expone, por ejemplo, en Abbas et al., Cellular and Molecular Immunology, 62 ed., W.B.
Saunders Company (2010) o Murphey et al., Janeway's Immunobiology, 82 ed., Garland Science (2011).

En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigenos que son inmunointeractivas con los polipéptidos y
complejos quiméricos de la presente invenciéon son anticuerpos. Los anticuerpos incluyen anticuerpos intactos y
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, como se ha descrito en la seccidén de la definicién. Un anticuerpo
puede comprender una molécula de anticuerpo completa (incluida las versiones policlonales, monoclonales,
quiméricas, humanizadas o versiones humanas que tienen cadenas pesadas y/o ligeras de longitud completa), o
comprende un fragmento de unién a antigeno de la misma. Fragmentos de anticuerpo incluyen F(ab'),, Fab, Fab', Fv,
Fc y Fd, y pueden incorporarse en anticuerpos de dominio Unico, anticuerpos monocatenarios, maxicuerpos,
minicuerpos, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, por ejemplo, Hollinger y
Hudson, 2005, Nature Biotechnology, 23, 9, 1126-1136). También se incluyen los polipéptidos de anticuerpos tales
como se ha descrito en la patente de EE. UU. N.° 6.703.199, incluyendo los monocuerpos de polipéptidos de
fibronectina. Otros polipéptidos de anticuerpos se divulgan en la publicacién de Patente de EE. UU. N.° 2005/0238646,
que son polipéptidos monocatenarios.

En la técnica se conocen numerosos métodos de preparacion de anticuerpos contra antigenos de interés. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales contra los polipéptidos y complejos quiméricos de la presente invencién pueden
fabricarse utilizando métodos convencionales de hibridoma que a menudo se basan en el método seminal de Kohler,
G. etal. (1975, Continuous Cultures Of Fused Cells Secreting Antibody Of Predefined Specificity, Nature 256:495-497
o una modificacién del mismo. Normalmente, los anticuerpos monoclonales se desarrollan en especies no humanas,
tales como ratones. En general, se utiliza un ratén o una rata para la inmunizacién, pero también se pueden utilizar
otros animales. Los anticuerpos pueden producirse inmunizando ratones con una cantidad inmunogénica de un
inmunégeno, en este caso un polipéptido o complejo quimérico de la presente invencién. El inmunégeno se puede
administrar varias veces a intervalos periédicos tales como, cada quince dias o cada semana, o puede administrarse
de tal manera que se mantenga la viabilidad en el animal.

Para monitorear la respuesta de anticuerpos, se puede obtener una pequefia muestra biolégica (por ejemplo, sangre)
del animal y probar el titulo de anticuerpos contra el inmunégeno. El bazo y/o varios ganglios linfaticos grandes se
pueden extirpar y disociar en células individuales. Si se desea, las células del bazo se pueden cribar (después de
eliminar las células adherentes no especificamente) aplicando una suspensién celular a una placa o un pocillo
recubierto con el antigeno. linfocitos B, que expresan inmunoglobulina unida a la membrana especifica para el
antigeno, se uniran a la placa y no se enjuagarén con el resto de la suspension. Los linfocitos B resultantes, o todas
las células del bazo disociadas, a continuacion, se pueden fusionar con células de mieloma (por ejemplo, X63-Ag8.653
y las del Salk Institute, Cell Distribution Center, San Diego, Calif.). Se puede usar polietilenglicol (PEG) para fusionar
el bazo o los linfocitos con las células del mieloma para formar un hibridoma. A continuacién, el hibridoma se cultiva
en un medio selectivo (por ejemplo, medio de hipoxantina, aminopterina, timidina, también conocido como "medio
HAT"). A continuacién, los hibridomas resultantes se siembran en placas mediante dilucién limitante y se prueban para
la produccién de anticuerpos que se unen especificamente al inmundgeno, usando, por ejemplo, FACS (clasificacion
de células activadas por fluorescencia) o cribado inmunohistoquimico (IHC). A continuacién, los hibridomas que
secretan anticuerpos monoclonales seleccionados se cultivan in vitro (por ejemplo, en botellas de cultivo tisular o
reactores de fibra hueca), o in vivo (por ejemplo, como ascitis en ratones).

Como otra alternativa a la técnica de fusidn celular, los linfocitos B inmortalizados por el virus de Epstein-Barr (VEB)
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pueden utilizarse para producir anticuerpos monoclonales inmunointeractivos con un polipéptido o complejo quimérico
del sujeto. Los hibridomas se expanden y subclonan, si se desea, y en los sobrenadantes se prueba la actividad
antiinmunégena mediante procedimientos de ensayo convencionales (por ejemplo, FACS, IHC, radicinmunoensayo,
inmunoensayo enzimatico, inmunoensayo de fluorescencia, etc.).

Por tanto, la presente invencién contempla ademéas métodos de producciéon de una molécula de unién a antigeno que
sea inmunointeractiva con una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo de la proteina de fusién, en
donde el método comprende: (1) inmunizar un animal con un complejo o composicién polipeptidica quimérica, como
se ha descrito anteriormente y en cualquier otro sitio del presente documento, en donde un polipéptido de ectodominio
del complejo polipeptidico quimérico corresponda a la proteina de fusién del virus con envoltura; (2) aislar un linfocito
B del animal, que sea inmunointeractivo con la proteina de fusién o el complejo de la misma; y (3) producir la molécula
de unién a antigeno expresada por ese linfocito B. La presente invencién abarca también las moléculas de unién a
antigenos que se producen por dichos métodos, asi como los derivados de las mismas. También abarca células que
incluyen hibridomas capaces de producir las moléculas de unién a antigeno de la invencién, y métodos para producir
moléculas de unién a antigeno desde esas células. En realizaciones especificas, las moléculas de unién a antigeno
producidas por los métodos de la invencién son preferentemente moléculas de unién a antigeno neutralizantes.

También se contemplan los anticuerpos quiméricos y los anticuerpos humanizados. Un anticuerpo monoclonal
humanizado puede comprender el dominio variable de un anticuerpo murino (o todo o parte del sitio de unién a
antigeno del mismo) y un dominio constante derivado de un anticuerpo humano. Como alternativa, un fragmento de
anticuerpo humanizado puede comprender el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo monoclonal murino y un
fragmento de dominio variable (que carece del sitio de unién a antigeno) derivado de un anticuerpo humano. Los
procedimientos para la produccién de anticuerpos monoclonales modificados genéticamente incluyen los descritos en
Riechmann et al., 1988, Nature 332:323, Liu et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84:3439, Larrick et al., 1989,
Bio/Technology 7:934 y Winter et al., 1993, TIPS 14:139. El anticuerpo quimérico puede ser un anticuerpo injertado
con CDR. Las técnicas para humanizar anticuerpos se analizan en, por ejemplo, las patentes de EE. UU. N.°
5.869.619, 5.225.539, 5.821.337, 5.859.205, 6.881.557, Padlan et al., 1995, FASEB J. 9:133-39, Tamura et al., 2000,
J. Immunol. 164:1432-41, Zhang, W., et al., Molecular Immunology 42(12):1445-1451, 2005; Hwang W. et al., Methods
36(1):35-42, 2005; Dall'Acqua W F, et al., Methods 36(1):43-60, 2005; y Clark, M., Immunology Today 21(8):397397-
402, 2000.

Un anticuerpo puede ser también un anticuerpo monoclonal totalmente humano. Los anticuerpos monoclonales
totalmente humanos pueden generarse mediante cualquier nimero de técnicas con las que estaran familiarizadas los
expertos en la materia. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacién, transformacién por el virus de Epstein Barr (EBV)
de células de sangre periférica humanas (por ejemplo, que contienen linfocitos B), inmunizacién in vitro de linfocitos B
humanos, fusién de células del bazo de ratones transgénicos inmunizados que portan genes de inmunoglobulina
humana insertados, aislamiento a partir de bibliotecas de fagos de la regién V de la inmunoglobulina humana, u otros
procedimientos como se conoce en la técnica y basados en divulgacién del presente documento.

Se han desarrollado procedimientos para generar anticuerpos monoclonales humanos en animales no humanos. Por
ejemplo, se han preparado ratones en los que se han inactivado uno o méas genes de inmunoglobulina endégenos por
diversos medios. Se han introducido genes de inmunoglobulinas humanas en los ratones para reemplazar los genes
de ratén inactivados. En esta técnica, elementos del locus humano de las cadenas pesada y ligera se introducen en
cepas de ratones derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen interrupciones dirigidas de los loci
endbgenos de las cadenas pesada y ligera (véase también Bruggemann et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8:455-58
(1997)). Por ejemplo, los transgenes de inmunoglobulina humana pueden ser miniconstrucciones génicas o transloci
en cromosomas artificiales de levadura, que sufren reordenamiento del ADN e hipermutacién especificas de los
linfocitos B en el tejido linfoide del raton.

Los anticuerpos producidos en el animal incorporan cadenas polipeptidicas de inmunoglobulinas humanas codificadas
por el material genético humano introducido en el animal. Un animal no humano, tal como un ratén transgénico, puede
inmunizarse con un inmunogen del polipéptido o complejo quimérico del sujeto.

Ejemplos de técnicas para la produccidén y uso de animales transgénicos para la produccién de anticuerpos humanos
o parcialmente humanos se describen en las patentes de EE. UU. N.° 5.814.318, 5.569.825 y 5.545.806, Davis et al.,
Production of human antibodies from transgenic mice in Lo, ed. Antibody Engineering: Methods and Protocols, Humana
Press, NJ:191-200 (2003), Kellermann et al., 2002, Curr Opin Biotechnol. 13:593-97, Russell et al., 2000, /nfect Immun.
68:1820-26, Gallo et al., 2000, Eur J. Immun. 30:534-40, Davis et al., 1999, Cancer Metastasis Rev. 18:421-25, Green,
1999, J. Immunol Methods 231:11-23, Jakobovits, 1998, Advanced Drug Delivery Reviews 31:33-42, Green et al.,
1998, J. Exp. Med. 188:483-95, Jakobovits A, 1998, Exp. Opin. Invest. Drugs 7:607-14, Tsuda et al., 1997, Genomics
42:413-21, Mendez et al., 1997, Nat. Genet. 15:146-56, Jakobovits, 1994, Curr Biol. 4:761-63, Arbones et al., 1994,
Immunity 1:247-60, Green et al., 1994, Nat. Genet. 7:13-21, Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-58, Jakobovits et
al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90:2551-55. Chen, J., M. et al. Int. Immunol. 5 (1993): 647-656, Choi et al., 1993,
Nature Genetics 4. 117-23, Fishwild et al., 1996, Nature Biotech. 14: 845-51, Harding et al., 1995, Annals of the New
York Academy of Sciences, Lonberg et al., 1994, Nature 368: 856-59, Lonberg, 1994, Transgenic Approaches to
Human Monoclonal Antibodies en Handbook of Experimental Pharmacology 113: 49-101, Lonberg et al., 1995, Int.
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Rev. Immunol. 13: 65-93, Neuberger, 1996, Nature Biotech. 14: 826, Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Research 20:
6287-95, Taylor et al., 1994, Int. Immunol. 6: 579-91, Tomizuka et al., 1997, Nature Genetics 16: 133-43, Tomizuka et
al., 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97: 722-27, Tualillon et al., 1993, Proc Natl Acad Sci USA 90: 3720-24, y Tuaillon et
al.,, 1994, J. Immunol. 152: 2912-20.; Lonberg et al., Nature 368:856, 1994; Taylor et al., Int. Immunol. 6:579, 1994,
patente de EE. UU. N.° 5.877.397; Bruggemann et al., 1997 Curr. Opin. Biotechnol. 8:455-58; Jakobovits et al., 1995.
Ann. N.Y. Acad. Sci. 764:525-35. Igualmente, los protocolos que implican el XenoMouse®. (Abgenix, ahora Amgen,
Inc.) se describen, por ejemplo, en los documentos U.S. 05/0118643 y WO 05/694879, WO 98/24838, WO 00/76310
y la patente de EE. UU. N.° 7.064.244.

La presente invencién abarca ademés fragmentos de un anticuerpo polipéptido/complejo antiquimérico de la presente
invencién. Dichos fragmentos pueden consistir completamente en secuencias derivadas de anticuerpos o pueden
comprender secuencias adicionales. Ejemplos de fragmentos de unién a antigeno incluyen Fab, F(ab'),, anticuerpos
monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y anticuerpos de dominio. Se proporcionan otros ejemplos en
Lunde et al., 2002, Biochem. Soc. Trans. 30:500-086.

Los anticuerpos monocatenarios pueden formarse uniendo fragmentos de dominio variable de cadena pesada y ligera
(region Fv) a través de un puente de aminoacidos (enlazador peptidico corto), dando como resultado una cadena
polipeptidica Unica. Dichos Fv monocatenarios (scFv) se han preparado fusionando el ADN que codifica un enlazador
peptidico entre los ADN que codifican los dos polipéptidos de dominio variable (VL y Vu). Los polipéptidos resultantes
pueden plegarse sobre si mismos para formar mondémeros de unién a antigeno, o pueden formar multimeros (por
ejemplo, dimeros, trimeros y tetrameros), dependiendo de la longitud de un enlazador flexible entre los dos dominios
variables (Kortt et al., 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt et al., 2001, Biomol. Eng. 18:95-108). Al combinar diferentes
polipéptidos que comprenden V| y Vy, se pueden formar scFv multiméricos que se unen a diferentes epitopos
(Kriangkum et al., 2001, Biomol. Eng. 18:31-40). Las técnicas desarrolladas para la produccion de anticuerpos
monocatenarios incluyen las descritas en la Patente de EE. UU. N.° 4.946.778; Bird, 1988, Science 242:423; Huston
et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879; Ward et al., 1989, Nature 334:544, de Graaf et al., 2002, Methods
Mol. Biol. 178:379-87.

