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DESCRIPCION

Construcciones de Nanobody contra el virus respiratorio sincicial humano (VRSH) trivalentes para la prevencion y/o
el tratamiento de infecciones de las vias respiratorias

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a secuencias de aminoacidos que estan dirigidas contra/y o que pueden unirse
especificamente (tal como se define en el presente documento) a proteina F de VRSh, asi como a compuestos o
construcciones, y en particular proteinas y polipéptidos, que comprenden o consisten esencialmente en una o mas
de tales secuencias de aminoacidos (también denominadas en el presente documento “secuencia(s) de aminoacidos

de la invencién”, “compuesto(s) de la invencion”, “construccion/construcciones de la invencion” y “polipéptido(s) de la
invencion”, respectivamente).

La invencion también se refiere a acidos nucleicos que codifican tales secuencias de aminoacidos y polipéptidos
(también denominados en el presente documento “acido(s) nucleico(s) de la invencidon” o “secuencia(s) de
nucledtidos de la invencién”); a métodos para preparar tales secuencias de aminoacidos y polipéptidos; a células
huésped que expresan o son capaces de expresar tales secuencias de aminoacidos o polipéptidos; a
composiciones, y en particular a composiciones farmacéuticas, que comprenden tales secuencias de aminoacidos,
polipéptidos, compuestos o construcciones, acidos nucleicos y/o células huésped; y a usos de tales secuencias de
aminoacidos, polipéptidos, compuestos o construcciones, acidos nucleicos, células huésped y/o composiciones, en
particular para fines profilacticos y/o terapéuticos, tales como los fines profilacticos y/o terapéuticos mencionados en
el presente documento.

Otros aspectos, realizaciones, ventajas y aplicaciones de la invencién quedaran claros a partir de la descripcion
adicional en el presente documento.

Antecedentes de la técnica

El virus respiratorio sincicial humano (VRSh) es un miembro de la familia Paramyxoviridae y es un virus con
envoltura con dos glucoproteinas de superficie principales que constituyen las espiculas de la particula viricas. Una
de estas glucoproteinas (proteina G) es la proteina de union que media en la unién del virus a la superficie celular.
La otra glucoproteina (proteina F o fusién) media en la fusiéon de las membranas virica y celular, permitiendo la
entrada de la nucleocapside virica en el citoplasma celular. La inhibicion de las etapas mediadas por las
glucoproteinas o bien G o bien F bloquea las fases iniciales del ciclo infeccioso y neutraliza la infectividad virica. Por
tanto, anticuerpos dirigidos contra o bien G o bien F, y que inhiben sus actividades respectivas, pueden neutralizar la
infectividad virica y pueden proteger contra la infeccion por VRSh. Wu et al., Current Topics in Microbiology and
Immunology 317, 103 (2008) describen el desarrollo de palivizumab y motavizumab, anticuerpos monoclonales
humanizados que se unen a la proteina F de VRS. La proteina F esta altamente conservada y forma espiculas
triméricas que experimentan cambios conformacionales tras su activacion.

Se han descrito diferentes anticuerpos (recombinantes) y fragmentos de anticuerpo (véase por ejemplo Holliger y
Hudson, Nature Biotechnology, 23,1126 (2005), entre los cuales se encuentran dominios variables individuales de
inmunoglobulinas producidos por camélidos (VHH) (Harmsen y De Haard, Appl. Microbiol. Biotechnol. 77, 13 (2007).

El VRSh es la causa principal de infecciones graves de las vias respiratorias bajas (bronquiolitis y neumonia) en
lactantes y nifios muy pequefios y provoca epidemias anuales durante los meses de invierno. El virus también
provoca una carga de enfermedad sustancial entre los ancianos, y los adultos con estados de inmunosupresion y/o
trastornos cardiopulmonares subyacentes también corren un riesgo de enfermedad por VRSh grave. La respuesta
inmunitaria no previene las reinfecciones.

No hay ninguna vacuna disponible para prevenir las infecciones por VRSh. El unico producto farmacolégico
disponible en el mercado es un anticuerpo monoclonal humanizado (Synagis®) dirigido contra una de las
glucoproteinas viricas (proteina F) que se usa profilacticamente en nifios que corren un riesgo muy alto de padecer
una infeccion por VRSh grave. El uso restringido de Synagis® se debe, al menos en parte, al alto coste de este
producto. Existe claramente la necesidad de agentes profilacticos y/o terapéuticos mejorados y/o mas baratos para
la prevencion y o el tratamiento de infecciones por VRSh.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos (también denominadas “secuencia(s) de aminoacidos
de la invencion”), polipéptidos (también denominados “polipéptido(s) de la invenciéon”) y composiciones y
compuestos terapéuticos que estan dirigidos contra la proteina F de VRSh y que tienen propiedades profilacticas,
terapéuticas y/o farmacoldgicas mejoradas, ademas de otras propiedades ventajosas (tales como, por ejemplo,
facilidad de preparacion mejorada y/o costes de bienes reducidos), en comparacién con las secuencias de
aminoacidos y anticuerpos de la técnica anterior. Estas propiedades ventajosas y mejoradas quedaran claras a partir
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de la descripcion adicional en el presente documento. Sin limitarse, las secuencias de aminoacidos, polipéptidos y
composiciones y compuestos terapéuticos proporcionados por la invencion pueden mostrar una estabilidad
mejorada, menos inmunogenicidad, unién mejorada a proteina F de VRSh, afinidad y/o avidez mejoradas por
proteina F de VRSh, eficacia y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh (tal como se define en el presente
documento), una selectividad aumentada por proteina F de VRSh y/o pueden ser capaces de bloquear parcialmente
o de manera preferible totalmente la interaccion de proteina F de VRSh con la célula huésped diana y/o su
membrana. Pueden ser capaces de neutralizar VRSh modulando, inhibiendo y/o impidiendo la infectividad de VRSh,
modulando, inhibiendo y/o impidiendo la fusién de VRSh con (la membrana celular de) la célula huésped diana, y/o
modulando, inhibiendo y/o impidiendo la entrada de VRSh en la célula huésped diana (tal como se define en el
presente documento). Pueden tener reactividad cruzada con y/o ser capaces de neutralizar diferentes cepas de
VRSh y/o diferentes mutantes de escape de VRSh.

En un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona varios tramos de residuos de aminoacido (tal como se
define en el presente documento) que son particularmente adecuados para unirse a un epitopo especifico en la
proteina F de VRSh. Estos tramos de residuos de aminoacido pueden estar presentes en, y/o pueden incorporarse
en, una secuencia de aminoacidos de la invencion, en particular de tal modo que forman (parte de) el sitio de union a
antigeno de la secuencia de aminoacidos de la invencidon. Las secuencias de aminodacidos resultantes seran
capaces de unirse a un epitopo especifico en la proteina F de VRSh que se encuentra en, forma parte de o se
solapa con (es decir, en la estructura primaria o terciaria) o esta en proximidad estrecha de (es decir, en la estructura
primaria o terciaria) el sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh (es decir, los residuos de aminoacido 250-275 de
la proteina F de VRSh).

Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgacién proporciona secuencias de aminoacidos que comprenden
al menos un tramo de residuos de aminoacido elegido de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la presente divulgacion proporciona secuencias de aminoacidos que comprenden dos o
mas tramos de residuos de aminoacido en los que un tramo se elige de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos un tramo se elige de:

c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que

comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
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secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQID NO: 121; y

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

de manera que el tramo de residuos de aminoacido que corresponde a uno de a) y b) debe estar presente siempre
en la secuencia de aminoacidos de la invencion y de manera que el segundo tramo de residuos de aminoacido se
elige de uno de c¢), d), e) y f).

Incluso mas preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de la invencién comprenden tres o mas tramos de
residuos de aminoacido, en las que el primer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 98; y

el segundo tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
b) SEQ ID NO: 102;

y el tercer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 121.

Secuencias de aminoacidos que comprenden uno o mas de estos tramos especificos de residuos de aminoacido
han mostrado propiedades mejoradas tales como por ejemplo caracteristicas de unién mejoradas (adecuadamente
medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/O
velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el presente
documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia mejoradas
para neutralizar VRSh.

La secuencia de aminoacidos puede ser en particular un anticuerpo de dominio (o una secuencia de aminoacidos
que es adecuada para su uso como anticuerpo de dominio), un anticuerpo de un Unico dominio (o una secuencia de
aminoacidos que es adecuada para su uso como anticuerpo de un unico dominio), un “dAb” (o una secuencia de
aminoacidos que es adecuada para su uso como dAb) o un Nanobody® (tal como se define en el presente
documento, y que incluye pero no se limita a una secuencia de Vun); otros dominios variables individuales, o
cualquier fragmento adecuado de uno cualquiera de los mismos.

En este sentido, las secuencias de aminoacidos pueden consistir esencialmente en 4 regiones de armazén (FR1 a
FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS, respectivamente), en las
que CDR2 se elige de:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Estas regiones determinantes de complementariedad preferidas (secuencias de CDR2) se denominan también “las
CDR2 de la invencion”.
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Preferiblemente, las secuencias de aminoacidos pueden consistir esencialmente en 4 regiones de armazén (FR1 a
FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS, respectivamente), en las
que CDR2 se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 102; o

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos una de CDR1 o CDR3 se elige de:
- CDR1 elegida del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido; o

ylo
- CDRS elegida del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121; 0

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Incluso mas preferiblemente, las secuencias de aminoacidos pueden consistir esencialmente en 4 regiones de
armazon (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS3,
respectivamente), en las que:

- CDR1 se elige del grupo que consiste en:
a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y
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- CDR2 se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102; o

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

- CDRS se elige del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto especifico, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencion comprende al menos SEQ ID
NO: 102. Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencién comprende SEQ ID NO: 98,
SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 121.

La presente invencién también proporciona varias secuencias de aminoacidos humanizadas que son particularmente
adecuadas para unirse a la proteina F de VRSh. Las secuencias de aminoacidos de la presente invenciéon muestran
inmunogenicidad reducida tras la administracion a un sujeto humano. Ademas, las secuencias de aminoacidos de la
presente invencién muestran otras propiedades mejoradas tales como por ejemplo caracteristicas de union
mejoradas (adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o
aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) para proteina F de VRSh, afinidad mejorada y/o avidez mejorada por
proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh en comparacion con sus secuencias
de aminoacidos de tipo natural correspondientes (tal como se describe en el documento WO 2009/147248).

Por consiguiente, en otro aspecto, la presente invencién proporciona secuencias de aminoacidos elegidas de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos de la invencidon comprende o consiste esencialmente en SEQ
ID NO: 60-76.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos elegidas de las siguientes:
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a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Secuencias de aminoacidos preferidas de la invencién comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID
NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En aun otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos elegidas de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posiciéon 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicién 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos de la invencién comprende o consiste esencialmente en
SEQ ID NO: 65. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos de la invencion comprende o consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 76.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos elegidas de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun la
numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos de la invencion comprende o consiste esencialmente en
SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos elegidas de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posiciéon 20 y leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
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secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminodacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Secuencias de aminoacidos preferidas de la invencién comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID
NO: 146-149 y 151-153.

La presente invencion proporciona varias secuencias de aminoacidos de secuencia optimizada y/o Nanobodies® que
muestran estabilidad aumentada tras almacenamiento durante estudios de estabilidad y que son particularmente
adecuadas para la unién a proteina F de VRSh. Las secuencias de aminoacidos de la presente invencién muestran
modificacion postraduccional de piroglutamato reducida del extremo N y por tanto tienen una estabilidad de producto
aumentada. Ademas, las secuencias de aminoacidos de la presente invencidon muestran otras propiedades
mejoradas tales como por ejemplo menos inmunogenicidad, caracteristicas de unidon mejoradas (adecuadamente
medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/O
velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el presente
documento) para proteina F de VRSh, afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia
y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh en comparacion con sus secuencias de aminoacidos originales
correspondientes (tal como se describe en el documento WO 2009/147248).

Por consiguiente, en un aspecto de la presente invencion, se proporcionan secuencias de aminoacidos y/o
Nanobodies® elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencién comprende o consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157.

Las secuencias de aminoacidos y Nanobodies® estan preferiblemente en forma esencialmente aislada (tal como se
define en el presente documento), o forman parte de una proteina o un polipéptido de la invencidon (también
denominado “polipéptido de la invencion” o “proteina de la invencion”), que puede comprender o consistir
esencialmente en una o mas secuencias de aminoacidos o Nanobodies® de la invencion y que puede comprender
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ademas opcionalmente una o mas secuencias de aminoacidos o Nanobodies® adicionales (todas unidas
opcionalmente por medio de uno o mas conectores adecuados).

La divulgacion también se refiere a una proteina o un polipéptido (también denominado en el presente documento
“polipéptido de la invencion”, respectivamente) que comprende o consiste esencialmente en una o mas secuencias
de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion (o fragmentos adecuados de los mismos).

Por ejemplo, y sin limitacion, la una o mas secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® pueden usarse como unidad
de unién en una proteina o un polipéptido de este tipo, para proporcionar un polipéptido monovalente, multivalente o
multiparatépico, respectivamente, todos tal como se describen en el presente documento. La presente divulgacion
también se refiere por tanto a un polipéptido que es una construccién monovalente que comprende o que consiste
esencialmente en una secuencia de aminoacidos o un Nanobody®. La presente divulgacion también se refiere por
tanto a un polipéptido que es un polipéptido multivalente, tal como por ejemplo un polipéptido bivalente o trivalente.
La presente divulgacion también se refiere a un polipéptido que es un polipéptido multiparatépico, tal como por
ejemplo un polipéptido biparatopico o triparatdpico.

En un aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la
invencion (tal como se describio anteriormente).

En un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que
comprenden al menos un tramo de residuos de aminoacido elegido de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que
comprenden dos o mas tramos de residuos de aminoacido en los que un tramo se elige de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos un tramo se elige de:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
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comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQID NO: 121; y

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

de manera que el tramo de residuos de aminoacido que corresponde a uno de a) y b) debe estar presente siempre
en la secuencia de aminoacidos que forma parte del polipéptido multivalente y de manera que el segundo tramo de
residuos de aminoacido se elige de uno de c), d), €) y f).

Polipéptidos multivalente preferidos (tales como bivalentes o trivalentes) pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que comprenden tres o mas tramos de
residuos de aminoacido, en los que el primer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

o el segundo tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y el tercer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) pueden comprender o consistir esencialmente en
al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos tres
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(preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones de armazon (FR1 a FR4, respectivamente) y
3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3, respectivamente), en las que CDR2 se elige de:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) polipéptidos pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones de armazon (FR1 a FR4,
respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3, respectivamente), en las que
CDR2 se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 102; o

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos una de CDR1 o CDR3 se elige de:
- CDR1 elegida del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido; o

ylo
- CDRS elegida del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121; 0

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
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Preferiblemente, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trlvalentes) pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente |dent|cos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones de armazon (FR1 a FR4,
respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS, respectivamente), en las que:

- CDR1 se elige del grupo que consiste en:
a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y

- CDR2 se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102; o

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y

- CDRS se elige del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto especifico, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trlvalentes) pueden comprender o
consistir esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al
menos tres (preferiblemente idénticos) que comprenden al menos SEQ ID NO: 102, preferiblemente que
comprenden SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 121.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
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segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferldo el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la divulgacién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o
trivalente que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posiciéon 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoéacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 65 y 76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trlvalente que comprende o0 que consiste
esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de
las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
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tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencidon comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la divulgacion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68,
75y 76.

En otro aspecto preferido, la divulgacion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencidon comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 65y 76.

Un polipéptido multivalente preferldo de la invencién comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 62. Otro polipéptido multlvalente preferido de la invencién comprende
o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 65. Otro polipéptido
multivalente preferldo de la invencién comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® con SEQ ID NO: 76.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun la
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numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoéacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posiciéon 20 y leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la divulgacion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,

leucina (Leu, L) en la posicion 20 y leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun la
numeracion de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencidon comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la divulgacion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posiciéon 20 y leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencidon comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 146-149 y 151-
153.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody elegido de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
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tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido comprende o consiste esencialmente en al menos una secuencia de
aminoacidos o Nanobody® elegido del grupo que consiste en SEQ ID NO: 138-141 y 154-157.

En otro aspecto preferido, la divulgacion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente que comprende o consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody elegido del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 138-141y 154-157.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 77-79 y 158;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 77-79 y 158, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una glutamina (Gln, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78, una arginina (Arg, R) en la posicion 83 y/o un acido glutamico
(Glu, E) en la posicién 85 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual (midiéndose dicha
afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia igual, aproximadamente
igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacion con el polipéptido sin la diferencia
de 3, 2 0 1 aminoacido.

Los polipéptidos trivalentes preferidos de la invencidon comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID
NO: 77-79 y 158.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQID NO: 78 y 79;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 78 y 79, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la
posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78, una arginina (Arg, R)
en la posicion 83 y/o un acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 (determinandose dichas posiciones segun la
numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencién comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 78 o 79.