También pueden obtenerse fragmentos de unién a antigeno derivados de un anticuerpo, por ejemplo, por hidrélisis
proteolitica del anticuerpo, por ejemplo, digestién con pepsina o papaina de anticuerpos enteros de acuerdo con los
métodos convencionales. A modo de ejemplo, se pueden producir fragmentos de anticuerpo por escisién enzimatica
de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab').. Este fragmento puede escindirse
adicionalmente utilizando un agente reductor de tiol para producir fragmentos 3.5S Fab' monovalentes.
Opcionalmente, la reaccién de escisibn se puede llevar a cabo utilizando un grupo bloqueante para los grupos
sulfhidrilo que se obtienen como resultado de la escisiéon de los enlaces disulfuro. Como alternativa, una escisién
enzimatica utilizando papaina produce dos fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc directamente. Estos
métodos se describen, por ejemplo, por Goldenberg, patente de EE. UU. N.° 4.331.647, Nisonoff et al., Arch. Biochem.
Biophys. 89:230, 1960; Porter, Biochem. J. 73:119, 1959; Edelman et al., en Methods in Enzymology 1:422 (Academic
Press 1967); y por Andrews, S. M. y Titus, J. A. en Current Protocols in Immunology (Coligan J. E., et al., eds), John
Wiley & Sons, Nueva York (2003), paginas 2.8.1-2.8.10 y 2.10A.1-2.10A.5. También se pueden utilizar otros métodos
para la escisién de anticuerpos, tales como la separacién de cadenas pesadas para formar fragmentos monovalentes
de cadena ligera (Fd), la escisién adicional de fragmentos u otras técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre
que los fragmentos se unan al antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que comprende una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de un anticuerpo. Las CDR pueden obtenerse construyendo polinucleétidos que codifiquen
la CDR de interés. Dichos polinucleétidos se preparan, por ejemplo, mediante el uso de la reaccién en cadena de la
polimerasa para sintetizar la regién variable usando ARNm de células productoras de anticuerpos (véanse, por
ejemplo, Larrick et al., Métodos: A Companion to Methods in Enzymology 2:106, 1991; Courtenay-Luck, "Genetic
Manipulation of Monoclonal Antibodies", en Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application,
Ritter et al. (eds.), pagina 166 (Cambridge University Press 1995); y Ward et al., "Genetic Manipulation and Expression
of Antibodies", en Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Birch et al., (eds.), pagina 137 (Wiley-Liss, Inc.
(1995)). El fragmento de anticuerpo puede comprender ademas al menos un dominio de regién variable de un
anticuerpo descrito en el presente documento. Por tanto, por ejemplo, el dominio de la regién V puede ser monomérico
y puede ser un dominio V y Vy, que es capaz de unir independientemente un polipéptido o complejo de ectodominio
sujeto con una afinidad al menos igual a 107 M o inferior.

El dominio de regién variable puede ser cualquier dominio variable de origen natural o una versién modificada
genéticamente del mismo. Por versién modificada genéticamente se entiende un dominio de regién variable que se
ha creado utilizando técnicas de ingenieria de ADN recombinante. Dichas versiones modificadas genéticamente
incluyen las creadas, por ejemplo, a partir de una regién variable especifica del anticuerpo mediante inserciones,
deleciones o cambios en las secuencias de aminoacidos del anticuerpo especifico. Ejemplos particulares incluyen
dominios de regién variable modificados genéticamente que contienen al menos una CDR y opcionalmente uno o mas
aminoé&cidos marco de un primer anticuerpo y el resto del dominio de regién variable de un segundo anticuerpo.

El dominio de regién variable puede estar unido covalentemente en un aminoacido C-terminal a al menos otro dominio
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de anticuerpo o a un fragmento del mismo. Por tanto, por ejemplo, un dominio Vi que esta presente en el dominio de
region variable puede estar unido a un dominio CH1 de inmunoglobulina, o a un fragmento del mismo. Igualmente, un
dominio V| puede unirse a un dominio Cx 0 a un fragmento del mismo. De esta manera, por ejemplo, el anticuerpo
puede ser un fragmento Fab en donde el dominio de unidén a antigeno contiene dominios asociados Vy y Vi unidos
covalentemente en sus extremos C a un dominio CH1 y Cg, respectivamente. El dominio CH1 puede ampliarse con
mas aminoéacidos, por ejemplo, para proporcionar una regién bisagra o una porcién de un dominio de regién bisagra
tal como se encuentra en un fragmento Fab', o para proporcionar otros dominios, tales como los dominios CH2 y CH3
de los anticuerpos.

7. Composiciones

La presente invencién proporciona ademéas composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que
comprenden un polipéptido o complejo quimérico, o una construccién de acido nucleico a partir de la cual es expresable
el polipéptido o complejo quimérico, como se ha descrito anteriormente y en cualquier otro sitio del presente
documento. Las composiciones representativas pueden incluir un tampén, que se selecciona de acuerdo con el uso
previsto del polipéptido o complejo quimérico, y puede incluir también otras sustancias apropiadas para el uso previsto.
Cuando el uso previsto sea inducir una respuesta inmunitaria, la composicién se denomina "inmunogénica" o
"inmunomoduladora”. Dichas composiciones incluyen composiciones preventivas (es decir, composiciones
administradas con el fin de impedir una afeccién tal como una infeccién) y composiciones terapéuticas (es decir,
composiciones administradas con el fin de tratar afecciones tales como una infeccién). Por lo tanto, puede
administrarse una composicién inmunomoduladora a un receptor con fines profilacticos, de mejora, paliativos o
terapéuticos.

Los expertos en la materia pueden seleccionar facilmente un tampén adecuado, del cual se conoce una amplia
diversidad en la técnica, adecuado para un uso previsto. En algunas ocasiones, la composicién puede comprender un
excipiente farmacéuticamente aceptable, del cual se conoce una diversidad en la técnica y no es necesario analizar
en el presente documento. Los excipientes farmacéuticamente aceptables se han descrito ampliamente en una
diversidad de publicaciones, que incluyen, por ejemplo, A. Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 202 edicién, Lippincott, Williams, & Wilkins; Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems
(1999) H. C. Ansel et al., eds 72 ed., Lippincott, Williams, & Wilkins; y Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000)
A. H. Kibbe et al., eds., 32 ed. Amer. Pharmaceutical Assoc.

Las composiciones pueden comprender mas de un (es decir, diferente) polipéptido o complejo quimérico de la
invencién (por ejemplo, polipéptidos quiméricos cuyos respectivos polipéptidos de ectodominio corresponden a
diferentes proteinas de fusién de virus con envoltura), o una o mas construcciones de acido nucleico desde las que
es/son expresable(s) el(los) polipéptido(s) o complejo(s) quimérico(s).

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en una forma adecuada para su administracién por inyeccién,
en una formulacién adecuada para la ingestién oral (tal como, por ejemplo, capsulas, comprimidos, capsulas, elixires),
en forma de un unglento, crema o locién adecuada para administracién tdpica, en una forma adecuada para su
administracién como colirio, en forma de aerosol adecuado para su administracién por inhalacién, tal como por
inhalacién intranasal u oral, o en una forma adecuada para la administracién parenteral, es decir, inyeccidén
subcutanea, intramuscular o intravenosa.

También pueden incorporarse principios activos suplementarios, tales como adyuvantes o modificadores de la
respuesta biolégica, a las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon. Aunque pueden incluirse
adyuvante(s) en las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn, no necesitan comprender necesariamente
un adyuvante. En dichos casos, pueden evitarse los problemas de reactogenicidad derivados del uso de adyuvantes.

En general, la actividad adyuvante en el contexto de una composicién farmacéutica de la presente invencién incluye,
aunque no de forma limitativa, una capacidad de potenciar la respuesta inmunitaria (cuantitativa o cualitativamente)
inducida por componentes inmunogénicos de la composicidn (por ejemplo, un polipéptido quimérico o complejo de la
presente invencién). Esto puede reducir la dosis o el nivel de los componentes inmunogénicos necesarios para
producir una respuesta inmunitaria y/o reducir el nimero o la frecuencia de las inmunizaciones necesarias para
producir la respuesta inmunitaria deseada.

Puede incluirse cualquier polimero hidréfobo adecuado en una composicién farmacéutica de la presente invencién.
Por ejemplo, puede utilizarse un adyuvante a base de aluminio. Los adyuvantes adecuados a base de aluminio
incluyen, pero sin limitacién, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y combinaciones de los mismos. Otros ejemplos
especificos de adyuvantes a base de aluminio que pueden utilizarse se describen en la patente europea n.° 1216053
y en la patente de EE. UU. N.° 6.372.223. Otros adyuvantes adecuados incluyen el adyuvante incompleto de Freund
y el adyuvante completo (Laboratorios Difco, Detroit, Mich.); Adyuvante Merck 65 (Merck and Company, Inc., Rahway,
N.J.); AS-2 (SmithKline Beecham, Filadelfia, Pa); sales de aluminio tales como gel de hidréxido de aluminio (alumbre)
o fosfato de aluminio; sales de calcio, hierro o zinc; una suspensién insoluble de tirosina acilada; azucares acilados;
polisacéridos derivatizados catibnica o anidnicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; lipido
monofosforil Ay quil A; emulsiones de aceite en agua, incluidas las descritas en la patente europea n.° 0399843, la
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patente de EE. UU. N.° 7.029.678 y la publicacién PCT N.°® WO 2007/006939; y/o adicionalmente citocinas, tales como
GM-CSF o interleucina-2, - 7, 0 -12, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor de
necrosis tumoral (TNF) monofosforil lipido A (MPL), toxina del célera (TC) o su subunidad constitutiva, enterotoxina
termolabil (LT) o su subunidad constitutiva, adyuvantes del ligando del receptor tipo Toll, como el lipopolisacérido
(LPS) y derivados de los mismos (por ejemplo, lipido monofosforil A y lipido monofosforil A 3-deacilado), NS1 de
Flavivirus y muramil dipéptido (MDP).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden suministrarse en un kit. El kit puede comprender
componentes adicionales para ayudar a realizar los métodos de la presente invencién, tales como, por ejemplo,
dispositivo(s) de administracién, tampén(es) y/o diluyente(s). Los kits pueden incluir recipientes para alojar los diversos
componentes e instrucciones de utilizacién de los componentes del kit en los métodos de la presente invencién.

8. Dosis y vias de administracion

La composicion se administra en una "cantidad eficaz" es decir, una cantidad eficaz para lograr un objetivo previsto
en un sujeto. La dosis de compuesto(s) activo(s) administrada a un paciente debe ser suficiente para lograr una
respuesta beneficiosa en el sujeto a lo largo del tiempo, tal como una reduccién de al menos un sintoma asociado a
una infeccién. La cantidad o la frecuencia de las dosis del(de los) compuesto(s) farmacéuticamente activo(s) que se
van a administrar puede depender del sujeto que se va a tratar, incluida la edad, el sexo, el peso y el estado general
de salud del mismo. A este respecto, las cantidades precisas del(de los) compuesto(s) activo(s) para la administracién
dependeran del criterio del médico al cargo. Un experto en la materia podria, mediante experimentacién habitual,
determinar una cantidad eficaz, no téxica de un polipéptido o complejo quimérico descrito en el presente documento
para incluir en una composicién farmacéutica de la presente invencién para el resultado terapéutico deseado.

En general, una composicién farmacéutica de la presente invencién puede administrarse de manera compatible con
la via de administracién y las caracteristicas fisicas del receptor (incluido el estado de salud) y de tal manera que
provoque el efecto o efectos deseados (es decir, terapéuticamente eficaz, inmunogénica y/o protectora). Por ejemplo,
la dosis adecuada de una composicién farmacéutica de la presente invencién puede depender de diversos factores
que incluyen, pero sin limitacién, las caracteristicas fisicas de un sujeto (por ejemplo, la edad, el peso, el sexo), si el
compuesto se utiliza como agente Gnico o como terapia adyuvante, el tipo de restriccién del CMH del paciente, la
progresién (es decir, el estado patolégico) de una infeccidn virica, y otros factores que pueden ser reconocidos por un
experto en la materia. Se describen diversas consideraciones generales que pueden tenerse en cuenta a la hora de
determinar una dosis adecuada de una composicién farmacéutica de la presente invencién, por ejemplo, en Gennaro
(2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicién, Lippincott, Williams, & Wilkins; y Gilman et al,,
(Eds.), (1990), Goodman And Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics, Pergamon Press.

Una "cantidad eficaz" de un polipéptido o complejo quimérico del sujeto, o una construccién de acido nucleico a partir
de la cual se expresa el polipéptido o complejo quimérico, puede ser una cantidad suficiente para lograr un efecto
profilactico o terapéutico deseado, por ejemplo, reducir un sintoma asociado a la infeccién y/o reducir el nimero de
agentes infecciosos en el individuo. En estos casos, una cantidad eficaz reduce un sintoma asociado a la infeccién
y/o reduce el nimero de agentes infecciosos en un individuo en al menos el 10 %, al menos aproximadamente el 20
%, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 50 %, al
menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 % o al menos
aproximadamente el 90 % o mas, en comparacién con el sintoma o el nimero de agentes infecciosos en un individuo
no tratado con el polipéptido o complejo quimérico. Sintomas de infeccién por un organismo patégeno, asi como
métodos de medicién de dichos sintomas, se conocen en la técnica. Los métodos para medir el nimero de organismos
patégenos en un individuo son los convencionales en la técnica.

Una "cantidad eficaz" de un polipéptido o complejo quimérico del sujeto, o una construccién de acido nucleico a partir
de la cual se expresa el polipéptido o complejo quimérico, puede ser una cantidad que sea eficaz en una via de
administracién seleccionada para provocar una respuesta inmunitaria a una proteina de fusidén de virus con envoltura.

Por ejemplo, donde el polipéptido quimérico comprende un antigeno heterélogo, una "cantidad eficaz" puede ser una
cantidad que sea eficaz para facilitar la provocacién de una respuesta inmunitaria contra ese antigeno. Por ejemplo,
donde el antigeno heterélogo es un antigeno de un organismo patégeno diferente de aquel del que se deriva el
polipéptido de ectodominio), una "cantidad eficaz" de un polipéptido o complejo quimérico del sujeto, o una
construccion de acido nucleico a partir de la cual se expresa el polipéptido o complejo quimérico, es una cantidad
eficaz para provocar una respuesta inmunitaria contra ese antigeno y, preferentemente, para proteger al hospedador
contra la infeccién o los sintomas asociados a la misma, por ese organismo patégeno. Una cantidad eficaz puede
reducir un sintoma asociado a la infeccién por el organismo patdégeno y/o reduce el nimero de agentes infecciosos
correspondientes al organismo patdégeno en un individuo en al menos aproximadamente el 10 %, al menos
aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos
aproximadamente el 80 % o al menos aproximadamente el 90 % o mas, en comparacién con el sintoma o el nimero
de agentes infecciosos en un individuo no tratado con el polipéptido o complejo quimérico. Sintomas de infeccién por
un organismo patdgeno, asi como métodos de medicién de dichos sintomas, se conocen en la técnica.
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Como alternativa, donde un antigeno heterélogo es un antigeno asociado al cancer o a un tumor, una "cantidad eficaz"
de un polipéptido o complejo quimérico, o una construccién de acido nucleico a partir de la cual se expresa el
polipéptido o complejo quimérico, es una cantidad que es eficaz en una via de administracién para provocar una
respuesta inmunitaria eficaz para reducir o inhibir el crecimiento de células cancerosas o tumorales, reducir la masa
de células cancerosas o tumorales o el numero de células cancerosas o tumorales, o reducir la probabilidad de que
se forme un cancer o un tumor. Una cantidad eficaz puede reducir el crecimiento tumoral y/o el nimero de células
tumorales en un individuo en al menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos
aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 % o al menos
aproximadamente el 90 % o més, en comparacidn con el crecimiento del tumor y/o el nimero de células tumorales en
un individuo no tratado con el polipéptido o complejo quimérico. Los métodos para medir el crecimiento tumoral y el
namero de células tumorales son conocidos en la técnica.