En otro aspecto especifico, el polipéptido de la invencién consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 77. En otro aspecto especifico, el polipéptido de la invencion consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78. En otro aspecto especifico, el polipéptido de la invencidn consiste esencialmente en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79. En otro aspecto especifico, el polipéptido de la invencién consiste
esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 158.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 159-161;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 159-161, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una prolina (Pro, P) en la
posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19, leucina (Leu, L) en la posicion 20 y leucina (Leu, L) en la posicion
108 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

i) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la
secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO:
159-161.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 159-161;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 159-161, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una prolina (Pro, P) en la
posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19, leucina (Leu, L) en la posicion 20 y leucina (Leu, L) en la posicion
108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (Gin, Q)
en la posicion 105 de modo que cuando el polipéptido tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas
de 2, mas preferiblemente no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 159, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 160, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicién 83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (Gin,
Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 161, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y
ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la
secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencién comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 159-161.
En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:

a) SEQ ID NO: 142-145 y 162-165;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 142-145 y 162-165, siempre que:

i) la primera secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga un acido aspartico (Asp,
D) en la posicion 1 (determinandose dicha posiciéon segin la numeracion de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO:
142-145y 162-165.

Los polipéptidos con estas secuencias muestran propiedades ventajosas para su uso como agentes profilacticos,
terapéuticos y/o farmacolégicamente activos tales como por ejemplo estabilidad mejorada, menos inmunogenicidad,
caracteristicas de unién mejoradas (adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente),
valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clso, tal como
se describe adicionalmente en el presente documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de
VRSh y/o eficacia y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh.

La invencion se refiere ademas a compuestos o construcciones, y en particular a proteinas o polipéptidos (también
denominados en el presente documento “compuesto(s) de la |nvenC|on ") que comprenden o consisten
esencialmente en una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencién (o
fragmentos adecuados de los mismos), y opcionalmente comprenden ademas uno o mas de otros grupos, residuos,
restos o unidades de unidén. Tal como quedara claro para el experto a partir de la divulgacion adicional en el
presente documento, tales grupos, residuos, restos, unidades de union o secuencias de ammoamdos adicionales
pueden proporcionar o no funcionalidad adicional a la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la
invencion (y/o al compuesto o construcuon en el que esta presente) y pueden modificar o no las propiedades de la
secuencia de aminoacidos, Nanobody y/o polipéptido de la invencion.

También esta dentro del alcance de la divulgacién usar partes, fragmentos, analogos, mutantes, variantes, alelos y/o
derivados de las secuencias de aminoacidos y/o polipéptidos de la invencion, y/o usar proteinas o polipéptidos que
comprenden o que consisten esencialmente en uno o mas de tales partes, fragmentos, analogos, mutantes,
variantes, alelos y/o derivados, siempre que sean adecuados para los usos previstos en el presente documento.
Tales partes, fragmentos, analogos, mutantes, variantes, alelos y/o derivados contendran habitualmente (al menos
parte de) un sitio de unién a antigeno funcional para la unién al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh; y mas
preferiblemente sera capaz de unirse especificamente al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh, e incluso mas
preferiblemente capaz de unirse al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh con una afinidad (adecuadamente
medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/O
velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el presente
documento) que es tal como se define en el presente documento. Tales partes, fragmentos, analogos, mutantes,
variantes, alelos y/o derivados tendran también habitualmente una potencia y/o eficacia de neutralizacion de VRSh
tal como se define en el presente documento. Algunos ejemplos no limitativos de tales partes, fragmentos, analogos,
mutantes, variantes, alelos, derivados, proteinas y/o polipéptidos quedaran claros a partir de la descripcion adicional
en el presente documento. También pueden proporcionarse fragmentos o polipéptidos adicionales de la invencion
combinando adecuadamente (es decir, mediante unién o fusion genética) una o mas partes o fragmentos (mas
pequefios) tal como se describe en el presente documento.

La invencién también se refiere a acidos nuclelcos 0 secuencias de nucleétidos que codifican una secuencia de
aminoacidos de la invencion, un Nanobody de la invencién y/o un polipéptido de la invencion (o un fragmento
adecuado del mismo). Un acido nucleico de este tipo también se denominara en el presente documento “acido(s)
nucleico(s) de la invencién” y puede estar por ejemplo en forma de una construcciéon genética, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento. Por consiguiente, la presente invenciéon también se refiere a un acido
nucleico o secuencia de nucledétidos que esta en forma de una construccion genética.

La invencion se refiere ademas a un huésped o una célula huésped que expresa (o que en circunstancias
adecuadas es capaz de expresar) una secuencia de aminoacidos de la invencioén, un Nanobody de la invencion, un
polipéptido de la invencién y/o un compuesto o construccion de la invencion; y/o que contiene un acido nucleico de
la invencion. Algunos ejemplos preferidos pero no limitativos de tales huéspedes o células huésped quedaran claros
a partir de la descripciéon adicional en el presente documento.

La invencién se refiere ademas a un producto o una composicidon que contiene o que comprende al menos una
secuencia de aminoacidos de la invencién (o un fragmento adecuado de la misma), al menos un polipéptido de la
invencion, al menos un compuesto o construccion de la invencion y/o al menos un acido nucleico de la invencion, y
opcionalmente uno o mas componentes adicionales de tales composiciones conocidos per se, es decir, dependiendo
del uso previsto de la composicion. Un producto o una composicion de este tipo puede ser por ejemplo una
composicion farmacéutica (tal como se describe en el presente documento) o una composicion veterinaria. Algunos
ejemplos preferidos pero no limitativos de tales productos o composiciones quedaran claros a partir de la descripcion
adicional en el presente documento.

La invencion se refiere ademas a métodos para preparar las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos,
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acidos nucleicos, células huésped, productos y composiciones descritos en el presente documento.

La invencion se refiere ademas a aplicaciones y usos de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos,
compuestos, acidos nucleicos, células huésped, productos y composiciones descritos en el presente documento, asi
como a métodos para la prevencion y/o el tratamiento de la infeccion de las vias respiratorias provocada por VRSh.
Algunas aplicaciones y usos preferidos pero no limitativos quedaran claros a partir de la descripcion adicional en el
presente documento.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la presente invencion
pueden usarse generalmente para bloquear la interaccion de la proteina F de VRSh con la célula huésped diana y/o
su membrana, para neutralizar VRSh (diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh), para modular, inhibir y/o
prevenir la infectividad de VRSh (de diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh), para modular, inhibir y/o
prevenir la fusién (de diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh) con (la membrana celular de) la célula
huésped diana y/o para modular, inhibir y/o prevenir la entrada de VRSh en la célula huésped diana (de diferentes
cepas y/o mutantes de escape de VRSh).

Como tal, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la presente
invencion pueden usarse para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con
infeccion por VRSh. Los ejemplos de tales enfermedades y trastornos asociados con infeccion por VRSh quedaran
claros para el experto basandose en la divulgacion en el presente documento, y por ejemplo incluyen las siguientes
enfermedades y trastornos: enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de
vias bajas, bronquiolitis (inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmdn), neumonia, disnea, tos,
sibilancias (recurrentes) y asma.

Por consiguiente, la presente divulgacion también se refiere a un método para la prevencioén y/o el tratamiento de
enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis
(inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmon), neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o
asma provocadas por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, a un SUjetO que lo neceS|ta una cantidad
farmacéuticamente activa de al menos una secuencia de aminoacidos de la invencion, Nanobody de la invencioén,
polipéptido de la invencién, compuesto o construccién de la invencién o construccién monovalente de la invencién, o
una composicion de la invencion.

La invencién también se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos de la invencién, un Nanobody® de la
invencion, un polipéptido de la invencién, un compuesto o construccién de la invencién o un construccion
monovalente en la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis
(inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmon), neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o
asma; y/o para su uso en uno o mas de los métodos descritos en el presente documento.

La invencion también se refiere a una secuencia de aminoacidos de la invencién, un Nanobody® de la invencién, un
polipéptido de la invencién, un compuesto o construccién de la invenciéon o construccién monovalente para la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria
de vias bajas, bronquiolitis (inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmén), neumonia, disnea, tos,
sibilancias (recurrentes) y/o asma.

Otras aplicaciones y usos de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y compuestos y
composiciones de la invencion quedaran claros para el experto a partir de la divulgacion adicional en el presente
documento.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: ELISA de competencia: Fab de Synagls compite con Fab de Numax y Nanobodles de unién a VRS
purificados por la unién a la proteina Fmy. tal como se describe en el ejemplo 8. Nanobody 202A5 es un Nanobody
irrelevante que se une a HA de influenza.

Figura 2: Union de Nanobodies® monovalentes, bivalentes y trivalentes a proteina Fmy. tal como se describe en el
ejemplo 10.

Figuras 3A y B: Potencia (neutralizacion de VRS) de construcciones monovalentes, bivalentes y trivalentes para
neutralizar las cepas de VRS Long y B-1 tal como se describe en el ejemplo 11.

Figura 4: Ensayo de neutralizacién de VRS Long y los mutantes de escape R7C2/1; R7C2/11 y R7.936/4 por los
Nanobodies® monovalentes 7B2 (A), 15H8, (B) NC41 (C) en un intervalo de concentracion de desde
aproximadamente 2 uM hasta 6 nM y los Nanobodies® trivalentes RSV 400 (D), RSV404 (E), RSV 407 (F) y RSV
403 (G) en un intervalo de concentraaon de aproximadamente 20 nM a 100 pM. Se realiz6 sélo el ajuste de la curva
para datos de Nanobodies® monovalentes.
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Figura 5: Neutralizacion de las cepas VRS Long y VRS B-1 por el Nanobody® trivalente NC41 con diferentes
longitudes de conector tal como se describe en el ejemplo 15.

Figura 6: Vision general esquematica de los residuos humanizados introducidos en variantes de NC41
seleccionadas. Los puntos indican la presencia del residuo de tipo natural; las letras corresponden al residuo
humanizado. La numeracion es segin Kabat.

Figura 7: Alineacion de secuencias de Nanobody® humanizadas preferidas de la invencion.

Figura 8: Neutralizacion de la cepa Long y la cepa B-1 de VRSh por variantes de NC41 humanizadas monovalentes
y trivalentes. En la figura 8A, se compara la neutralizacién por dos de las variantes de NC41 humanizadas trivalentes
(RSV414 y RSV426) con sus correspondientes Nanobodies® monovalentes. La figura 8B muestra la neutralizacion
por las variantes de NC41 trivalentes (RSV414, RSV426 y RSV427).

Figura 9: Neutralizacion de las cepas Long (A) y B-1 (B) de VRSh por RSV407 y RSV434.

Figura 10: Pruebas de eficacia (profilactica) de RSV407 en el modelo de rata algodonera tal como se describe en el
ejemplo 21. Se les administraron por via intranasal a las ratas diversas concentraciones de RSV407 (dia -1) 24
horas antes de la infeccion por VRS (dia 0). Se determino el titulo virico (izquierda, media + E.E.M., n=6) y se
determind el nivel de ARN virico (derecha) en lavados de pulmén al nivel pico de viremia, que es el dia 4 tras la
infeccion (*= P<0,05 en prueba de la t de Student bilateral frente a sin tratar).

Figura 11: Pruebas de eficacia (terapéutica) de RSV434 en modelo de rata algodonera tal como se describe en el
ejemplo 21. Se infectaron las ratas con VRS el dia 0 y se trataron con 0, 1, 2, 4 0 20 mg/kg de RSV434 los dias 2y 3
mediante instilacion intranasal (n=6). Se determiné el titulo virico en lavados nasales (A) y de pulmoén (B) al nivel
pico de viremia (dia 4 tras la infeccion). Las lineas horizontales muestran los limites de deteccion.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Adicionalmente, en la presente descripcion, ejemplos y
reivindicaciones:

a) A menos que se indique o se defina de otro modo, todos los términos usados tienen su significado habitual en la
técnica, que quedara claro para el experto. Se hace referencia por ejemplo a los manuales convencionales
mencionados en el parrafo a) en la pagina 46 del documento WO 08/020079.

b) A menos que se indique de otro modo, los términos “secuencia de inmunoglobulina”, “secuencia”, “secuencia de
nucledtidos” y “acido nucleico” son tal como se describen en el parrafo b) en la pagina 46 del documento
WO 08/020079.

c) A menos que se indique de otro modo, todos los métodos, etapas, técnicas y manipulaciones que no se describen
especificamente en detalle pueden realizarse y se han realizado de una manera conocida per se, tal como quedara
claro para el experto. Se hace referencia por ejemplo de nuevo a los manuales convencionales y los antecedentes
generales de la técnica mencionados en el presente documento y a las referencias adicionales citadas en el mismo;
asi como a por ejemplo las siguientes revisiones Presta, Adv. Drug Deliv. Rev. 2006, 58 (5-6): 640-56; Levin y
Weiss, Mol. Biosyst. 2006, 2(1): 49-57; Irving et al., J. Immunol. Methods, 2001, 248(1-2), 31-45; Schmitz et al.,
Placenta, 2000, 21 supl. A, S106-12, Gonzales et al., Tumour Biol., 2005, 26(1), 31-43, que describen técnicas para
la ingenieria de proteinas, tales como maduracioén por afinidad y otras técnicas para mejorar la especificidad y otras
propiedades deseadas de proteinas tales como inmunoglobulinas.

d) Los residuos de aminoacido se indicaran segun el codigo de aminoacidos de una letra o de tres letras
convencional. Se hace referencia a la tabla A-2 en la pagina 48 del documento WO 08/020079.

e) Cuando se dice que una secuencia de nucleétidos o secuencia de aminoacidos “comprende” otra secuencia de
nucledétidos o secuencia de aminoacidos, respectivamente, o que “consiste esencialmente en” otra secuencia de
nucledtidos o secuencia de aminoacidos, esto tiene el significado facilitado en el parrafo i) en las paginas 51-52 del
documento WO 08/020079.

f) El término “en forma esencialmente aislada” tiene el significado facilitado al mismo en el parrafo j) en las paginas
52 y 53 del documento WO 08/020079.

g) Los términos “dominio” y “dominio de unién” tienen los significados facilitados a los mismos en el parrafo k) en la
pagina 53 del documento WO 08/020079.

h) Los términos “determinante antigénico” y “epitopo”, que también pueden usare de manera intercambiable en el
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presente documento, tienen los significados facilitados a los mismos en el parrafo I) en la pagina 53 del documento
WO 08/020079.

i) Tal como se describira adicionalmente en el parrafo m) en la pagina 53 del documento WO 08/020079, una
secuencia de aminoacidos (tal como un Nanobody®, un anticuerpo, un polipéptido de la invencidon o generalmente
una proteina o un polipéptido de unién a antigeno o un fragmento del mismo) que puede unirse (especificamente) a,
que tiene afinidad por y/o que tiene especificidad por un determinante antigénico, epitopo, antigeno o proteina
especifico (o por al menos una parte, fragmento o epitopo del mismo) se dice que es “contra” o “esta dirigido contra”
dicho determinante antigénico, epitopo, antigeno o proteina.

j) El término “especificidad” tiene el significado facilitado al mismo en el parrafo n) en las paginas 53-56 del
documento WO 08/020079; y tal como se menciona en el mismo se refiere al nimero de diferentes tipos de
antigenos o determinantes antigénicos a los que puede unirse una molécula de unién a antigeno o molécula de
proteina de unién a antigeno particular (tal como un Nanobody® o un polipéptido de la invencién). La especificidad
de una proteina de unién a antigeno puede determinarse basandose en la afinidad y/o avidez, tal como se describe
en las paginas 53-56 del documento WO 08/020079 (incorporado al presente documento como referencia), que
también describe algunas técnicas preferidas para medir la unién entre una molécula de unién a antigeno (tal como
un Nanobody® o polipéptido de la invencion) y el antigeno pertinente. Normalmente, las proteinas de unién a
antigeno (tales como las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencion) se uniran a su
antigeno con una constante de disociacion (Kp) de 10° a 10" moles/litro o menos, y preferiblemente de 10”7 a 1072
moles/litro 0 menos y mas preferiblemente de 10 a 10" molesl/litro (es decir, con una constante de asociacion (Ka)
de 10° a 10" litros/moles o0 mas, y preferiblemente de 10" a 10" litros/moles o mas y mas preferiblemente de 10° a
10" litros/moles). Cualquier valor de Kp mayor de 10* moles/litro (o cualquier valor de Ka menor de 10* M™)
litros/mol se considera generalmente que indica unién no especifica. Preferiblemente, una secuencia de
inmunoglobulina monovalente de la invencién se unira al antigeno deseado con una afinidad menor de 500 nM,
preferiblemente menor de 200 nM, mas preferiblemente menor de 10 nM, tal como por ejemplo de entre 10 y 5 nM.
La unién especifica de una proteina de unidon a antigeno a un antigeno o determinante antigénico puede
determinarse de cualquier manera adecuada conocida per se, incluyendo, por ejemplo, analisis de Scatchard y/o
ensayos de unién competitiva, tales como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA) y ensayos
de competencia de tipo sandwich, y las diferentes variantes de los mismos conocidas per se en la técnica; asi como
las otras técnicas mencionadas en el presente documento. Tal como quedara claro para el experto, y tal como se
describe en las paginas 53-56 del documento WO 08/020079, la constante de disociacion puede ser la constante de
disociacion real o aparente. Los métodos para determinar la constante de disociacién quedaran claros para el
experto, e incluyen por ejemplo las técnicas mencionadas en las paginas 53-56 del documento WO 08/020079.

k) La semivida de una secuencia de aminoacidos, un compuesto o polipéptido de la invencion puede definirse
generalmente tal como se describe en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079 y tal como se
menciona en el mismo se refiere al tiempo que tarda la concentraciéon en suero de la secuencia de aminoacidos, el
compuesto o polipéptido en reducirse en un 50%, in vivo, por ejemplo debido a degradacion de la secuencia de
aminoacidos, el compuesto o polipéptido y/o aclaramiento o secuestro de la secuencia de aminoacidos, el
compuesto o polipéptido mediante mecanismos naturales. La semivida in vivo de una secuencia de aminoacidos, un
compuesto o polipéptido de la invenciéon puede determinarse de cualquier manera conocida per se, tal como
mediante analisis farmacocinético. Las técnicas adecuadas quedaran claras para el experto en la técnica, y pueden
ser por ejemplo generalmente tal como se describe en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079.
Tal como se menciona también en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079, la semivida puede
expresarse usando parametros tales como el t1/2-alfa, t1/2-beta y el area bajo la curva (AUC). Se hace referencia
por ejemplo a la parte experimental mas adelante, asi como a los manuales convencionales, tales como Kennet, A et
al.: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists y Peters et al., Pharmacokinetic analysis: A
Practical Approach (1996). Se hace referencia también a “Pharmacokinetics”, M Gibaldi & D Perron, publicado por
Marcel Dekker, 2.2 edicion rev. (1982). Los términos “aumento de la semivida” o “semivida aumentada” también
como se definen en el parrafo o) en la pagina 57 del documento WO 08/020079 y en particular se refieren a un
aumento de t1/2-beta, o bien con o bien sin un aumento de t1/2-alfa y/o AUC o ambos.