La cantidad de polipéptido o complejo quimérico en cada dosis se selecciona como una cantidad que induce una
respuesta inmunitaria al polipéptido de ectodominio codificado, y/o que induce una respuesta inmunoprotectora u otra
respuesta inmunoterapéutica sin efectos secundarios adversos significativos asociados normalmente a las vacunas.
Dicha cantidad variara dependiendo del polipéptido de ectodominio especifico que se emplee, sila formulacién de la
vacuna comprende o no un adyuvante, y una diversidad de factores dependientes del hospedador.

Una composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse a un receptor por vias convencionales,
que incluyen, pero sin limitacién, parenteral (por ejemplo, intravenosa).

Una composicidén farmacéutica de la presente invencién puede administrarse a un receptor de forma aislada o junto
con agente(s) terapéutico(s) adicional(es). Cuando una composicién farmacéutica se administra concomitantemente
con agente(s) terapéutico(s), la administracién puede ser simultdnea o secuencial (es decir, administracién de la
composicién farmacéutica seguida de la administracion del(de los) agente(s) o viceversa).

Normalmente, en aplicaciones de tratamiento, el tratamiento puede ser mientras dure el cuadro clinico o la afeccion.
Ademas, sera evidente para un experto en la materia que la cantidad y el espaciado 6ptimos de las dosis individuales
vendran determinados por la naturaleza y el alcance del cuadro clinico o la afeccién que se esté tratando, la forma, la
via y el sitio de administracién, y la naturaleza del individuo concreto que se esté tratando. Las condiciones éptimas
pueden determinarse utilizando técnicas convencionales.

En muchos casos (por ejemplo, aplicaciones preventivas), puede ser deseable tener varias o miltiples
administraciones de una composiciéon farmacéutica de la presente invencién. Por ejemplo, una composicién
farmacéutica puede administrarse 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas veces. Las administraciones pueden ser a intervalos
de aproximadamente una a aproximadamente doce semanas, y pueden ser a intervalos de aproximadamente una a
aproximadamente cuatro semanas. La readministraciéon periédica puede ser deseable en el caso de exposicién
recurrente a un patdgeno particular o a otro componente asociado a la enfermedad al que se dirige una composicion
farmacéutica de la presente invencion.

También sera evidente para un experto en la materia que el curso éptimo de administracién puede determinarse
utilizando pruebas convencionales de determinacién del curso del tratamiento.

Cuando dos o mas entidades se administran a un sujeto "conjuntamente" o "concomitantemente”, pueden
administrarse en una Unica composiciéon al mismo tiempo, 0 en composiciones separadas al mismo tiempo, o en
composiciones separadas y separadas en el tiempo.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en multiples dosis separadas. Por consiguiente, los métodos
para la prevencién (es decir, la vacunacién) y el tratamiento de la infeccion descritos en el presente documento
comprenden la administracién de multiples dosis separadas a un sujeto, por ejemplo, durante un periodo de tiempo
definido. Por consiguiente, los métodos para la prevencion (es decir, la vacunacién) y el tratamiento de la infeccién
divulgados en el presente documento incluyen la administracién de una dosis de cebado de una composicién
farmacéutica de la presente invencion. La dosis de sensibilizacién puede ir seguida de una dosis de refuerzo. El
refuerzo puede tener por objeto la revacunacién. La composiciéon farmacéutica o la vacuna pueden administrarse al
menos una vez, dos veces, tres veces o0 mas.

Los métodos de medicién de la respuesta inmunitaria son conocidos por los expertos en la materia. Los métodos
ilustrativos incluyen ensayos heterogéneos en fase sélida (es decir, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima),
ensayos en fase de solucién (por ejemplo, ensayo de electroquimioluminiscencia), ensayos homogéneos de
proximidad luminiscente amplificados, citometria de flujo, tincién intracelular de citocinas, ensayos funcionales de
linfocitos T, ensayos funcionales de linfocitos B, ensayos funcionales de monocitos-macréfagos, ensayos con células
dendriticas y células endoteliales reticulares, medicién de las respuestas de las células NK, produccién de IFN-y por
células inmunitarias, cuantificacién de ARN/ADN viral en tejidos o fluidos biolégicos (por ejemplo, cuantificacion de
ARN o ADN viral en suero u otro fluido o tejido/érgano), ensayos de explosiéon oxidativa, ensayos de lisis celular
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citotéxica especifica, ensayos de unién de pentdmeros y evaluacion de la fagocitosis y la apoptosis.

Las presentes realizaciones son, por lo tanto, para considerarse en todos los aspectos como ilustrativas y no
restrictivas.

Para que la invencién pueda entenderse facilmente y ponerse en practica, a continuacién, se describiran realizaciones
preferidas particulares mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

F del RSV

Como ilustracidn de la capacidad de la presente invencién para producir polipéptidos quiméricos que comprenden un
ectodominio de una proteina de fusidn viral restringido en una conformacién de prefusién, se proporcionan evidencias

representativas de la proteina de fusién del virus respiratorio sincitial.

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

El ectodominio de F del RSV, asi como un mutante del ectodominio de F del RSV (F ds cav del RSV) que comprende
mutaciones en 4 sitios (S155C, S290C, S190F y V207L), segin McLellan et al., (Science 2013. 342(6158):592-8),
cada uno se conectaron operativamente a una fraccién estabilizadora de la estructura (SSM) heter6loga aguas abajo
que comprende un par de regiones de repeticién en héptada complementarias derivadas de la GP160 del VIH-1.
También se produjeron una construccién de ectodominio de control que carecia de esta SSM y una construccidén de
control positivo que comprendia la F ds cav del RSV operativamente conectado a la SSM de foldon (F ds cav foldon
del RSV). A continuacién, se presentan las secuencias de aminoacidos de las proteinas relevantes.

Ectodominio de F del RSV (1-520):

MELLILEANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNI
KEKNKENGTDAKVKLIKQELDKYRKNAVTELQLLMQSTOATNNRARRELPREMNY TLMNAKK TNVTILSKKRKRRFL
GFLLGYVESAIASGVAVSKVEHLEGEVNKIKSALLS THKAVYSLSNGVSVLTSKYLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCS]
SNIETVIEFQOQKNNRLLEITREFSVNAGYTTRPVSTYMLTNSELL SLINDMPITNDQKKLMSNNVYQIVRQQSYSIME
IKEEVLAYWOLFLYGVID TRPCWIAHTSPLCT TNTKEGSMICLTRTRDRGW YU DNAG SYSFFPQAETCKVQSMRY
FCOTMNSLTLPSEVNLONVDIFNPRYDUEIMTSKTOVESSVITSLCAIVSCY GRTKC TASNKNRGIIKTFSNGCDY
YSNKGVDTVSYENTLYYYNKQEGKSLYVKGERIINFYDRPUVFPSDEFDASISRVNEKINQSLAFIRKSDELLHNYN
AGK [SEQ ID NO: 146}

Ectodominio de F del RSV (1-520) - SSM basada en GP160 del VIH:

MELLILKANATTTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWY TSVITIELSNI
KKNKCNGTDAKVKLIKOQELDK YK NAVTELOLLMOS TQATNNRARRELPREMNY TLANAK K TNV TLE KK RKRIFL

GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIK SALLSTNKAVYSLENGVSVLTSKVLDLKNYIDKOLLPIVNKGSCSE

SNIETVIEFQRKNNRLLEITREFSVNAGY TTPVSTYMUTNSELLSLINDMPITNDGKKLMSNNVQIVRQRSYSIMS

HKEEVIAYWQLPLYGVID TPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICL TRTDRGW YC DNAGSVSFFPOAETCKVQSNRY

FCOTMNSLTLPSEVNLONY DIFNPKYDCEIMTSKTDVSSSVITSLGAIVECYGK TKCTASNKNRGIIKTFSNGC DY
VSNKGY DTVEVENTLYYVNKQEGKSLYVKGEPLINFYDPLYFPSDEFDASISQUNEK INQSLAFIRKSDELLHNVN
AGKSGIVQOQNNLLRAIEAQQHLLQL TVWGIKQLOARILAGG SGOH TTWMEWDREINNY TSLIHSLIEESQNGP
AKDEQELLE [SEQ ID NO: 147].

Ectodominio de F del RSV (1-520) - mutaciones DScav - SSM basada en GP160 del VIH:

MELLILKANAITTILTAVTFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNI
KENKCNGTDARVELIKQELDKYRNAVTELQLLMQSTQATNNRARRELPRFMNYTLNNARKKTNYTLSKKRKRR L
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GFLLGVGSAIASEVAVCKVIHLEGEVNKIKSALLS THKAVYSLSNGY SYLTRRVLDLKNYIDKQLLPILNKQSCSE
SNIETVIEFQUKNNRLLEITREFSYNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDOKKLMENNVQIVRQGSYSIMC
HKEEVLAYVVOLPLYGVIDTPOWK LHTSPLCYTHTKEGSMICLTRTRRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSHRY
FCOTMNSLTUPSEYNLCNVDIFNPRKYDCKIMTSKTOVSSEVITSLGAIVSCYGR THCTASNKNRGIIK TR SNGCDY
VENKGYDTVSVYENTLY YWNKGEGKSLYVKGERPHINFYDPLVFPS DEFDASISQVNEKINGSLAFIRKSDELLHNVN
AGKSGIVQQINNLLRAIEARQOQHLL QL TVIWGIKQULAR ILAGGSGOHT TWMEWDREINNY TSUIHSLIEESQNQP
AKDEQELLE [SEQ ID NO: 1587,

Ectodominio de F del RSV (1-513) - mutaciones DScav - SSM de foldon (control segtin McLellan et al., (Science 2013.
342(6158):592-8)):

MELLILKANATT TILTAVTRFCRFASGONITEEFYQSTCSAVEKGYLSALRTGW Y TSVITIELSME
KENKCNGTDAKVKLIKQELDRKYKNAVTELQLLMOSTCATNNRARRELPRFMNYTLNNAKK TNVTLSKKRERRFL
GFLLGVGSATASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALL STNKAVYSLSNGY SYLTFKVLDLKNYIDKQLLPILNKQSCSI
SNIETVIEFQOKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQOSYSIMC
IKEEVLAYVVOLPLYGVID TPOWKLHTSPLCTTNTREGSNICLYRTDRGWYC DNAGSVEFFPQAETCKVGNRY
FCOTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGK TKC TASHKNRGIIKTFSNGCDY
YSHNKGYDTVSVENTLY Y VRKQEGK SLYVKGEPIINFYDRLVFPSDEFDASISQUNEKINGSLAFIRKSDELLSAIG
GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGLVPRGSGSAWSHPOFEK [SEQ ID NO: 151]

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Secuencias de ADN con codones optimizados que codifican las proteinas de fusién quiméricas F pinza del RSV, F ds
cav pinza del RSV, F ds cav foldon del RSV, y un ectodominio de F del RSV de control que carecia de las secuencias
HRA y HRB del VIH-1 se incorporaron al vector de expresion eucariota pIRES-2 aguas abajo del promotor del CMV.
Los plasmidos resultantes se transfectaron en células de ovario de hamster chino (CHO) cultivadas en medio de CHO
quimicamente definido (CD-CHO) (Gibco) que contenia 600 ug de plasmido y 2,4 mg de polietilenimina lineal en 300
ml de células CHO a una densidad de 1x10° células por ml. Después de 4 h de incubacion con el reactivo de
transfeccion, las células se sedimentaron y se resuspendieron en 300 ml de CD-CHO con 8 mM de Glutamax (Gibco),
100 unidades/ml de penicilina (Gibco), 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco), 7,5 % de alimento A eficiente de CHO-
CD (Gibco), y 7,5 % de alimento B eficiente de CHO-CD (Gibco). A continuacién, las células se incubaron durante 7
dias a 37 °C, CO2 al 5 %, agitando a aproximadamente 120 rpm. Después de 7 dias se eliminaron las células mediante
centrifugacién durante 10 min a 6.000 x g y se filtrd el sobrenadante.

Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad con anticuerpos monoclonales
especificos acoplados covalentemente a columnas HiTrap HP activadas con NHS (GE). La F del RSV estabilizada
con pinza quimérica se purificd mediante mAb 1281 (Frey, et al., Nat Struct Mol Biol. 2010. 17(12):1486-91) que se
une al haz de 6 hélices formado por HRA y HRB del VIH-1. La F ds cav pinza del RSV, Las proteinas quiméricas F ds
cav foldon del RSV y F del RSV de control se purificaron utilizando mAb 101F (McLellan, et al. J. Virol. 2010.
84(23):12236-44). La purificacidén de la proteina deseada se confirmé mediante SDS-PAGE.

Resultados
CONFORMACION DE LA PROTEINA:

La conformaciéon de las proteinas se evalué con anticuerpos monoclonales especificos de conformacién. La
incorporacién de la SSM basada en las secuencias HR1 y HR2 de la GP160 del VIH-1 aguas abajo del ectodominio
actla como una especie de "pinza molecular" que impide que el polipéptido de ectodominio de fusién se reordene a
una conformacién posfusién. Las evidencias de que dicha proteina de fusién quimérica se estabiliza en la
conformacién de prefusién mientras que el ectodominio desnudo correspondiente (es decir, expresado solo) conforma
la conformacion de posfusién se muestran en las Figuras 1A-C.

EJEMPLO 2

HA de la INFA

Como ofra ilustracién de la capacidad de la presente invencién para producir polipéptidos quiméricos que comprenden
un ectodominio de una proteina de fusién viral restringido en una conformacién de prefusién, se proporcionan

evidencias representativas de la proteina hemaglutinina (HA) de la gripe A (INFA). De manera adicional, se
proporcionan evidencias representativas para la proteina HA de la INFA de que la proteina quimérica restringida en la

73



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 3001 108 T3

conformaciéon de prefusién mediante el método anteriormente mencionado es capaz de inducir una respuesta
inmunitaria neutralizante perfeccionada tras su administracién a ratones.

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

El ectodominio de HA de la INFA se conectd operativamente a una fraccién estabilizadora de la estructura heteréloga
aguas abajo que comprende un par de regiones de repeticién en héptada complementarias derivadas de la GP160
del VIH-1. A continuacién, se presentan las secuencias de aminoacidos de la proteina quimérica resultante y su control.

Ectodominio de HA de la INFA (1-529):

MKTIHIALSYILCLYFAQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVK TITNDQIEVTNATELVOSS
STEEICDSPHQILDGKNCTLIDALLGD PQUDGFQNKKWELFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLYASSGTLER
NNESFNW TGV TQNGTSSACIRRSKNSFFSRLNWL THLNFK YPALNY TMPNNEQF DKLYIWGVHHPG TOKDQIF
LY AQASGRITVSTKRSQQTAIPNIGSRPRVRNIPSRISIYWTIVKPGDILLINS TGNLIAPRGYFKIRSGESSIMRS
DAPIGKCNSECITPNGSTPNCK PFONVNRITYGACERYVKGN TLKLATGMRNYPEK QO TRGIFGATAGFIENGWES
MYDGWYGFRHONSEGRGQAADLKSTQAAIDOINGK LNRLIGK TREKFHQIEKEFSEVEGRIGDLEK YVEDTRID
LWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTK KQLRENAEDMGNGCFKIYHKEDNACIGSIRNG TYDHDVYRD
EALNNRFQIKGVELKSGYKD [SEQ ID NO: 148].