I) Con respecto a una diana o un antigeno, el término “sitio de interaccion” en la diana o el antigeno significa un sitio,
epitopo, determinante antigénico, parte, dominio o tramo de residuos de aminoacido en la diana o el antigeno que es
un sitio para la unién a un receptor u otra pareja de unién, un sitio catalitico, un sitio de escision, un sitio para
interaccion alostérica, un sitio implicado en multimerizacion (tal como homomerizacion o heterodimerizacion) de la
diana o el antigeno; o cualquier otro sitio, epitopo, determinante antigénico, parte, dominio o tramo de residuos de
aminoacido en la diana o el antigeno que esta implicado en una accién biolégica o mecanismo de la diana o el
antigeno. Mas generalmente, un “sitio de interaccion” puede ser cualquier sitio, epitopo, determinante antigénico,
parte, dominio o tramo de residuos de aminoacido en la diana o el antigeno al que puede unirse una secuencia de
aminoacidos o un polipéptido de la invencion de manera que la diana o el antigeno (y/o cualquier ruta, interaccion,
sefializacion, mecanismo bioldgico o efecto biolégico en el que esta implicado la diana o el antigeno) se modula (tal
como se define en el presente documento).

m) Se dice que una secuencia de aminoacidos o polipéptido es “especifico para” una primera diana o antigeno en
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comparacion con una segunda diana o antigeno cuando se une al primer antigeno con una afinidad (tal como se
describié anteriormente, y expresada adecuadamente como valor de Kp, valor de Ka, velocidad de Kgis. y/o velocidad
de Kaso.) que es mejor en al menos 10 veces, tal como al menos 100 veces, y preferiblemente al menos 1000 veces,
y hasta 10000 veces o mas que la afinidad con la que dicha secuencia de aminoacidos o polipéptido se une a la
segunda diana o antigeno. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos o el polipéptido puede unirse a la primera
diana o antigeno con un valor de Kp que es al menos 10 veces menor, tal como al menos 100 veces menor, y
preferiblemente al menos 1000 veces menor, tal como 10.000 veces menor o incluso menor de eso, que la Kp con la
que dicha secuencia de aminoacidos o polipéptido se une a la segunda diana o antigeno. Preferiblemente, cuando
una secuencia de aminoacidos o polipéptido es “especifico para” una primera diana o antigeno en comparacion con
una segunda diana o antigeno, esta dirigido contra (tal como se define en el presente documento) dicha primera
diana o antigeno, pero no esta dirigido contra dicha segunda diana o antigeno.

n) Los términos “bloquear (de manera cruzada)”, “bloqueado (de manera cruzada)” y “bloqueo (cruzado)” se usan de
manera intercambiable en el presente documento para significar la capacidad de una secuencia de aminoacidos u
otro agente de union (tal como un polipéptido de la invencion) para interferir en la unién de otras secuencias de
aminoacidos o agentes de union de la invencién con una diana dada. El grado en el que una secuencia de
aminoacidos u otros agentes de union de la invencién son capaces de interferir en la unién de otro a la diana, y por
tanto si puede decirse que bloquea de manera cruzada segun la invencion, puede determinarse usando ensayos de
union de competencia. Un ensayo de bloqueo cruzado cuantitativo particularmente adecuado usa una maquina de
Biacore que puede medir el grado de las interacciones usando tecnologia de resonancia de plasmén superficial. Otro
ensayo de bloqueo cruzado cuantitativo adecuado usa un enfoque basado en ELISA para medir la competencia
entre secuencias de aminoacidos u otros agentes de unién en cuanto a su union a la diana.

Lo siguiente describe generalmente un ensayo de Biacore adecuado para determinar si una secuencia de
aminoacidos u otro agente de union bloquea de manera cruzada o es capaz de bloquear de manera cruzada segun
la invencion. Se apreciara que el ensayo puede usarse con cualquiera de las secuencias de aminoacidos u otros
agentes de unién descritos en el presente documento. La maquina de Biacore (por ejemplo, Biacore 3000) se hace
funcionar en linea con las recomendaciones del fabricante. Por tanto en un ensayo de bloqueo cruzado, la proteina
diana se acopla a un chip CM5 Biacore usando quimica de acoplamiento de amina convencional para generar una
superficie que esta recubierta con la diana. Normalmente se acoplarian 200-800 unidades de resonancia de la diana
al chip (una cantidad que proporciona faciimente niveles de union medibles pero que es facilmente saturable
mediante las concentraciones del reactivo de prueba que esta usandose). Dos secuencias de aminoacidos de
prueba (denominadas A* y B*) que van a evaluarse para determinar su capacidad de bloquearse de manera cruzada
entre si se mezclan a una razén molar de uno a uno de sitios de unién en un tampoén adecuado para crear la mezcla
de prueba. Cuando se calculan las concentraciones en una base de sitios de unién se supone que el peso molecular
de una secuencia de aminoacidos es el peso molecular total de la secuencia de aminoacidos dividido entre el
numero de sitios de unién de la diana en esa secuencia de aminoacidos. La concentracion de cada secuencia de
aminoacidos en la mezcla de prueba debe ser lo suficientemente alta como para saturar facilmente los sitios de
unién para esa secuencia de aminoacidos en las moléculas diana capturadas en el chip de Biacore. Las secuencias
de aminoacidos en la mezcla estan a la misma concentracion molar (en una base de unién) y esa concentracion
sera normalmente de entre 1,00 y 1,5 micromolar (en una base de sitios de unién). También se preparan
disoluciones separadas que contienen A* solo y B* solo. A* y B* en estas disoluciones deben estar en el mismo
tampon y a la misma concentracion que en la mezcla de prueba. La mezcla de prueba se hace pasar sobre el chip
de Biacore recubierto con la diana y se registra la cantidad de unién total. El chip se trata entonces de un modo tal
que se retiran las secuencias de aminoacidos unidas sin dafiar la diana unida al chip. Normalmente esto se realiza
tratando el chip con HCI 30 mM durante 60 segundos. La disolucion de A* solo se hace pasar entonces sobre la
superficie recubierta con la diana y se registra la cantidad de unién. El chip se trata de nuevo para retirar todas las
secuencias de aminoacidos unidas sin dafar la diana unida al chip. La disolucion de B* solo se hace pasar entonces
sobre la superficie recubierta con la diana y se registra la cantidad de unién. A continuacion se calcula la unién
tedrica maxima de la mezcla de A* y B*, y es la suma de la unién de cada secuencia de aminoacidos cuando se
hace pasar sobre la superficie de la diana sola. Si la union registrada real de la mezcla es menor que este maximo
tedrico, entonces las dos secuencias de aminoacidos se bloquean de manera cruzada entre si. Por tanto, en
general, una secuencia de aminoacidos de bloqueo cruzado u otro agente de unién segun la invencién es aquel que
se unira a la diana en el ensayo de bloqueo cruzado Biacore anterior de manera que durante el ensayo y en
presencia de una segunda secuencia de aminoacidos u otro agente de unién de la invencion la unién registrada es
de entre el 80% y el 0,1% (por ejemplo, del 80% al 4%) de la union tedérica maxima, especificamente entre el 75% y
el 0,1% (por ejemplo, del 75% al 4%) de la union tedrica maxima, y mas especificamente entre el 70% y el 0,1% (por
ejemplo, del 70% al 4%) de la unién tedrica maxima (justo tal como se definié anteriormente) de las dos secuencias
de aminoacidos o agentes de unién en combinacién. El ensayo Biacore descrito anteriormente es un ensayo
primario usado para determinar si secuencias de aminoacidos u otros agentes de unién se bloquean de manera
cruzada entre si segun la invencion. En raras ocasiones, secuencias de aminoacidos particulares u otros agentes de
union pueden no unirse a una diana acoplada por medio de quimica de amina a un chip CM5 Biacore (esto se
produce habitualmente cuando el sitio de unién relevante en la diana se enmascara o se destruye por el
acoplamiento al chip). En tales casos, el bloqueo cruzado puede determinarse usando una version etiquetada de la
diana, por ejemplo una version etiquetada con His N-terminal. En este formato particular, se acoplaria una secuencia
de aminoacidos anti-His al chip de Biacore y entonces se haria pasar la diana etiquetada con His sobre la superficie
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del chip y se capturaria por la secuencia de aminoacidos anti-His. El analisis del bloqueo cruzado se llevaria a cabo
esencialmente tal como se describid anteriormente, excepto porque tras cada ciclo de regeneracion del chip, se
cargaria nueva diana etiquetada con His de vuelta en la superficie recubierta con la secuencia de aminoacidos anti-
His. Ademas del ejemplo facilitado usando diana etiquetada con His N-terminal, podria usarse alternativamente
diana etiquetada con His C-terminal. Ademas, podrian usarse otras diversas combinaciones de etiquetas y proteinas
de unién a etiqueta que se conocen en la técnica para un analisis de bloqueo cruzado de este tipo (por ejemplo,
etiqueta de HA con anticuerpos anti-HA; etiqueta FLAG con anticuerpos anti-FLAG; etiqueta de biotina con
estreptavidina).

Lo siguiente describe generalmente un ensayo ELISA para determinar si una secuencia de aminoacidos u otro
agente de unién dirigido contra una diana bloquea de manera cruzada o es capaz de bloquear de manera cruzada
tal como se define en el presente documento. Se apreciara que el ensayo puede usarse con cualquiera de las
secuencias de aminoacidos (u otros agentes de unidn tales como polipéptidos de la invencion) descritas en el
presente documento. El principio general del ensayo es tener una secuencia de aminoacidos o agente de union que
esta dirigido contra la diana recubierta sobre los pocillos de una placa para ELISA. Se afiade una cantidad en
exceso de una segunda secuencia de aminoacidos anti-diana, que potencialmente bloquea de manera cruzada, en
disolucion (es decir, no unida a la placa para ELISA). Se afiade entonces una cantidad limitada de la diana a los
pocillos. La secuencia de aminoacidos recubierta y la secuencia de aminoacidos en disolucién compiten por la union
del numero limitado de moléculas diana. Se lava la placa para retirar la diana en exceso que no se ha unido
mediante la secuencia de aminoacidos recubierta y para retirar también la segunda secuencia de aminoacidos en
fase de disolucidon asi como cualquier complejo formado entre la segunda secuencia de aminoacidos en fase de
disolucion y la diana. La cantidad de diana unida se mide entonces usando un reactivo que es apropiado para
detectar la diana. Una secuencia de aminoacidos en disoluciéon que es capaz de bloquear de manera cruzada la
secuencia de aminoacidos recubierta sera capaz de provocar una disminucién del nimero de moléculas diana a las
que puede unirse la secuencia de aminoacidos recubierta con respecto al numero de moléculas diana con las que
puede unirse la secuencia de aminoacidos recubierta en ausencia de la segunda secuencia de aminoacidos en fase
de disolucion. En el caso en el que la primera secuencia de aminoacidos, por ejemplo un Ac-X, se elige para que
sea la secuencia de aminoacidos inmovilizada, se recubre sobre los pocillos de la placa para ELISA, tras lo cual las
placas se bloquean con una disolucién de bloqueo adecuada para minimizar la unién no especifica de reactivos que
se afiaden posteriormente. Se afiade entonces una cantidad en exceso de la segunda secuencia de aminoacidos, es
decir Ac-Y, a la placa para ELISA de manera que los moles de sitios de unién de la diana de Ac-Y por pocillo son al
menos 10 veces superiores a los moles de sitios de unién de la diana de Ac-X que se usaron, por pocillo, durante el
recubrimiento de la placa para ELISA. Entonces se afade la diana de manera que los moles de la diana afiadidos
por pocillo son al menos 25 veces inferiores a los moles de sitios de unién de la diana de Ac-X que se usaron para
recubrir cada pocillo. Tras un periodo de incubacion adecuado, se lava la placa para ELISA y se afiade un reactivo
para detectar la diana para medir la cantidad de diana unida especificamente mediante la secuencia de aminoacidos
anti-diana recubierta (en este caso Ac-X). La sefial de fondo para el ensayo se define como la sefial obtenida en
pocillos con la secuencia de aminoacidos recubierta (en este caso Ac-X), la segunda secuencia de aminoacidos en
fase de disolucion (en este caso Ac-Y), tampon de diana soélo (es decir, sin diana) y reactivos de deteccion de diana.
La sefial de control positivo para el ensayo se define como la sefial obtenida en pocillos con la secuencia de
aminoacidos recubierta (en este caso Ac-X), el tampdn de la segunda secuencia de aminoacidos en fase de
disolucion solo (es decir, sin la segunda secuencia de aminoacidos en fase de disolucion), la diana y reactivos de
deteccion de diana. El ensayo ELISA puede ejecutarse de una manera tal que se tiene que la sefial de control
positivo es al menos 6 veces la sefial de fondo. Para evitar cualquier artefacto (por ejemplo, afinidades
significativamente diferentes entre Ac-X y Ac-Y por la diana) que resulte de la eleccion de cual secuencia de
aminoacidos usar como secuencia de aminoacidos de recubrimiento y cual usar como segunda secuencia de
aminoacidos (competidora), el ensayo de bloqueo cruzado puede ejecutarse en dos formatos: 1) el formato 1 es
cuando Ac-X es la secuencia de aminoacidos que se recubre sobre la placa para ELISA y Ac-Y es la secuencia de
aminoacidos competidora que esta en disolucion y 2) el formato 2 es cuando Ac-Y es la secuencia de aminoacidos
que se recubre sobre la placa para ELISA y Ac-X es la secuencia de aminoacidos competidora que esta en
disolucion. Ac-X y Ac-Y se definen como que bloquean de manera cruzada si, o bien en el formato 1 o bien en el
formato 2, la secuencia de aminoacidos anti-diana en fase de disolucién es capaz de provocar una reduccion de
entre el 60% y el 100%, especificamente entre el 70% y el 100%, y mas especificamente entre el 80% y el 100%, de
la sefial de deteccion de diana {es decir, la cantidad de diana unida mediante la secuencia de aminoacidos
recubierta) en comparacion con la sefial de deteccion de diana obtenida en ausencia de la secuencia de
aminoacidos anti-diana en fase de disolucion (es decir, los pocillos de control positivo).

0) Se dice que una secuencia de aminoacidos es “reactiva de manera cruzada” para dos antigenos o determinantes
antigénicos diferentes (tales como por ejemplo albumina sérica de dos especies de mamifero diferentes, tales como
por ejemplo seroalbumina humana y seroalbumina de cyno, tales como por ejemplo proteina F de diferentes cepas
de VRSh, tales como por ejemplo proteina F de diferentes mutantes de escape de VRSh) si es especifica para (tal
como se define en el presente documento) ambos de estos antigenos o determinantes antigénicos diferentes.

p) Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, el nimero total de residuos de aminoacido en un

Nanobody® puede estar en la region de 110-120, es preferiblemente de 112-115 y es lo mas preferiblemente de 113.
Sin embargo, debe indicarse que las partes, los fragmentos, analogos o derivados (tal como se describe
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adicionalmente en el presente documento) de un Nanobody® no estan particularmente limitados en cuanto a su
longitud y/o tamafio, siempre que tales partes, fragmentos, analogos o derivados cumplan los requisitos adicionales
explicados resumidamente en el presente documento y sean también preferiblemente adecuados para los fines
descritos en el presente documento.

q) Tal como se describira adicionalmente en el parrafo q) en las paginas 58 y 59 del documento WO 08/020079
(incorporado al presente documento como referencia), los residuos de aminoacido de un Nanobody se numeran
segun la numeracion general para dominios de V4 facilitada por Kabat et al. (“Sequence of proteins of immunological
interest”, US Public Health Services, NIH Bethesda, MD, publicacién n.° 91), tal como se aplica a dominios de Vux de
camélidos en el articulo de Riechmann y Muyldermans, J. Immunol. Methods 23 de junio de 2000 240 (1-2): 185-
195 (véase por ejemplo la figura 2 de esta publicacion), y por conS|gu|ente FR1 de un Nanobody comprende los
residuos de aminoacido en las posiciones 1 30 CDR1 de un Nanobody comprende los residuos de aminoacido en
las p05|C|ones 31-35, FR2 de un Nanobody comprende los aminoacidos en las posiciones 36-49 CDR2 de un
Nanobody comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 50-65 FR3 de un Nanobody comprende los
residuos de aminoacido en las posiciones 66- 94 CDR3 de un Nanobody comprende los residuos de aminoacido en
las posiciones 95-102 y FR4 de un Nanobody comprende los residuos de aminoacido en las posiciones 103-113.