Ectodominio de HA de la INFA (1-529) - SSM basada en GP160 del VIH:

MKTIIALSYILCLYFAQKLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDQIEVTNATELVQSS
STGEICDSPHOILDGKNCTLIDALLGD POCDGFONKKWOLFVERSKAYSNCY PYDVPDYASLRSLVASSGTLER
NNESFNWTGVTONGTSSACIRRSKNSFFSRLNWLTHLNFKYPALNVTMPNNEGFOKLY IWGVHHPGTDKDQIF
LYAQASGRITVSTKRSQQTAIPNES R PRYRNIPSRISIYW TIVKPGLILLINS TGNLIAPRGYFK IRSGESSIMRS
DARIGKCNSECITPNGSIPNDKPFQNVNRITYGACERY VKON TLKLATGMRNVPEK O TRGIFGAIAGFIENGWEG
MY DGWYGFRHQNSEGRGQAADLKS TQAAIDQINGK LNRLIGK TNEKFHQIEK EF SEVEGRIQDLEKYVEDTKID
LWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEK TKKQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIGSIRNG TYDHDVYRD
EALNNRFQIKGVELKSGYKDGESGIVQQONNLLRAIEAQQHLL QL TVWGIKQLQARILAGGSGGHTTWMEWDRE
INNYTSLIMSLIEESQNQFAKDEQELLE [SEQ 1D NO: 149],

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Se incorporaron al vector de expresién eucariota pIRES-2 secuencias de ADN con codones optimizados que
codificaban la proteina de fusién quimérica H3 pinza de la gripe o un ectodominio de control que carecia de las
secuencias HRA y HRB del VIH-1, después del promotor del CMV. Los plasmidos resultantes se transfectaron en
células CHO y las células transfectadas se cultivaron y recogieron de acuerdo con el Ejemplo 1.

Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad con anticuerpos monoclonales
especificos acoplados covalentemente a columnas HiTrap HP activadas con NHS (GE). La HA quimérica de la gripe
estabilizada con pinza se purificé mediante mAb 1281 (Frey, et al., Nat Struct Mol Biol. 2010. 17(12):1486-91) que se
une al haz de 6 hélices formado por HRA y HRB del VIH-1. El ectodominio de la HA de la gripe se purificd con mAb
CO05 (Ekiert, et al., Nature, 2012. 489(7417): 526-32). La purificacién de la proteina deseada se confirmé mediante
SDS-PAGE. La vacuna comercial tetravalente contra la gripe (QIV) para la temporada 2015 se adquirié de Sanofi
Pasteur, Fluquadri™.

Resultados

CONFORMACION DE LA PROTEINA:

La conformacion de la proteina se evalud con anticuerpos monoclonales especificos de conformacién y cromatografia
de exclusién por tamafio. La incorporacién de la SSM basada en las secuencias HR1 y HR2 de la GP160 del VIH-1
aguas abajo de los ectodominios respectivos actla como una especie de "pinza molecular" que inhibe el
reordenamiento del polipéptido de ectodominio de fusién hacia una conformacién posfusion. En las Figuras 2y 3 se
muestran evidencias de que dicha proteina de fusién quimérica se estabiliza en la conformacién de prefusién mientras
que el ectodominio desnudo (es decir, expresado solo) conforma la forma de posfusion.
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INMUNIZACION ANIMAL:

Para probar la utilidad de las proteinas de fusion virales estabilizadas en su forma de prefusién mediante la
incorporacién de la fraccién formadora del haz de 6 hélices como inmundgenos, se inmunizaron ratones BALB/c con
la HA de la gripe estabilizada con pinza quimérica, el correspondiente ectodominio no estabilizado o la QIV comercial.
Se inmunizaron cinco ratones BALB/c por grupo con 5 pg de proteina purificada (o PBS) con 3 ug de adyuvante de
saponina Quil-A. La inmunizacién se realizé mediante administracién intradérmica y los ratones se inmunizaron dos
veces, con tres semanas de diferencia. Tres semanas después de la segunda inmunizacidn, los ratones se sacrificaron
y se recogieron los sueros. Se evalué el efecto de neutralizaciéon de sueros agrupados de cada grupo contra la gripe
A/Hebei Baoding Anguo/51/2010 (H3N2) en una prueba de neutralizacién por reduccién de placas (PRNT). Los sueros
de ratones vacunados con HA de la gripe quimérica estabilizada con pinza mostraron una fuerte actividad neutralizante
con un valor CI50 de 1:14.000 (IC 95 % 11.000-17.000), mientras que los sueros de ratones vacunados con el
ectodominio de HA correspondiente no mostraron actividad neutralizante ni siquiera a la dosis més alta probada de
1:20 y los sueros de ratones vacunados con QIV comercial muestran neutralizacion con un valor CI50 de
aproximadamente 1:180. Por lo tanto, la estabilizacién de la forma de prefusiéon de la HA de la gripe mediante la
incorporacién de una fraccién estabilizadora de la estructura comprendida por HR1 y HR2 del VIH-1 es critica para
una fuerte respuesta inmunitaria neutralizante y es capaz de aumentar la respuesta inmunitaria neutralizante en
aproximadamente 80 veces en comparacién con una vacuna inactivada comercial actual.

Para confirmar que la HA estabilizada con pinza inducia una nueva poblacién de anticuerpos que no interactuaban
con la HAsol posfusidn ni con la H3pinza de la QIV comercial, se preincubaron sueros de ratones vacunados con
H3sol o QIV para eliminar cualquiera de los anticuerpos capaces de unirse a estas formas (Figura 4, barras blancas).
Ni la incubacidén con H3sol ni con QIV dio como resultado una disminucién de la neutralizacién del virus, sin embargo,
la preincubaciéon con H3pinza dio como resultado la eliminacién completa de la actividad de neutralizacién del virus.
Para probar si la respuesta inmunitaria inducida era especifica para el subdominio de la cabeza o del tallo de la HA,
la reactividad ELISA se comparé con la H3pinza completa y con un dominio solo del tallo de H3 (como se ha descrito
anteriormente en la Seccién 2.3.2). Antes de la prueba ELISA, se preincubaron sueros de ratén con la GP pinza del
EBOV (como se ha descrito anteriormente en la Seccién 2.3.12) para reabsorber anticuerpos especificos para el propio
dominio pinza. A continuacion, se afiadieron sueros a una placa ELISA recubierta con H3pinza o H3tallo y se midié la
reactividad de los anticuerpos humorales mediante ELISA. Se compararon los factores de dilucién que producian la
mitad de la absorbancia méaxima para estimar el porcentaje de inmunidad especifica para el dominio del tallo. La
inmunidad al dominio de la cabeza se estimé restando la inmunidad especifica al dominio del tallo del total (véase la
Figura 5). La inmunizacién con H3pinza produjo aproximadamente un 25 % de inmunidad humoral reactiva con el
dominio del tallo y un 75 % con el dominio de la cabeza. En cambio, la inmunizacién con QIV solo dio como resultado
un 4 % de inmunidad humoral reactiva con el dominio del tallo y un 96 % con la cabeza, y la inmunizacién con H3sol
solo dio lugar a un 1 % de inmunidad humoral reactiva con el dominio del tallo y un 99 % con la cabeza.

Se comparo la reactividad de la respuesta inmunitaria con H5 de la gripe aviar H5N1 utilizando la construccién H5pinza
(como se ha descrito anteriormente en la seccién 2.3.3). También se incluyé en el analisis el suero de ratones
vacunados con H5pinza o H1pinza. Antes de la prueba ELISA, los sueros de ratén se preincubaron con la GP pinza
del EBOV (como se ha descrito anteriormente en la Seccidén 2.3.12) para reabsorber los anticuerpos especificos del
propio dominio de la pinza. A continuacién, se afiadié suero a una placa ELISA recubierta con H5pinza y se midié la
reactividad de los anticuerpos humorales mediante ELISA. Se calcularon los titulos de criterio de evaluacién, que se
presentan en la Figura 6. H3pinza y H1pinza mostraron una reactividad cruzada sustancial con H5, que fue
significativamente mayor que la de QIV (27 veces mayor y 81 veces mayor, respectivamente).

A continuacién, los presentes inventores se propusieron determinar el subdominio responsable de la reactividad
cruzada de H5. Antes de medir la reactividad ELISA con H5 ELISA, se preincubd suero de ratén con la GP pinza del
EBOV (como se ha descrito anteriormente en la Seccidén 2.3.12) y/o el dominio de solo tallo de H3 H3tallo (como se
ha descrito anteriormente en la Seccién 2.3.2) para preabsorber anticuerpos especificos del propio dominio de pinza
y/o el dominio de H3 tallo o se afiadié el anticuerpo monoclonal humano FI6v3 (Corti et al., PNAS 2011) para superar
a los anticuerpos especificos del tallo. A continuacién, se afiadié suero a una placa ELISA recubierta con H5pinza y
se calcularon los titulos del criterio de evaluacién mediante ELISA (Figura 7). Los ratones inmunizados con QIV
mostraron una baja reactividad con H5 que solo se vio minimamente afectada por la competencia absorcién del
tallo/Fi6V3. Los sueros de ratones inmunizados con la H5pinza mostraron una elevada reactividad que no se vio
afectada por la competencia absorcién del tallo/Fi6V3, lo que indica una fuerte respuesta inmunitaria especifica de la
cabeza. Sin embargo, los sueros de ratones inmunizados con H1 pinza o H3 pinza mostraron una fuerte reactividad
con HS y ésta se redujo significativamente por la competencia absorcién del tallo/Fi6V3, lo que indica que una
respuesta especifica del tallo es responsable de la reactividad cruzada de H5.

EJEMPLO 3
PROTEINA DE LA ESPICULA DE MERS
Como una ilustracion méas de la capacidad de la presente invenciéon para producir polipéptidos quiméricos que

comprenden un ectodominio de una proteina de fusién viral restringida en una conformacién de prefusion, se
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proporcionan evidencias representativas de la proteina de la espicula del virus del sindrome respiratorio de Oriente
Medio (MERS).

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

El ectodominio de la proteina de la espicula de MERS se conectd operativamente a una fraccién estabilizadora de la
estructura heterdloga aguas abajo que comprende un par de regiones de repeticién en héptada complementarias
derivadas de la GP160 del VIH-1. A continuacién, se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica
resultante.

Ectodominio de la proteina de la espicula de MERS (1-1296) - SSM basada en GP160 del VIH:

MEHSVFLLMFLLTPTESYVDVGP RSV SACIEYDIQG TFFOK TWPRPIDVSKADGIIYPQGR
TYSNITITYOGLRRYQGDHG OMYVY SAGHATE TTROKLFVANY SODVRKQF ANGEVVRIGAAANS TG TVIISPS TS
ATIRKIYPAFMUGSSVENFSDEKMGRIFNHTLVLLPOGCG TLLRAFYCILEPR SGNHCPAGNSY TSFATYHTPATD
CSOGNYNRNASLNSFKEY FNLENCTEMY TYNITEDEIL EWEGTTO TAGGVHLFSSRYVDLYGENMEQEATLEVYD
THOYYSIIPHSIR SIGSORKAWAAFYYYKLQPLTFLLEF SVDGYIRRAIDCGFNOLSQLHC SYESFDVESGYYSVES
FEAKPSGSVVEQAEGYECDFSPLLSGTPPOVYNFKRLVETNCN Y NLTKLL SLFSVNDFTCSQISPAATASNCYSSLI
LDYFSYPLSMK S DLV S SAGFISOF MY OSFSNPTCLILATYPHNL TTITRELKYSYINKC SRLLSDORTEVRQLYN
AN SPCVSIVPS TVWEDGDYYRKGLEPLEGGHWLY ASES TVAMTEQLOMGFGITVOYG TD TNSVEPKLEFAN
DTHIASGLENCYEYSLYGYSEREGVIONCTAVEVRONREVY DAYQNLVE Y YEDDEN YYCLRACYSYPVEVIYDKE
TKTHATLFGEVACEHISSTMSQYSRETRSMLKRRDSTYGPLOTPYGCVLGLYNSSLFVERCKLPLGGSLCALPDT
PSTLTPRSVRSVPGEMILARIAFNHPIQVDQF NS SYFKLSIPTNESF GV TQEVIGTTINKVTVDCK G YICNGFQKC
EQLLREYGQFCSKINGALHGANLRQDDSVANLFASYK S SOSSPIIPGFEGDFNLTLLEPVSISTEERSARSATEDL
LFOMVTIADPGYMOGY DDCMOOGPASARDUICAQYVAGYKVLPPLMDYNMEAR Y TSSLLESIAGVEWTAGLSS
FAAIPEAQSIFYRLNGYGITOOVL SENOKLIANK FNGALGAMO TS TT THEASRKVGDAVNNNAQALSKLASELS
NTFGAISASIGDIQRLDVLEQUAGIDRLINGRUTTLNAFVAGOLYRSESAALSANLAKDRVNECVKAQSKRSGF
COOGTHIVS RV NAPNGLYFMHVEY YO SNHTEVY S AYGLC D AANPTNCIAPYNGYFIK T NN TRIVOEWS Y TESSE
FEPEPTTELNTRYVAPQY TY QN IS THLPPPLLE NS TOIDFQDEL DEFFKNYS TS IPNFGSLTOINT TLLDUTYEMLSL
QOVVKALNESYIDLRELGNYTYYNKWPGGSEIVOQONNLLRAIEAQOHLLOL TVWGIKOLOARILAGGSGGHTT
WMEWDREINNYTSLINSLIFESQNQOEKNEQELLE [SEQ ID NO: 1521

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Se incorporé al vector de expresién eucariota pIRES-2 una secuencia de ADN con codones optimizados que codifica
la proteina de fusién quimérica S pinza de MERS, siguiendo el promotor del CMV. El pladsmido resultante se transfectd
en células CHO vy las células transfectadas se cultivaron y recogieron de acuerdo con el Ejemplo 1. La proteina
recombinante se purificé mediante cromatografia de afinidad con mAb 1281 (Frey, et al., Nat Struct Mol Biol. 2010.
17(12):1486-91) como se describe en el Ejemplo 1.

Resultados

CONFORMACION DE LA PROTEINA:

La conformacién de la proteina se evalu6 utilizando SDS-PAGE y cromatografia de exclusién por tamafio. Los
resultados presentados en la Figura 8 indican que la proteina de fusién quimérica S pinza de MERS se estabiliza en
una conformacién de prefusién.