r) En el contexto de la presente invencion “célula huésped diana (de un virus)” se refiere generalmente a una célula
particular, que es o se deriva de un sujeto vivo y que es susceptible a la infeccion por dicho virus.

s) El término “infectividad de un virus”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la proporcion de
sujetos vivos que, cuando se exponen a dicho virus, se infectan realmente por dicho virus.

t) El término “neutralizacion de un virus”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la modulacién y/o
reduccion y/o prevencion y/o inhibicion de la infectividad (tal como se define en el presente documento) de un virus
mediante unién de un compuesto neutralizante al virién, tal como se mide usando un ensayo in vitro, celular o in vivo
adecuado (tal como por ejemplo el ensayo de microneutralizacion descrito por Anderson et al. 1985 (J. Clin.
Microbiol. 22: 1050-1052) y 1988 (J. Virol. 62: 4232-4238), modificaciones de estos ensayos tal como se describe
por ejemplo en el ejemplo 6; un ensayo de reduccion de placas de lisis tal como se describe por ejemplo por
Johnson et al. 1997 (J. Inf. Dis. 176: 2215-1224), y modificaciones de los mismos y las mencionadas en el presente
documento). En particular, “neutralizacion (de un virus)’ o “neutralizar (un virus)” puede significar o bien modular,
reducir, prevenir o bien inhibir la infectividad (tal como se define en el presente documento) de un virus tal como se
mide usando un ensayo in vitro, celular o in vivo adecuado (tales como los mencionados en el presente documento),
en al menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al
menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, o el 90% o mas, en comparaciéon con la
infectividad normal (es decir, que se produce de manera natural) (tal como se define en el presente documento) de
un virus, en el mismo ensayo en las mismas condiciones pero sin la presencia de la secuencia de aminoacidos,
Nanobody o polipéptido de la invencién.

» oo«

u) El término “potencia de una secuencia de aminoacidos de la invencién”, “potencia de un Nanobody® de la
invencion”, “potencia de un polipéptido de la invencion” y/o “potencia de compuesto o construccién de la invencion”,
tal como se usa en eI presente documento, se refiere a la capacidad de dicha secuencia de aminoacidos de la
invencion, Nanobody de la invencion, polipéptido de la invencion y/o compuesto o construccion de la invencién para
neutralizar un virus particular (tal como por ejemplo VRSh), para modular, inhibir y/o prevenir la infectividad de un
virus, para modular, inhibir y/o prevenir la fusion de un virus con (la membrana celular de) la célula huésped diana,
y/o para modular, inhibir y/o prevenir la entrada de un virus en la célula huésped diana (tal como se define en el
presente documento). La potencia puede medirse mediante cualquier ensayo adecuado conocido en la técnica o
descrito en el presente documento, tal como por ejemplo los ensayos de microneutralizacion descritos en la seccion

de ejemplos y/o los ensayos mencionados en el punto t) anteriormente.

v) El término “unién del virus”, tal como se usa en el presente documento, es la unién de un virus (por ejemplo,
VRSh) a una célula huésped diana directamente (por ejemplo, interactuando con un receptor virico) o indirectamente
(por ejemplo, mediando en la interaccion de una o mas de otras proteinas o moléculas a un receptor virico).

w) El término “fusion del virus”, tal como se usa en el presente documento, es la fusion de un virus (por ejemplo,
VRSh) a una célula huésped diana directamente (por ejemplo, interaccionando con compuestos de la membrana de
la célula huésped diana) o indirectamente (por ejemplo, mediando en la interaccion de una o mas de otras proteinas
0 moléculas con compuestos de la membrana de la célula huésped diana).

x) El término “entrada virica” usado en el presente documento abarca cualquier ruta biolégica mediada por virus que
es necesaria para lograr la union del virion a una célula huésped diana y/o la fusién virica con una célula huésped
diana.

y) Un “tramo de residuos de aminoacido” significa dos o mas residuos de aminoacido que son adyacentes entre si o

estan en proximidad estrecha entre si, es decir en la estructura primaria o terciaria de la secuencia de aminoacidos.
En el contexto de la presente invencion, el “tramo de residuos de aminoacido” sera responsable (al menos
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parcialmente) de la union de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, polipéptido, compuesto o construccion de la
invencion al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh.

z) Cuando se comparan dos tramos de residuos de aminoacido (o dos secuencias de CDR), el término “diferencia de
aminoacido” se refiere a una insercion, delecion o sustituciéon de un Unico residuo de aminoacido en una posicion del
tramo de residuos de aminoacido (o secuencia de CDR) especificada en b), d) o f), en comparacién con el tramo de
residuos de aminoacido (o secuencia de CDR) de respectivamente a), c) o e); entendiéndose que el tramo de
residuos de aminoacido (o secuencia de CDR) de b), d) y f) puede contener una, dos o como maximo tres de tales
diferencias de aminoacido en comparacion con el tramo de residuos de aminoacido de respectivamente a), c) o e).
La “diferencia de aminoacido” puede ser una cualquiera, dos o como maximo tres sustituciones, deleciones y/o
inserciones, o cualquier combinacion de las mismas, que o bien mejoran las propiedades de la secuencia de
aminoacidos de la invencién o que al menos no reducen demasiado las propiedades deseadas o el equilibrio o
combinacion de propiedades deseadas de la secuencia de aminoacidos de la invencién. En este sentido, la
secuencia de aminoacidos resultante de la invencién debe unirse al menos a la proteina F de VRSh con una afinidad
igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos que comprende el uno o
mas tramos de residuos de aminoacido sin la una, dos o como maximo tres sustituciones, deleciones y/o
inserciones, midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial; y/o la secuencia de
aminoacidos resultante de la invencion debe tener al menos una potencia que es igual, aproximadamente igual o
superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos que comprende el uno o mas tramos de residuos de
aminoacido sin la una, dos o como maximo tres sustituciones, deleciones y/o inserciones. El experto sera capaz
generalmente de determinar y seleccionar sustituciones, deleciones y/o inserciones adecuadas, o combinaciones
adecuadas de las mismas, basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado
limitado de experimentacion de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un ndmero limitado de posibles
sustituciones, deleciones o inserciones y determinar su influencia sobre las propiedades de las secuencias de
aminoacidos asi obtenidas. Por ejemplo, y dependiendo del organismo huésped usado para expresar la secuencia
de aminoacidos de la invencion, tales deleciones y/o sustituciones pueden estar disefiadas de un modo tal que se
eliminan uno o mas sitios para la modificacion postraduccional (tales como uno o mas sitios de glucosilacion), tal
como estara dentro de la capacidad del experto en la técnica.

En un aspecto preferido de la invencion, la “diferencia de aminoacido” es una sustitucion de aminoacido. La
sustitucién de aminoacido puede ser una cualquiera, dos 0 como maximo tres sustituciones que o bien mejoran las
propiedades de la secuencia de aminoacidos de la invencién o que al menos no reducen demasiado las propiedades
deseadas o el equilibrio o la combinacion de propiedades deseadas de la secuencia de aminoacidos de la invencion.
En este sentido, la secuencia de aminoacidos resultante de la invencion debe unirse al menos a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos
que comprende el uno o mas tramos de residuos de aminoacido sin la una, dos o0 como maximo tres sustituciones,
midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial; y/o la secuencia de aminoacidos resultante
de la invencion debe al menos tener una potencia que es igual, aproximadamente igual o superior en comparacion
con la secuencia de aminoacidos que comprende el uno o mas tramos de residuos de aminoacido sin la una, dos o
como maximo tres sustituciones, deleciones y/o inserciones. El experto sera capaz generalmente de determinar y
seleccionar sustituciones adecuadas, basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras
un grado limitado de experimentacion de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un niumero limitado de
posibles sustituciones y determinar su influencia sobre las propiedades de los Nanobodies® asi obtenidos. La
sustitucién de aminoacido en el uno o mas tramos de residuos de aminoacido puede ser una sustitucién de
aminoacido conservativa. Las sustituciones de aminoacidos “conservativas” son generalmente sustituciones de
aminoacidos en las que se reemplaza un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoacido de estructura
quimica similar y que tiene poca o esencialmente ninguna influencia sobre la funcién, actividad u otras propiedades
bioldgicas de la secuencia de aminoacidos resultante. Tales sustituciones de aminoacidos conservativas se conocen
bien en la técnica, por ejemplo a partir de los documentos WO 04/037999, GB-A-3 357 768, WO 98/49185,
WO 00/46383 y WO 01/09300; y pueden seleccionarse tipos y/o combinaciones (preferidos) de tales sustituciones
basandose en las ensefianzas pertinentes del documento WO 04/037999 asi como el documento WO 98/49185 y a
partir de las referencias adicionales citadas en los mismos.