EJEMPLO 4

GP del EBOV

Otra ilustracién mas de la capacidad de la presente invencidn para producir polipéptidos quiméricos que comprenden
un ectodominio de una proteina de fusién viral restringido en una conformacién de prefusién, se proporcionan
evidencias representativas de la glucoproteina (GP) del EBOV. Se proporcionan més evidencias como ilustracién de

la estabilidad de este polipéptido quimérico a altas temperaturas durante periodos prolongados. De manera adicional,
se proporcionan evidencias representativas para la GP del EBOV de que la proteina quimérica restringida en la
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conformaciéon de prefusién mediante el método anteriormente mencionado es capaz de inducir una respuesta
inmunitaria neutralizante tras su administracion a ratones.

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

Una GP del EBOV carente del dominio similar a la mucina se conect6 operativamente a una fraccién estabilizadora
de la estructura heterdloga aguas abajo que comprende un par de regiones de repeticién en héptada complementarias
derivadas de la GP160 del VIH-1. A continuacién, se presenta la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica
resultante.

Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en GP160 del VIH

MGVTGILQLPRDRFKRYSFFLWVIILFQRTFSIPLGVINNSTLOVSDVDKLVCRDKLSSTNG
LREVGLNLEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPRKVYNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGESECLPAAPDGIRGFPRCR
YWHKVSGTRPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGYVAFLILPQAKKDFFSEHPLREPVNATEDPSSS
YYSTTIRYQATGFGINETEYLFEVONLTYVQLESRFTPOQFLLOQLNETIYTSGKRSNTTGKLUIWKVNPEIDT TIGEWA
FWETKKNLTRKIRSEELSFTVVGEGNNTHHODTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAGPKCN
PNLHYWTTQRECAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIEGLMHNQRGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRK
AIDFLLORWORGTCHILGPDCCIEPHDWTKNITRKIDQIIHDFY DK TLPDQGDNDNWWTGWRQGGSGIVQQON
NLLRAIEAQOHLLQLTVWGIK QLOARILAGGSGGHT TWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQOEKNEQELLE
[SEQ ID NO: 1381

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Se incorpord al vector de expresion eucariota plRES-2 una secuencia de ADN con codones optimizados que codificaba
la GP delta mucina pinza del EBOV, aguas abajo del promotor del CMV. El plasmido resultante se transfect6 en células
CHO y las células transfectadas se cultivaron y recogieron de acuerdo con el Ejemplo 1. La proteina recombinante se
purificd mediante cromatografia de afinidad utilizando mAb Kz52 (Murin et al., PNAS. 2014 11(48):17182-7).

Resultados
CONFORMACION DE LA PROTEINA:

La conformacion de las proteinas se evalué mediante SDS-PAGE en presencia y ausencia de condiciones reductoras,
y con anticuerpos monoclonales especificos de conformacién. Los resultados presentados en las Figuras 9 a 11
indican que la proteina de fusién quimérica GP delta mucina pinza del EBOV se estabiliza en una conformacion
prefusién, y que esta conformaciéon es estable incluso a temperaturas relativamente altas durante periodos
prolongados (véase, Figura 11).

INMUNIZACION ANIMAL:

Para seguir probando la utilidad de las proteinas de fusién virales estabilizadas en su forma de prefusién mediante la
incorporacién de la fraccién formadora del haz de 6 hélices como inmundgenos, se inmunizaron ratones BALB/c con
la construccién GP delta mucina del EBOV estabilizada con pinza quimérica. Se inmunizaron cinco ratones BALB/c
por grupo con 1 ug de proteina purificada (o PBS) con o sin 3 pg de adyuvante de saponina Quil-A. La inmunizacién
fue via administracién intradérmica y los ratones se inmunizaron tres veces, con tres semanas de diferencia. Tres
semanas después de la tercera inmunizacién, los ratones se sacrificaron y se recogieron los sueros. Se evalud la
respuesta especifica de la GP del EBOV después de cada inmunizacion (Figura 12). Se evalud el efecto de
neutralizacion de los sueros de cada ratdn frente a ZEBOV vivo en condiciones PC4 en el "Australian Animal Health
Laboratory" (AAHL) en una prueba de neutralizacién por reduccién de placas (PRNT) (Figura 13). Los sueros de los
ratones vacunados con la construcciéon de delta mucina de GP del EBOV estabilizada con pinza quimérica mostraron
una fuerte actividad neutralizante con un titulo medio geométrico que produjo una reduccidén del 50 % en las unidades
formadoras de placa calculado para ser 52,8 (IC 95 %: 24,5-114,0).

EJEMPLO 5
INMUNOSILENCIAMIENTO DE PINZA
Este ejemplo ilustra la capacidad de la presente invencién para producir polipéptidos quiméricos, en la que las regiones

expuestas a disolventes de la secuencia de la pinza se modifican para incorporar glucosilaciones ligadas a N. Se
proporcionan evidencias representativas para la GP del EBOV y se demuestra que estas modificaciones facilitan el
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blindaje del dominio de la pinza frente al reconocimiento por parte del sistema inmunitario adaptativo.

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

Una GP del EBOV carente del dominio similar a la mucina se conecté operativamente a cuatro SSM heterélogas
diferentes aguas abajo, comprendiendo cada una un par de regiones HRA y HRB complementarias derivadas de la
GP160 del VIH-1 en la que las regiones HRB individuales presentaban diferentes mutaciones que facilitaban la
incorporaciéon de glucosilaciones ligadas a N. A continuacién, se presenta la secuencia de aminoacidos de estas
proteinas quiméricas.

Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en GP160 del VIH +
G1:

MOV TEILOLPRURFRRTSIFL SNV ILFQRIFSIPLEVIMNS TLQVSOVDRLVCRIKLSSTRO
LRSVGLNLEGNGVATOVFSATKR WGFRSGY PPV VNYEAGEW ASNCYRLEIKKPOGSECLPAARDGIRGFPRCR
YVHKVSGTGPCAGDF AP HKEGAFFLY DRLAS TVIYRGTTFASGVWASLILPQAKK DFFSSHOLREPVNATEDPSSE
YYSTTIRYQATGFGTNE TEYLFEVONL TYWGLESRFTPQRLLOLNETIY TSG RSN TTGKLIWKNPEIIT TIGEWA
FWE TKK NLT R IR SEEL SFTY VGGNNTHHQ D TGEESAS SEELGLITH TTAGVAGLITGGRRTREEAIVNAQPKCN
PNLHYW T TOUEGAAIGLAWIPY FGRAAEGIYIEGLMHNGDGLICGLRGLANE TTOALQUF LRATT ELR TFSILNRK
ALDFLLQRWEG TCHILGPOCCIEPHDW TKNTTSKIDOIHE SV DR TLPOQGDNDNWW TG WROGG SGIVOOON
NLLRAIEAQUHLLOL TVWGIKOLOARILAGE S GG T TIWNMNW T REINNY TS IMSLIEESONQQEKNEQELLE
(SEQ ID NO: 153

Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en GP160 del VIH +
Gz

MEVTGIQLPRDRFKETSFFUWVIRFQRTFSIPLGVIHNS TLOVSDVOKLVCR DKLSSTHG
LREVGLMLEGNGYATDVPSATKRWGF RSGVRPRVVY EAGEWAENC Y HLEIKKPOGSECLPAAPDGIRGFPRCR
FVHKY SO TGRCAGDE AFHKEG AFFLYDRLAS TV IYRG T TEABGVVAR LILPOAKK DFF S SHPLREPYNATEDPSSS
YYSTTIRYQATGFETNETEYLFEVONLTY VDL ESRFTPOF LLGLNETIY TSGKRSNTTEKLIWKVNPEIDTTIGEWA
FWETKKNLTRKIR SEELSFTVVGGENNTHHOO TGEESASSGKLELITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAGPKCN
PNLHYWTTQDEGAAIGLAWIRY G PAAEGTY TEGLMHNG DELICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNR
AlDFLLORW GG TCHILGPDCOIEFHDWTKNITORIDQIHDFV DK TLPOGGONONWWTGWROGESGIVOOON
NLLRATEAGOHLLOQL TVWGIKOLOARILAGG S GG TTWMEWDREINNY TSLIHNL TEESONQOEKNEQELLE
{SEQ ID NO: 154]

Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en la GP160 del VIH
+ G3:

MGVTGILQLPRDRFKATSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQYSDVDRLVCRDKLSSTNG
LRSVGLRLEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPALPRGIRGFPRCR
YVHRYVSGTGPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIVRGTTFAEGYVAFLILPQAKK DFFSSHPLREPYNATEDPSSG
YY STTIRYOATGFGTHETEYLFEVDNLTYVQLESRFTPQFLEQLNETIYTSGKRENTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWA
FWETKKNLTRKIRSEELSFTVVGGNNTHHQDTGEESASSCKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCHN
PNLHYWTTOREGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIEGLIMHNGDRGLICGLRQLANETTQALGLFLRATTELRTFSILNRK
AIDFLLORWGGTCHILGPDCCIEPHDWTKNITDKIDGIIHDFVDKTLPRDQGDNDNWWTGWRQGGSGIVOQON
NLLRAIEAQQHLLGL VWG INGLQARILAGGSGGTTWHEWDREINNY TSLIHSLIEESQNQTEKNEQELLE
[SEQ ID NO: 1553

Ectodominio de GP del EBOV, menos dominio similar a la mucina (1-311,462-650)- SSM basada en GP160 del VIH +
G4
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MGVTGILQUPRDRFKRTSFRLWVIILFQRTFSIPLGVIANSTLQVSDVDKLVCRDKLSS TNG
LRSVGLNLEGNGVATDVPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCR
YVHKVSGTGPCAGDFAFHKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGYVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSG
YYSTTIRYQATGFGTNETEYLFEVONLTYVGLESRFTPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKYNPEIDTTIGEWA
FWETKKNLTRKIRSEELSFTVVGGNNTHHQD TGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVAAQPKCN
PNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFGPAAEGIYIEGLMHNGDGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRK
AIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHDW TKNITDKIDQIIHDFVDK TLPDQGDNDNWWTGWRQGGSGIVQQON
NLLRAIEAQQHLLQL TVWGIKQLQARILAGGSGG TTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNENETLE
[SEQ ID NO: 156]

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Las secuencias de ADN con codones optimizados que codifican las construcciones anteriores se incorporaron al vector
de expresién eucariota pIRES-2 aguas abajo del promotor del CMV. Los pldsmidos resultantes se transfectaron en
células CHO y las células transfectadas se cultivaron y recogieron de acuerdo con el Ejemplo 1. Las proteinas
recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad utilizando mAb Kz52 (Murin et al., PNAS. 2014
11(48):17182-7).

Resultados

Para probar la posibilidad de disminuir el reconocimiento de la pinza por el sistema inmunitario adaptativo
(inmunosilenciamiento) se introdujeron cuatro mutaciones separadas dentro de la HRB de la secuencia de la pinza
basandose en la SSM basada en la GP160 del VIH que podrian facilitar la incorporacién de glucosilaciones ligadas a
N.

Se purificaron GP quiméricas del EBOV (carentes del dominio similar a la mucina) que incorporaban la SSM modificada
basada en la GP160 y se evalud la reactividad con Kz52 para confirmar la conformacién correcta de las proteinas
purificadas. La reactividad de los sueros de ratones inmunizados con la HA de la gripe estabilizada con pinza quimérica
se probé frente a las proteinas quiméricas del EBOV que incorporaban las secuencias de la pinza modificadas (Figura
14). La reactividad se redujo significativamente mediante la glucosilacién en cada sitio individual, lo que apoya la
hipbtesis de que este método puede usarse para reducir la reactividad al dominio de pinza.

EJEMPLO 6

PURIFICACION DEL ANTIGENO ESTABILIZADO CON PINZA A PARTIR DE 8 VIRUS

Este ejemplo demuestra la capacidad genérica de la presente invencién para producir polipéptidos quiméricos que
comprenden un ectodominio de una proteina de fusidn viral de una amplia gama de virus con envoltura y para que

estos polipéptidos se purifiquen mediante un anticuerpo monoclonal especifico del dominio de pinza.

Materiales y métodos

DISENO DE POLIPEPTIDO QUIMERICO:

El ectodominio de HA de la INFA, F del RSV, F del Nipah y gB del HSV2 esta conectado operativamente aguas abajo
a la fraccidon estabilizadora de la estructura heteréloga que comprende un par de regiones de repeticion en héptada
complementarias derivadas de GP160 del VIH-1. A continuacién, se presentan las secuencias de aminoécidos de la
proteina quimérica resultante y sus respectivos controles. Para la gripe se gener6 el ectodominio soluble carente de
SSM, asi como controles que incorporaban la SSM de foldon. Para F del RSV, se elimind del disefio una regién no
esencial del ectodominio (aa106-144). Se generé ectodominio soluble carente de SSM, asi como control positivo
producido descrito por MclLellan et al. (Science, 2013. 342(6158): 592-598) también se produjo el que incluia
mutaciones en 4 sitios como (S155C, S290C, S190F y V207L y el foldon SSM. Para Nipah y HSV no se produjeron
controles no estabilizados.

Ectodominio de HA de la gripe (A Switzerland 2013, H3N2) (1-533):
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MOWSCHLFLVATATGVHSEQKLPGN DNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDRIEVTNATE
LVONSSIGEICDSPHOILDGENCTLIDALLGDPQUDGFQNKKWDLFVERSKAYSHNIYPYDVPDYASLRSLVASS
GTLEFNNESFNWAGVTONGTSSSCRRESNSSFFSRINWLTHLNSKYPALNVTMPNNEQF DKLYIWGVHHPYTD
KDQIFLYAQSSGRITVSTKRSQOAVIPNIGYRPRIRDIPSRISIYWTIVKPGDILLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSES
IMRSDAPIGKCKSECTTPNGSIPNDKPFOMYNRITYGACPRY VKOS TLKLATGMRNVPERQTRGIFGALAGFIENG
WEGMYVDEWYGFRHONSEGREQAADLKESTQARIDQINGKLNRLIGK TNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVED
TKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFERTHRKQLRENAEDMENGCFKIYHKCDNACIGSIRNGTYDHD
VYRDEALNNRPQIKGVELKSGYKD [SEQ ID NO: 1571,

Ectodominio de HA de la gripe (A Switzerland 2013, H3N2) (1-533) - SSM de foldon:

MEWSCHLFLYATATGVHSEQKLPGRDNSTATLCLGHHAVPNGTIVKTITNDRIEVTNATE
LVQNSSIGEICDSPROILDGENCTLIDALLGDPQUDGFQNKKWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASS
GTLEFNNESFNWAGYTONGTSSSCRRGOSNSSFFSRINWLTHLNSKYPALNYTMPNNEQFDKLYIWGVHHPYTD
KDQIFLYAQSSGRITVSTKRSOQAVIPNIGYRPRIRDIFSRISIYWTIVKPGDILLINS TGNLIAPRGYFKIRSGKES

IMREDAPIGKCKSECITPNGSIPNDKPFONYNRITYCACPRYVKGSTLE LATGMRNVIERQTRGIFGATABF IENG
WEGMVDGWYGFRHQNSEGRGRAADIKSTRAREDCINGEINRLIG K TNEKFHOIEKEFSEVEGRIQDLEKYVED
TRIDLWSYNASLLVALERGHTIDLTRSEMNKLFEK THKGLRENAEOMGNGCRIYRKCDNACIGSIRNGTYDHRD

VYRDEALNNRFOIKGVELKSGYKDEERAIGGYIFEAPRODGOAYVRKDGEWVLLSTFLGG LYPRGSGESAWSHPG
FEK {SEQ 1D NO: 1581

Ectodominio de HA de la gripe (A Switzerland 2013 H3N2) (1-533) - SSM basada en GP160 del VIH:

MGWSCITLFLVATATGVHSEQK L PGNDNSTATLCLGHHAVPNGTIVK TETNDRIEVTNATE
LVQNSSIGEICDSPHQILDGENCTLIDALLGDPQCDGFQNKKWDLFVERSKAYSNCYPYDVPDYASLRSLVASS
GTLEFNNESFNWAGYTONG TS SSCRRGSNSSFFSRLNWLTHLNSKYPALNV TMPNNEQFDKLYIWGVHHAVTD
KDOQIFLYAQSSGRITVSTKRSQQAVIPNIGYRPRIRDIPSRISIYWTIVKPGDILLINSTGNLIAPRGYFKIRSGKSS
IMRSDAPIGKCKSECT TPNGSIPNDKPFONVNRETYGACPRYVKQSTLKLATGMRNVPERQTRGIFGAIAGFIENG
WEGMVDGWYGFRHDNSEGRGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRLIGK TNEKFHQIEK EFSEVEGRIQDLEKYVED
TKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEK TKKQLRENAEDMGNGC FKIYHKC DNACIGSIRNGTYDHD
VYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDGSGIVOQONNLLRAIEAQOHLLOLTVWGIKOLOARILAGGSGEHTTWME
WOREINNYTSLIHSLIEESGNGPAKDEQELLE [SEQ D NO: 159].

Ectodominio de HA de la gripe (A California 2009, H1N1pdm) (1-526):

MEVKLLYLLCTFATANADTLCIGYHANNSTDTYDTVLEKNVTVTHSVNLLEDKHNGKLCKL
RGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETPSSDNGTCYPGDFIDYEELREQLSSYSSFERFEIFPKT
SSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKKGNSYPKLSKSYINDKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQ
NADTYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLYVPRYAFAMERNAGSGIIS
CTPYHDCNTTCQTPKGAINTSLPFONIHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGEWTGM
VOGWYGYHHONEQGSGYAADLKSTONAIDEITNKVNSVIEKMNTQF TAVGKEFNRLEKRIENUNKKYDDGFLD
IWTYNARLLVLLENERTLDYHD SNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCONTCMESVKNGTYDYPKYSER
AKLNREEIDGVKLESTR [SEQ ID NO: 1860].

Ectodominio de HA de la gripe (A California 2009, H1N1pdm) (1-526) - SSM de foldon:
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MKYKLLVLLCTFATANADTLCIGYHANNSTOTVDTVLEKNYTVTHSVNLLEDKHNGKLCKL
RGVAPLHLGRKONIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETPSSDNGTCYPGDFIDYEEL REQLSSVSSFERFEIFPKT
SSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYINLIWLVKKGNSYPRLSKSYINDKGREVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQ
NADTYVFVGSSRY SKKFKPEIAIRPRVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGILS
OTRVHDONTTCOTPKGAINTSLPRQNIHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNIPSIQERGLIGAIAGFIEGGWTGM
VRGWYGYHHQNEQGSGYAADLKSTONAIDEITRKYNSVIEKMNTOFTAVGK EFNHLEKRIENLNKKVDRDGFLD
TWTYNAELLVLLENERTLOYHDSNVKNLYEKVRSDLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDNTCMESVING TYDYPKYSEE
AKLNREEIDGVKLESTRGGSAIGGYIPEAPRDGQAYYREKDGEWYLLETRLGGLYPRGEGSAWSHPOFEK [SEQ
ID NO: 181%

Ectodominio de HA de la gripe (A California 2009, H1N1pdm) (1-526) - SSM basada en GP160 del VIH:

MMIVKLLVILCTFATANADTLCIGYHANNS TR TVRTYLEK NV TWTHSYNLLEDK HNGKLC
KLRGVAPLHLGKCNIAGWILGNFECESLSTASSWSYIVETPSSONGTCYPGOFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFP
KTSSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYHNLIWELVKKGNSYPKLSKSYINDRGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSE
YONADTYVFVGSSRYSKKFEUPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGOKITFEATGNIVYPRYAF AMERNAGEGII
ISOTPVHDCNTTCQTPKGAINT SLPFONIHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNIPSIQSRELFGAIAGFIEGEWTE
MVDGWYGYRHONEQGSGYAADLKSTOQNAIDELTNKVNSVIEKMNTOF TAVEK EFNHLEKRIENLNKKVDDGFL

DI TYNARLLVLLENERTUDYHO SHVKNLYSKYRSQLKNNAK EIGRECEEF rHK CORTCMESVENG TYDYRKYS
EEAKLNRESIDGVKESTRGSGIVOQONNLLRAIEAQOHLLOL TVWGIKQLQARILAGGESGGNTTWMEWD RET
KNYTSLIMSLIEESONQPAK DEQELLE [SEQ ID NO: 1821

Ectodominio de F del RSV (1-516) - Etiqueta his:

MELLILKANATTTILTAY TRCFASGQNITEEF YOS TOS AVSKGYLSALRTGW Y TSVITIELSNI
KKNKCNG TDAXVKLIKQELDKYKNAVTELOLLMOS TQATNARARRELPRFMNY TLNNAKK TNVTLSKKRKRRFL
GFLLGVGSAIASGVAYSKVLHLEGEVNKIKSALLS TNKAVYSLSNGVSYLTSKVLDLENYIDKQLLPIVRKQSCSI
SNIETVIEFQUKNNRLLEITREFSYRAGYTTEVS TYMLTNSELLSLINDMPI TNDUKK LMSNNVQIVROQSYSIMG
HKEEVLAYWQLPLYGVID TPOWKLHTS PLCTTNTKEGSNICL TR TORGW YCDNAG SVSFFPQAETCKVOSNRY
FCDTMNSLTLPSEVRLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTOVESSVITSLGAIVSCYGK TRC TASNKNRGLIK TESNGCDY
VSNKGVDTVSVGNTLYYYRKOEGKSLYVKGEPTINFYDPLVFPSDEFDASISQVUNEK INQSLAFIRK SDELLHNVG
GGGHHHHMH [SEQ 1D NO: 1631,

Ectodominio de F del RSV (1-513) - Mutaciones DScav -SSM de foldon:

MELLILKANAITTILTAVTFCRASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLEALR TGWYTSVITIELSNI
KKNKCNGTDAKVKLIKGELDKYKNAVTELQLLMOQSTQATNNRARRELPRFMNY TLN NAKKTNVTLSKKRKRRFL
GFLLEVESAIASGVAVCKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVYSLSNGY SVLTFKVLDLKNYIDKOQULPILNKQSCST
SNIETVIEFQUUENNRLLEITREFSYNAGYTTRPYSTYMLTNSELLSLINDMPITNDGKK LMSNNVOIVRGQSYSIMC
HKEEVLEAYWOLPLYGVIDTPOWKLHTSPLOCTYNTKEGSNICLTRTORGWYCONAG SVSFFPOAETCKVQSHNRY
FCOTMNSLTLPSEVNLECNVDIENPKYDCKIMTSKTOVSSSVITSLGAIVECYGRTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY
VSNKGVOTYSVONTLYYVNKOEGKSLYVKGEPTINFYDPLYFPSDEFDASISOVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIG
GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGLVPRGSGSAWSHPQFEK [SEQ ID NO: 164]

Ectodominio de F del RSV (1-105,145-511) - SSM basada en GP1 60 del VIH
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MELLILKANAITTILTAVIFCFASGONITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNI
KKNKCMGTDAKVKLIKQELDK YKNAVTELQLLMOSTQATNNGSGSAIASGVAY SKVLHLEGEVNKIKSALLSTN
KAVVSLENGYSVLTSKYLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISHIETVIEFQGKNNRLLEITREFSYNAGVTTRVS TYML
THSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIKERVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKE
GSNICLTRTDRGWYCDNAGSY SFFPQAETCKVQSNRVFCOTMNSLTLRSEVNLONYDIFNPK Y DCKIMTSKTDY
SSSVITSLGAIVSCYGH THCTASNKNRGHKTRSNGCDYYSNKGYDTVSVENTLY YVNK QEGK SLYVKGEPTINFY
DPFLVFPSDEFDASISQYNEKINGQSLAFIRKSDEGSGIVQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAGESG

GHTTWMEWDREINNYTSLIMSLIEESQNOQUEKNEQELLE [SEQ 1D NO: 185).

Ectodominio de F del Nipah (1-483) - SSM basada en GP160 del VIH

Ectodominio

MVVILOKROVONLUILIMISECSVEILHY EKLSKIGLYE GV TRIYKIK SNPLTRDIVIKMIPN
VENMSQUTOSVMENYKTRINGILTPIKGALEIYKNNTHDLVE DVRLAGVYIMAGVAIGIATAARITAGVALYEAMK
NADNINKLKSSIESTNEAVVRKLOETAEK TVWLTALGOYINTNLYPTIDKISCRKUTELSLDLALSKYLSDLLEVEGP
NLQOPVSREMTIQAISQAFGENYETLLRTLGYATELF D DLLESDSITEQIIYVDLESYYIIVRVYFPILTEIQQAYIR
ELLPYSFNNONSEWISTVPNFILYANTLISNIEIGFCLITKRSVICNQDYATPMTNNMRECLTESTEKCPRELYYES
HVYPREALSNGYLFARCISYVTCQCQTTGRAISQSGEQ TLLMIDNTTCPTAVIGN Y IISLEK YLGSVNYNSEGIALGR
PYFTOHVDISIQISSMNDSLQQSKDYIKEAQRLLDTGSG IVRRONNLLRATEAQOHLLOLTVWGIKQLQARILA
GESGEHTTWMEWDRREINNYTSLIRSLIZESQNQOEKNEQELLE {SEQ 1D NO: 168],

de HSV1 gB (28-741) - Péptido sefial IgK - SSM basada en GP1 60 del VIH:

MGWSCIILFLVATATGVHEERASGOVAATVAANGGPASQPPPVPSPAT TKARKRKTKKPP
KREEATPPPDANATVAAGHATLRAHLREIKVENADAQFYVCPPFTGATWOFEQPRRCPTRPEGOQNYTEGIAVVFE
KENIAPYKFKATMYYKDVTVOQUWFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFEEVIDKINAKGYCRSTAKYVRNNMETTAFH
RODHETOMELKPAKVATRTSREWHTTRLKYNPSRVEAFHRYGTIVNCIVEEVDARSVYPYDEFVLATGDFVYMS
PFYGYREGSHTEHTSYAADRFKQVDGFYARDLT TKARATSPTTRMNLLTTPKFTVAWDWYFKRPAVC TMTK WQEV
DEMLRAEYGGSFRFSSDAISTTFTTNLTQYSLSRYDLGDCIGRDAREAIDRMFARKY NATHIKVGGPQYYLATGG
FLIAYQPLLSNTLAELYVREYMREQDRKPRNATPAPLREAPSANASVERIKTTSSIEFARLQFTYNHIQRHYNDML
GRIAVAWCELGNHELTLWNEARKLNPNAIASATVEREVSARMLGDVMAVSTCVPVAPDRVIVONSMRVSSRPG
TOYSRPLYSFRYEDQGPLIEGQLGENNELRLTRDALEPCTVGHRRYFIFGGGYVYFEEYAYSHQLSRADVTIVSTFE
IDLNITMLEDHEFVPLEVYTRHEIKDSGLLDYTEVQRRNQLHDLRFADIOTVIRADANAAMFAGLCAFFEGMGDL
GRGGGGSEIVRQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLOQARILAGGSGEHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEES
QROQEKNEQELLE [SEQ ID MO: 1871,

Ectodominio de F del sarampién (1-488) - SSM basada en GP160 del VIH:

MGLEVNVSAIFMAVLLTLOTPTGQIHWENLSKIGYVGIGSASYKYMTRISHQSLVIKLMP
NITLLNNCTRVELAEYRRBLLR TVLEPIRDALNAMTQNIRPYOQSVASSRRHKRFAGYVLAGALLGVATSAGITAGIA
LHGSMUINSQAIDNLRASLETTNGAIEATRQAGQEMILAVQEVODYINNELIPSMNGLSC DLIGQRUESLELLRYYT
EILSLFGPSLRDPISAZISIQALSYALGEDINKVLEK L GYSGADULBILESRBIKARITHVD TESYFIVLSIAYPTLSE
TIREVIVHRLESVEYRIGSOEWY TTVPIKYVATQGY LISNFRESSTTEMPEGTVOSONALYPMSPLLQECLRESTKS
CARTLYSGSFRNRFILSQGNLIANCASILCKOY TG TIINGRPOKILTYIAA RHOPYV EVRNGVTIQVGSRRYPLAY
YLHRIDLGPPISLERLDVGETNLGNALAKLEDAKELLESEDQILRSMKGGRSGIVOQQONNLLRATEAQORLLQLTY
WEIKQLQARILAGGSGEHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQOQEKNEQELLE [SEG 10 NO: 1681

Ectodominio de GPC del virus de Lassa (1-423) - SSM basada en GP160 del VIH:
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MGQIVIFFQEVPHVIEEVMNIVLIAL SVLAVLKGLYNFATCGLYGLVTELLLCGRSCTTSLYK
GVYELQTLELNMETLAMTMPLSC TKNNSHHYIMVGNETGLELTUTNTSTINHE FONLSDAHKENLYDHALMSTIST
FHLSIPNENQYEAMSCDFNGGEISVOYNLSHSYAGDAANHCG TYANGYLOTFMRMAWGGSYIALDSGRGRWD
CIMTSYQYLIONTTWEDHCQF SRPSPIGYLGLLSQRTROIYISRRLLG TFTW T LS DS EGKDTRPGGYCLTRWMLIE
ABLKCFGNTAVAKCNEX HDEEFCOMLALFDFNKQAIQRLKAEAQM SEOLINKAVNALINDQUIMKNHLRDIMGIP
YCRYSKYWYLNHTTTGRTSLPKOWLYSNGSYLNETHF SDDIEQQADNMITEMLOKEYMERQGSGIVQQONNLL
RAIEAQOHLLOLTYWGIKQLOARILAGGSGGHTTWMEWDREINNY TSLIHSLIEESONQQEKNEQELLE [SEQ
1D ND: 1691

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

Secuencias de ADN con codones optimizados que codifican las proteinas de fusién quiméricas, H1 foldon de la gripe,
H1 pinza de la gripe, H3 foldon de la gripe, H3 pinza de la gripe, F pinza del RSV, F ds cav Foldon del RSV, S pinza
de MERS y GP delta mucina pinza del Ebola, F pinza del virus Nipah, F pinza del virus del sarampién, GPC pinza del
virus de Lassa, gB pinza del virus del herpes simple 2 (asi como los correspondientes ectodominios de F del RSV y
H3 de la gripe que carecen de las secuencias HRA y HRB del VIH-1) se incorporaron al vector de expresién eucariota
pIRES-2 o pNBF siguiendo el promotor del CMV. Los plasmidos resultantes se transfectaron en células de ovario de
hamster chino (CHO) cultivadas en medios CHO quimicamente definidos (CD-CHO) (Gibco) o en medios de expresion
ExpiCHO (Gibco). Las células CHO se transfectaron combinando 600 pg de plasmido y 2,4 mg de polietilenimina lineal
en 300 ml de células CHO a una densidad de 1x10° células por ml o 16 ug de plasmido con 640 ul de medio OPTI-
pro sin suero (SFM), y 51,2 pl de expifectamina (Gibco). Después de 4 h de incubacidn, se sedimentaron las células
CHO transfectadas con polietilenimina lineal, se retir6 el medio que contenia el reactivo de transfeccién y se
resuspendieron las células en 300 ml de CD-CHO que contenia 8 mM de Glutamax (Gibco), 100 unidades/ml de
penicilina (Gibco), 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco), 7,5 % de alimento A eficiente de CHO-CD (Gibco), y 7,5 % de
alimento B eficiente de CHO-CD (Gibco). Para células transfectadas con Expifectamina, después de 24 h de
incubacién se afiadieron 96 ul de potenciador ExpiCHO y 3,84 ml de alimentacién ExpiCHO. A continuacién, se
incubaron ambos conjuntos de células durante 7 dias a 37 °C, CO2 al 7,5 %, agitando a aproximadamente 120 rpm.
Después de 7 dias se eliminaron las células mediante centrifugacién durante 10 min a 6.000 x g y se filtré el
sobrenadante.

Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad con anticuerpos monoclonales
especificos acoplados covalentemente a columnas HiTrap HP activadas con NHS (GE). La HA de la gripe estabilizada
con pinza quimérica, F del RSV, S de MERS, GP del Ebola, GPC del Lassa, F de Nipah, F del sarampién y gB del
HSV2 se purificaron mediante mAb 1281 (Frey, et al., Nat Struct Mol Biol. 2010. 17(12):1486-91) que se une al haz de
6 hélices formado por HRA y HRB del VIH-1. La H1 de la gripe estabilizada con pinza quimérica y estabilizada con
foldon y el ectodominio correspondiente para H1 se purificaron con mAb 5J8 (Hong, et al., J. Virol. 2013. 87(22): péags.
12471-80). La H3 de la gripe estabilizada con pinza quimérica y estabilizada con foldon y el ectodominio
correspondiente para H3 se purificaron con mAb C05 (Ekiert, et al., Nature, 2012. 489(7417): 526-32). La F del RSV
estabilizada con pinza quimérica y estabilizada con foldon que incorpora las mutaciones ds cav, asi como el
ectodominio correspondiente de la F del RSV, se purificaron con mAb 101F (McLellan, et al. J. Viro/. 2010.
84(23):12236-44). La purificacidén de la proteina deseada se confirmé mediante SDS-PAGE.

Resultados
PINZA MOLECULAR COMO METODO GENERICO PARA LA EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS:

La expresién y purificacién de las proteinas de fusién virales estabilizadas con pinza quiméricas de ocho virus se
confirmé mediante SDS-PAGE (Figura 15). La incorporacién de la SSM basada en las secuencias HR1y HR2 de la
GP160 del VIH-1 aguas abajo de los ectodominios permite la recuperacién de diversas proteinas quiméricas utilizando
el mAb 1281 (Frey, et al., Nat Struct Mol Biol. 2010. 17(12):1486-91) que se une al haz de 6 hélices formado por HRA
y HRB del VIH-1.

ESTUDIO DE PROTECCION EN RATONES TRAS LA EXPOSICION AL VIRUS DE LA GRIPE HIN1PDM:

Para ampliar los resultados que demuestran que la inclusién de la fracciéon formadora del haz de 6 hélices en el
ectodominio de HA de la gripe puede provocar una respuesta inmunitaria ampliamente reactiva cruzada, realizamos
un experimento de exposicién a la gripe dentro de ratones C57b. Este estudio también propuso comparar directamente
la pinza molecular la fraccion formadora del haz de 6 hélices con la SSM de foldon con respecto a la induccién de una
proteccién cruzada de amplio espectro frente a subtipos de gripe divergentes. Los ratones C57b fueron vacunados
con PBS, H1sol, H3sol, H1foldon, H3foldon, H1pinza o H3pinza. Las vacunas se emparejaron por dosis, cada una de
las cuales contenia 5 ug de HA 'y 3 pg de QuilA, con ratones que recibieron tres dosis de vacuna administradas con
dos semanas de separaciéon. A continuacién, los ratones se expusieron a la gripe Cal/09 (H1N1pdm) seis semanas
después de la dosis inicial (n= 5 ratones por grupo). Este estudio se disefié para evaluar tanto la proteccién frente a

83



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3001 108 T3

una cepa idéntica como la proteccién frente a un subtipo muy divergente. Los ratones se expusieron por via intranasal
al virus de la gripe A H1N1pdm a una "dosis baja" de 1x10? unidades formadoras de placas (UFP) y a una "dosis alta"
de 5,5x10% UFP. Se midi6 diariamente la pérdida de peso durante un periodo de 14 dias y los ratones se sacrificaron
si perdian >20% de su peso corporal original.

Este estudio confirmé que la H1pinza es capaz de proporcionar una proteccién completa contra una cepa de gripe
emparejada, al igual que H1sol y H1foldon (Figuras 16A y B). De interés particular, la inmunizacién con H3pinza
también mostré una proteccién parcial contra la gripe H1N1pdm. En el caso de H3pinza, 3/5 ratones sobrevivieron al
ser expuestos a la dosis baja de la gripe H1IN1pdm y 2/5 ratones sobrevivieron al ser expuestos a la dosis alta de la
gripe H1N1pdm (Figuras 16C y D). En comparacién, ninguno de los ratones inmunizados con H3sol ni con H3 foldon
sobrevivieron a la exposicién a la dosis baja o alta de la gripe HIN1pdm, y solo 1/5 ratones sometidos a inmunizacién
control con PBS sobrevivieron al desafio con la dosis baja de la gripe H1N1pdm. Una comparacidn entre los ratones
que sobrevivieron a H1N1pdm ftras la vacunacién con H3pinza (SilO) en comparacién con los ratones que
sobrevivieron tras la vacunacién control o la vacunacién con H3sol o H3 foldon (1/30), demuestra la significancia
estadistica de que la proteccion frente a la gripe de amplio espectro esté mediada por H3pinza (p=0,0003; calculadora
de chi cuadrado). Ya que los subtipos H3 y H1 pertenecen a grupos separados dentro del arbol filogenético de la gripe,
este resultado indica un amplio nivel de proteccién y cabe esperar razonablemente que sean de amplio espectro todas
las cepas y subtipos de gripe que sean igual 0 menos divergentes.

AUMENTO DE LA ESTABILIDAD TERMICA TRAS LA INCLUSION DE LA SSM DE PINZA:

Para comparar directamente la estabilidad ofrecida por la SSM de pinza y la SSM de foldon, se incubaron antigenos
purificados H1 foldon de la gripe, H1 pinza de la gripe, F ds cav foldon del RSV, y F pinza del RSV a 43 °C durante 72
h y la reactividad con mAbs se usb como medida de estabilidad térmica. Para la comparacién con F del RSV se usaron
tres mAbs especificos de prefusién, D25 (McLellan et al., Science 2013. 340(6136): pags. 1113-7), MPES8 (Corti et al.,
Nature, 2013. 501(7467): pags. 439-43) y AM22 (McLellan et al., Science 2013. 340(6136): pags. 1113-7). Para la
comparacién de la HA de la gripe se utilizaron dos mAbs especificos del tallo, CR6261 (Ekiert et al., Science 2009.
324(5924): p. 246-51) y Fi6V3 (Corti et al., Science 2011. 333(6044): p. 850-6), y se utilizé6 un mAb especifico para la
cabeza, 5J8 (Hong, et al., J. Virol. 2013. 87(22): pags. 12471-80). La comparacion directa revelé que la F pinza del
RSV conservaba una reactividad significativamente mayor con mAbs especificos de prefusiéon que la F ds cav foldon
del RSV tras la incubacién a temperatura elevada (Figura 17A). De manera similar, la comparacién directa reveld que
la H1pinza de la gripe conservaba una reactividad significativamente mayor con mAbs especificos al tallo de HA que
la H1 foldon de la gripe (Figura 17B). La retencidn de la reactividad con el mAb especifico de la cabeza fue comparable
entre la H1 pinza de la gripe y la H1foldon de la gripe. En conjunto, estos resultados demuestran la estabilidad superior
de la SSM de pinza en comparacién con la SSM de foldon.

RESPUESTA INMUNITARIA NEUTRALIZANTE INDUCIDA POR LA F PINZA del RSV:

Para probar la utilidad de las proteinas de fusion virales estabilizadas en su forma de prefusién mediante la
incorporacién de la fraccién formadora del haz de 6 hélices como inmundgenos, se inmunizaron ratones BALB/c con
la F pinza del RSV, F ds cav foldon del RSV, el ectodominio correspondiente del RSV (F sol del RSV) o sometidos a
inmunizacién control con PBS. Se inmunizaron cinco ratones BALB/c por grupo con 5 ug de proteina purificada (o
PBS) con 3 ug de adyuvante de saponina Quil-A. La inmunizacién se realizd por administraciéon intradérmica y los
ratones se inmunizaron tres veces cada tres semanas. Tres semanas después de la tercera inmunizacién, los ratones
se sacrificaron y se recogieron los sueros. Se evalu6 el efecto de neutralizacién de los sueros de ratones individuales
frente a la cepa A2 del RSV en una prueba de neutralizacién por reduccidén de placas (PRNT) (Figura 18). Los sueros
de ratones vacunados con la F pinza del RSV estabilizada con pinza quimérica mostraron una fuerte actividad
neutralizante con un valor medio geométrico de CI50 de 8.124 (IC 95 % = 1.968-33.543), mientras que los sueros de
ratones vacunados con la F ds cav foldon del RSV mostraron una actividad neutralizante con un valor medio
geométrico de CI150 de 2.859 (IC 95 % = 794-10.290) y los sueros de ratones vacunados con la F sol del RSV mostraron
una actividad neutralizante con un valor medio geométrico de la CI50 de 562 (IC 95 % = 242-1.410). Por lo tanto, la
estabilizacién de la forma de prefusién de la F del RSV mediante la incorporacién de una fraccién estabilizadora de la
estructura comprendida por HR1 y HR2 del VIH-1 es fundamental para una fuerte respuesta inmunitaria neutralizante,
que es aproximadamente 3 veces superior a la inducida por el enfoque de estabilizacién alternativo "ds cav foldon"
(McLellan et al., Science 2013. 342(6158): pags. 592-8).

ESTABILIZACION DE LA CONFORMACION DE PREFUSION DE LA F DEL VIRUS NIPAH:

Para validar ain mas la utilidad de la SSM de pinza para estabilizar la conformacién de prefusién de las proteinas de
fusidn virales, se incorporé la SSM de pinza al ectodominio de la F del virus Nipah y se expresé en células CHO. La
proteina purificada por cromatografia de inmunoafinidad se analizé, a continuacién, por cromatografia de exclusion
por tamafio utilizando una columna superdex 200. La mayor parte de la F pinza del virus Nipah se eluyé a
aproximadamente 11,5 ml, lo que equivale aproximadamente al tamafio esperado de la proteina trimérica,
aproximadamente 180 kDa (Figura 19). Como se ha demostrado en el caso de la F del Paramyxovirus (Connolly et
al., PNAS, 2006. 103(47): P. 17903-8), se esperaria que la transiciéon de la F del virus Nipah a la conformacién
posfusidén diera como resultado la exposicion del péptido de fusién hidrdéfobo, impulsando de este modo la agregacion
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de la proteina. La presencia de la proteina trimérica soluble es, por lo tanto, una evidencia que apoya la presencia de
la conformacién de prefusién. La F pinza del virus Nipah purificada también se analizé mediante microscopia
electrénica de transmisién (TEM) con tincién negativa (Figura 19, recuadro). Dentro de la imagen TEM presentada, es
claramente visible que las particulas de la F pinza del virus Nipah tienen un tamafioc homogéneo y una topologia
coherente con la conformacién de prefusién esperada. Los datos presentados apoyan alun mas la capacidad de la
SSM de pinza para estabilizar la conformacién de prefusién de las proteinas de fusidn virales.

RESPUESTA INMUNITARIA NEUTRALIZANTE INDUCIDA POR LA F PINZA DEL VIRUS NIPAH:

Para seguir probando la utilidad de las proteinas de fusién virales estabilizadas en su forma de prefusién mediante la
incorporacién de la fraccién formadora del haz de 6 hélices como inmundgenos, se inmunizaron ratones BALB/c con
la F pinza del virus Nipah o se sometieron a inmunizacién control con PBS. Se inmunizaron cuatro ratones BALB/c por
grupo con 5 ug de proteina purificada (o PBS) con 3 ug de adyuvante de saponina Quil-A. La inmunizacién se realizé
por administracién intradérmicay los ratones se inmunizaron dos veces, con tres semanas de diferencia. Tres semanas
después de la segunda inmunizacion, los ratones se sacrificaron y se recogieron los sueros. Se evalué el efecto de
neutralizacién de los sueros de ratones individuales frente al virus Nipah vivo (cepa Malaysian) en una prueba de
neutralizacién por reduccién de placas (PRNT) bajo confinamiento de BSL4 (Figura 20). Todos los sueros de ratones
vacunados con la F pinza del virus Nipah estabilizada con pinza quimérica mostraron una fuerte actividad neutralizante
con un valor medio geométrico de CI50 de 48 (IC 95 %= 6-384), mientras que los sueros de ratones sometidos a
inmunizacién control con PBS no mostraron actividad neutralizante a la concentracién mas alta de suero probada. Por
lo tanto, este resultado proporciona mas evidencias de que las proteinas de fusién virales quiméricas que incorporan
la SSM de pinza son capaces de provocar una respuesta inmunitaria neutralizante tras la vacunacién.

INCORPORACION DE LA SSM DE PINZA EN UNA PROTEINA DE FUSION VIRAL DE CLASE IlI:

Para validar aln mas la utilidad de la SSM de pinza para la estabilizacién de proteinas de fusién virales, la SSM de
pinza se incorpor6é al ectodominio de gB del HSV2 y se expresé en células CHO. La proteina purificada por
cromatografia de inmunoafinidad se analizé, a continuacién, por cromatografia de exclusién por tamafio en una
columna Superose 6. La mayor parte de la gB pinza del HSV2 eluyé a aproximadamente 15 ml, lo que equivale
aproximadamente al tamafio esperado de la proteina trimérica, aproximadamente 300 kDa (Figura 21). La gB pinza
del HSV2 purificada también se analizé mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) con tincién negativa
(Figura 21, recuadro). Dentro de la imagen TEM presentada, es claramente visible que las particulas de la gB pinza
del HSV2 tienen un tamafio homogéneo y una topologia coherente con la estructura resuelta previamente mediante
cristalografia de rayos X (Heldwein et al., Science 2006. 313(5784): 217-20). La hipétesis es que esta conformacién
es la conformacién de la gB del HSV2 posfusién. En concreto, la gB pinza del HSV2 también es capaz de unirse a la
mayoria de los anticuerpos neutralizantes para HSV2 y puede ser Gtil como candidata a vacuna de subunidad (Cairns
et al., J Vi, 2014. 88(5): pags. 2677-89). Los datos presentados apoyan la capacidad de la SSM de pinza para
estabilizar y purificar proteinas de fusién virales de Clase Ill, ademés de las proteinas de fusidn virales de Clase |.

Los resultados presentados en el presente documento demuestran que los polipéptidos quiméricos que comprenden
un ectodominio de una proteina de fusion viral restringido en una conformacién de prefusién pueden:

* inducir una respuesta inmunitaria de proteccidén cruzada mas amplia;
+ son estables a temperaturas elevadas;

* inducir una respuesta inmunitaria neutralizante superior; y

» formarse usando ectodominios de Clase | o Clase |ll.

La citacién de cualquier referencia en el presente documento no debe interpretarse como una admisién de que dicha
referencia esta disponible como "la "técnica anterior" en la presente solicitud.

A lo largo de la memoria descriptiva se ha tratado de describir las realizaciones preferidas de la invencién sin limitar
la invencién a una realizacién cualquiera o coleccién especifica de caracteristicas.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido quimérico que comprende un polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura
operativamente conectado aguas abajo a una fracciéon heterdloga, estabilizadora de la estructura que comprende
regiones complementarias de la primera repeticién en héptada (HR1) y de la segunda repeticién en héptada (HR2)
que se asocian entre si en condiciones adecuadas para que su asociacidén forme un haz de dos hélices antiparalelas,
en donde las regiones HR1 y HR2 carecen de complementariedad con el polipéptido de ectodominio, de modo que
formen preferentemente entre si un haz de dos hélices antiparalelas, en lugar de con elementos estructurales del
polipéptido de ectodominio, en donde el polipéptido de ectodominio comprende al menos un epitopo de prefusién que
no esta presente en la forma de posfusién de una proteina de fusién de virus con envoltura a la que corresponde el
polipéptido de ectodominio.

2. El polipéptido quimérico de la reivindicaciéon 1, en donde cada una de las regiones HR1 y HR2 se caracteriza
independientemente por un patrén de tipos de aminoacidos de 7 residuos repetido n veces, representado como (a-b-
c-d-e-f-g-)n 0 (d-e-f-g-a-b-c-),, en donde los elementos del patrén "a" a "g" indican posiciones convencionales de la
héptada en las que se localizan los tipos de aminoacidos y n es un nimero igual 0 mayor de 2, y al menos el 50 % (o
al menos del 51 % a al menos el 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones
convencionales de la héptada "a" y "d" estan ocupadas por tipos de aminoacidos hidréfobos y al menos el 50 % (o al
menos del 51 % a al menos el 99 % y todos los porcentajes enteros entre los mismos) de las posiciones convencionales
de la héptada "b", "c¢", "e", 'fy 'g' estan ocupados por tipos de aminoacidos hidréfilos, la distribucién resultante entre
los tipos de aminoacidos hidréfobos e hidréfilos permite identificar las regiones de repeticién en héptada.

3. El polipéptido quimérico de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde una o ambas regiones HR1 y HR2
comprenden o consisten en una secuencia de aminoacidos de la regién de repeticién en héptada de la proteina de
fusién del virus con envoltura de Clase | endégena.

4. El polipéptido quimérico de las reivindicaciones 1 0 2, en donde las regiones HR1 y HR2 comprenden o consisten
en regiones enddégenas complementarias de repeticion en héptada A (HRA) y repeticidén en héptada B (HRB),
respectivamente, de una o mas proteinas de fusién de virus con envoltura de Clase |, incluyendo en donde la secuencia
de aminoacidos de la regién HRA y la secuencia de amino4cidos de la regién HRB se derivan de la misma o diferente
proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |, preferentemente en donde las regiones HR1 y HR2 se seleccionan
independientemente de las regiones HRA y HRB de proteinas de fusién expresadas por ortomixovirus, paramixovirus,
retrovirus, coronavirus, filovirus y arenavirus.

5. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la fraccién estabilizadora de la
estructura (por ejemplo, incluida una o ambas regiones HR1 y HR2) comprende una fraccién silenciadora inmunitaria
que inhibe la provocacidén de una respuesta inmunitaria a la fraccién estabilizadora de la estructura, preferentemente
en donde la fraccién inmunosilenciadora es un sitio de glucosilacién que es reconocido y glucosilado por una enzima
de glucosilacién (por ejemplo, una glucosiltransferasa); y/o comprende uno o més aminoacidos no naturales,
preferentemente en donde el uno o mas aminoacidos no naturales permiten el acoplamiento de polietilenglicol, una
fraccién inmunoestimulante, o un lipido (por ejemplo, para facilitar la formacién de vesiculas lipidicas, o particulas
similares a virus, que muestran el ectodominio del polipéptido quimérico, entre otros, para estimular una respuesta
inmunitaria del hospedador).

6. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el polipéptido de ectodominio
corresponde a un ectodominio de proteina de fusién de virus con envoltura de Clase |, preferentemente en donde el
polipéptido de ectodominio comprende una o ambas de una regién HRA endégena y una regién HRB endégena,
preferentemente en donde la proteina de fusion de clase | es una de un virus con proteina de fusiéon de envoltura de
Clase | seleccionado entre los ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus, coronavirus, filovirus y arenavirus, o en donde
el polipéptido de ectodominio corresponde a un ectodominio de proteina de fusién de virus con envoltura de Clase I,
preferentemente en donde la proteina de fusion de clase Ill es una de un virus con proteina de fusién de envoltura de
clase Ill seleccionado entre los rabdovirus y los herpesvirus, preferentemente en donde el polipéptido de ectodominio
(por ejemplo, Clase | o Clase Ill) comprende o consiste en un polipéptido de ectodominio precursor completo o una
porcién del mismo, preferentemente en donde la porcién o polipéptido de ectodominio carece de uno o méas de un
péptido sefial endégeno, un sitio de escisién de proteasa, una porcién de cabeza endbégena de un ectodominio, una
porcién de tallo endégena de un ectodominio, un dominio enddgeno similar a la mucina, una regién externa proximal
de la membrana endégena y un péptido de fusién endégeno, preferentemente en donde uno o mas sitios de escisién
proteolitica endégena (por ejemplo, uno o0 mas sitios de escisién por furina) de una proteina de fusién de tipo silvestre
o de referencia se alteran o suprimen para hacer que el polipéptido de ectodominio sea menos susceptible a la escisién
proteolitica por una proteasa.

7. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde las regiones HR1 y HR2 de la
fraccién estabilizadora de la estructura estan conectadas por un enlazador, preferentemente en donde el enlazador
consiste en aproximadamente 1 a aproximadamente 100 residuos de aminoacidos (y todos los niumeros enteros de
residuos de aminoacidos entre los mismos), o consiste en aproximadamente 1 a aproximadamente 50 residuos de
aminoécidos (y todos los numeros enteros de residuos de aminoécidos entre los mismos), o consiste en
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aproximadamente 50 a aproximadamente 100 residuos de aminoéacidos (y todos los nimeros enteros de residuos de
aminoécidos entre los mismos), preferentemente en donde el enlazador comprende al menos una fraccién
seleccionada de una fracciéon de purificacién que facilita la purificacién del polipéptido quimérico, una fraccién
inmunomoduladora que modula la respuesta inmunitaria al polipéptido quimérico, una fraccién especifica de la célula
y una fraccién que confiere flexibilidad estructural.

8. El polipéptido quimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde las regiones HR1 y HR2 se asocian
entre si para formar un haz de dos hélices antiparalelas en solucién acuosa.

9. Una construccién de 4cido nucleico para la produccién endégena de un polipéptido quimérico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en un organismo hospedador, en donde el organismo hospedador es
preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano.

10. Un polinucleétido que codifica un polipéptido quimérico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8.

11. La construccién de &cido nucleico de la reivindicacién 9 o el polinucleétido de la reivindicaciéon 10, en donde dicha
construccién de acido nucleico o dicho polinucleétido comprende ARNm.

12. Una construccién de acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 9 u 11 para su uso en un método para
provocar una respuesta inmunitaria a una proteina de fusién de virus con envoltura, comprendiendo el método la
administracién de una cantidad eficaz de la construccidén de acido nucleico.

13. Una composicién que comprende una o mas construcciones de acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones
9 u 11, en donde la composicién es preferentemente una composicion inmunomoduladora.

14. Una construccién de &cido nucleico que comprende una secuencia codificante para un polipéptido quimérico de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, operativamente unido a un elemento regulador operable en
la célula hospedadora.

15. Una célula hospedadora que contiene la construccién de acido nucleico de la reivindicacién 14, preferentemente
en donde la célula hospedadora es una célula hospedadora procariota o una célula hospedadora eucariota.

16. Un método para producir un complejo polipeptidico quimérico, en donde el método comprende:

combinar polipéptidos quiméricos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en condiciones adecuadas
para la formacién de un complejo polipeptidico quimérico, de modo que se produzca un complejo polipeptidico
quimérico que comprenda tres subunidades polipeptidicas quiméricas y se caracterice por un haz de seis hélices
formado por oligomerizacidn de los haces de dos hélices de las respectivas fracciones estabilizadoras de la estructura
de los polipéptidos quiméricos.

17. El método de la reivindicacién 16, en donde los polipéptidos quiméricos se combinan en solucién acuosa.

18. Un complejo polipeptidico quimérico que comprende tres subunidades polipeptidicas quiméricas de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y se caracteriza por un haz de seis hélices formado por oligomerizacién de
los haces de dos hélices de las respectivas fracciones estabilizadoras de estructura de los polipéptidos quiméricos.

19. El complejo polipeptidico quimérico de la reivindicaciéon 18, en donde las subunidades polipeptidicas quiméricas
comprenden cada una un polipéptido de ectodominio de fusién de virus con envoltura, y en donde el complejo
comprende al menos un epitopo de prefusién de una proteina de fusién de virus con envoltura de interés (por ejemplo,
una proteina de fusién de virus con envoltura de tipo silvestre), o complejo de la misma, que no esta presente en una
forma posfusién de la proteina de fusién de virus con envoltura, o complejo de la misma.

20. Una composicién que comprende un polipéptido quimérico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7, 0 un complejo polipéptido quimérico de acuerdo con la reivindicacién 18 o la reivindicacién 19, y un soporte, un
diluyente o un adyuvante farmacéuticamente aceptables.

21. Un método para identificar un agente que se une con una proteina de fusién de un virus con envoltura, o complejo
de la proteina de fusion, en donde el método comprende: poner en contacto el agente candidato con un polipéptido
quimérico que contenga ectodominio, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o con un complejo
polipeptidico quimérico de acuerdo con la reivindicacién 18 o la reivindicacién 19, en donde el polipéptido de
ectodominio corresponde a la proteina de fusién del virus con envoltura, y detectar la unién del agente candidato al
polipéptido quimérico o al complejo polipeptidico quimérico.

22. El método de la reivindicacién 21, en donde el método comprende ademas poner en contacto el agente candidato

con la proteina de fusién o el complejo de la proteina de fusién y detectar la unién del agente candidato a la proteina
de fusioén o al complejo, preferentemente en donde el agente candidato forma parte de una biblioteca de compuestos
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(por ejemplo, biblioteca de moléculas pequefias 0 macromoléculas), preferentemente en donde el método comprende
ademas aislar el agente candidato (por ejemplo, una molécula pequefia o una macromolécula) de la biblioteca,
preferentemente en donde el agente candidato se une especificamente al polipéptido quimérico o al complejo
polipeptidico quimérico, y/o preferentemente en donde el agente candidato se une especificamente a la proteina de
fusidén o al complejo de la proteina de fusién.

23. Un método para producir una molécula de unién a antigeno que sea inmunointeractiva con una proteina de fusién
de un virus con envoltura, o complejo de la proteina de fusién, en donde el método comprende: (1) inmunizar un animal
con un polipéptido quimérico que contenga polipéptido de ectodominio de acuerdo con cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 8, o un complejo polipeptidico quimérico que contenga polipéptido de ectodominio de acuerdo con
la reivindicacién 18 o la reivindicacién 19, o una composiciéon de la misma de acuerdo con la reivindicaciéon 20, en
donde el polipéptido de ectodominio corresponde a la proteina de fusién del virus con envoltura; (2) identificar y/o
aislar un linfocito B del animal, que sea inmunointeractivo con la proteina de fusién o el complejo de la misma; y (3)
producir la molécula de unién a antigeno expresada por ese linfocito B, o un derivado del mismo que tenga la misma
especificidad de unién a epitopo que la molécula de unidén a antigeno.

24. El método de la reivindicacién 23, en donde la molécula de unién a antigeno es un anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo neutralizante), y/o en donde el derivado se selecciona de fragmentos de anticuerpo (tales como Fab, Fab',
F(ab'),, Fv), anticuerpos monocatenarios (scFv) y de dominio (incluidos, por ejemplo, anticuerpos de tiburén y de
camélido), y proteinas de fusidén que comprenden un anticuerpo, y cualquier otra configuracion modificada de la
molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de unién/reconocimiento de antigeno.

25. Un complejo polipeptidico quimérico que contenga ectodominio de fusidén de virus con envoltura, de acuerdo con
la reivindicacién 18 o la reivindicacién 19, o una vacuna de ADN o replicén/vector viral capaz de expresar el complejo
polipeptidico quimérico, para su uso en la provocacién de una respuesta inmunitaria a una proteina de fusiéon de un
virus con envoltura, o complejo de la proteina de fusién, o para tratar o impedir una infeccién por virus con envoltura,
en donde una subunidad de polipéptido de ectodominio del complejo polipeptidico quimérico corresponde a la proteina
de fusién del virus con envoltura.
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