Tales sustituciones conservativas son preferiblemente sustituciones en las que un aminoacido dentro de los
siguientes grupos (a) - (e) se sustituye por otro residuo de aminoacido dentro del mismo grupo: (a) residuos
pequefios alifaticos, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; (b) residuos polares, cargados
negativamente y sus amidas (no cargadas): Asp, Asn, Glu y GlIn; (c) residuos polares, cargados positivamente: His,
Arg y Lys; (d) residuos grandes alifaticos apolares: Met, Leu, lle, Val y Cys; y (e) residuos aromaticos: Phe, Tyry Trp.

Sustituciones conservativas particularmente preferidas son las siguientes: Ala a Gly o a Ser; Arg a Lys; Asn a Gln o
a His; Asp a Glu; Cys a Ser; GIn a Asn; Glu a Asp; Gly a Ala o a Pro; His a Asn o a Gin; lle a Leuo a Val; Leu a lle o
a Val; Lys a Arg, a GIn o a Glu; Met a Leu, a Tyr o a lle; Phe a Met, a Leu o a Tyr; Ser a Thr; Thr a Ser; Trp a Tyr; Tyr
a Trp; y/o Phe a Val, a lle o a Leu. La sustitucion de aminoacido en el uno o mas tramos de residuos de aminoacido
puede dotar a la secuencia de aminoacidos de afinidad aumentada por la unién a la proteina F de VRSh. Esto puede
realizarse mediante técnicas tales como mutagénesis al azar o dirigida al sitio y/u otras técnicas para la maduracion
por afinidad conocidas per se, tales como por ejemplo las descritas en los documentos WO 09/004065, WO
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05/003345, WO 06/023144, EP527809, EP397834.

Sin limitarse, las reglas (seguidas de manera parcial o completa) para las sustituciones de residuos de aminoacido
en las CDR pueden ser las siguientes (es decir, sustitucion por aminoacidos con quimicas de cadena lateral
similares):

- K se sustituye por R;

- R se sustituye por K;

- A se sustituye por So T;

- S se sustituye por Ao T;

- T se sustituye por Ao S;

- | se sustituye por L o V;

- L se sustituye por | o V;

- V se sustituye por | o L;

- F se sustituye porY;

- 'Y se sustituye por F;

- N se sustituye por D;

- D se sustituye por N;

- Q se sustituye por E;

- E se sustituye por Q;

- G se sustituye por A;

- M se sustituye por L;

- H, C, Wy P se mantienen constantes.

Ademas, y también sin limitacion, las reglas (seguidas de manera parcial o completa) para sustituciones de residuos
de aminoacido en las CDR pueden ser alternativamente tal como sigue para sustituciones en las posiciones 27 a 35

y las posiciones 50 a 58 (usando el sistema de numeracién de Kabat), en las que para las posiciones 27 a 35:

- El residuo de aminoacido original en la posicion 27 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por F; G; R; S; 2 de
F,G, R, S;3deF, G, R, S; otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicién 28 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por A; I; S; T; 2 de A,
I,S, T;3de A, I, S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicién 29 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por F; G; L; S; 2 de
F,G, L, S;3deF, G, L, S; otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 30 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; G; S; T; 2 de
D, G, S, T;3deD,G, S, T, o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 31 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; I; N; S; T; 2 de
D,I,N,S, T;3deD,I,N,S,T; otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 32 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; N; Y; 2 de D,
N, Y; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 33 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por A; G; T; V; 2 de
A G, T,V;3deA G, T,V; otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 34 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por I; M; o todos

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 034 T3

ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 35 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por A; G; S; 2 de A,
G, S; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

y las posiciones 50 a 58 si la secuencia de aminoacidos original tiene una secuencia de aminoacidos en la posicion
52a (numeracién de Kabat usada),

- el residuo de aminoacido original en la posicién 50 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por A; C; G; S; T; 2
de A C,G, S, T;3deA C,G,S, T;4de A, C, G, S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posiciéon 51 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por [;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 52 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por N; R; S; T; 2 de
N,R, S, T;3de N, R, S, T, otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicidon 52a (numeracion de Kabat usada) se sustituye por R; S; T; W; 2 de
R, S, T,W;3deR, S, T, W; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 53 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; G; N; S; T; 2
deD,G,N,S, T;3deD,G,N,S,T;4de D, G, N, S, T, o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 54 (numeracién de Kabat usada) se sustituye por D; G; o todos
ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicién 55 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; G; S; 2 de D,
G, S; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 56 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por |; N; R; S; T; 2 de
ILN,R, S, T;3del,N,R, S, T;4de |, N, R, S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 57 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por T;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 58 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; H; N; S; Y; 2
deD,H,N,S,Y;3deD,H,N,S,Y;4deD,H,N,S,Y,; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

y en las que para las posiciones 50 a 58 si la secuencia de aminoacidos original no tiene una secuencia de
aminoacidos en la posicion 52a (numeracion de Kabat usada),

- el residuo de aminoacido original en la posicién 50 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por A; G; R; S; T; 2
de A, G R, S, T;3de A, G, R, S, T;4de A, G, R, S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posiciéon 51 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por [;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 52 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por N; S; T; 2 de N,
S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicién 53 (numeracién de Kabat usada) se sustituye por N; R; S; T; Y; 2
deN,R, S, T,Y;3deN,R,S, T,Y;4de N, R, S, T, Y; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicién 54 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; G; R; S; 2 de
D,G,R, S;3deD, G, R, S; otodos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 55 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por G;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 56 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por G; N; R; S; T; 2
deD,N,R,S, T;3deD,N,R, S, T;4de D, N, R, S, T; o todos ellos, preferiblemente todos ellos;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 57 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por T;

- el residuo de aminoacido original en la posicion 58 (numeracion de Kabat usada) se sustituye por D; N; T; Y; 2 de
D,N,T,Y;3deD,N,T,Y,; o todos ellos, preferiblemente todos ellos,

tras lo cual una o mas de las sustituciones potencialmente utiles (o combinaciones de las mismas) asi determinadas

pueden introducirse en dicha secuencia de CDR (de cualquiera manera conocida per se, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) y la(s) secuencia(s) de aminoacidos resultante(s) puede(n) someterse a
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prueba para determinar su afinidad por la proteina F de VRSh, y/u ofras propiedades deseadas tales como por
ejemplo caracteristicas de unién mejoradas (adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o
aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de
Clsp, tal como se describe adicionalmente en el presente documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por
proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh. De este modo, por medio de un
grado limitado de ensayo y error, el experto en la técnica puede determinar otras sustituciones adecuadas en las
CDR (o combinaciones adecuadas de las mismas) basandose en la divulgaciéon en el presente documento. Las
secuencias de aminoacidos que comprenden un tramo de residuos de aminoacido que tiene una, dos o como
maximo tres sustituciones, inserciones o deleciones, y secuencias de acido nucleico que codifican las mismas,
pueden proporcionarse de cualquier manera conocida per se, por ejemplo usando una o mas de las técnicas
mencionadas en las paginas 103 y 104 del documento WO 08/020079.

Las secuencias de aminoacidos resultantes de la invencion deben unirse preferiblemente a la proteina F de VRSh
con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o
aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) que es tal como se define en el presente documento; y/o neutralizar
VRSh con una eficacia y/o potencia que es tal como se define en el presente documento.

aa) Cuando se comparan dos secuencias de aminoacidos, el término “diferencia de aminoacido” se refiere a una
insercidn, delecion o sustitucion de un Unico residuo de aminoacido en una posiciéon de la primera secuencia de
aminoacidos, en comparacion con la segunda secuencia de aminoacidos; entendiéndose que las dos secuencias de
aminoacidos pueden contener una, dos o como maximo tres de tales diferencias de aminoacido. La “diferencia de
aminoacido” puede ser una cualquiera, dos cualesquiera o como maximo cualquiera de tres sustituciones,
deleciones o inserciones en la secuencia de aminoacidos, es decir en una o mas de las regiones de armazén o en
una o mas de las CDR (que puede ser en una CDR de la invencion (es decir, en CDR2) o en otra CDR (es decir, en
CDR1, CDR2 o CDRS3)), o cualquier combinacién de las mismas, que o bien mejoran las propiedades de la
secuencia de aminoacidos de la invencién o que al menos no reducen mucho las propiedades deseadas o el
equilibrio o la combinaciéon de propiedades deseadas de la secuencia de aminoacidos de la invencién. En este
sentido, la secuencia de aminoacidos resultante de la invencion debe unirse al menos a la proteina F de VRSh con
una afinidad igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la una,
dos o como maximo tres sustituciones, deleciones o inserciones, midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de
plasmén superficial; y/o la secuencia de aminoacidos resultante de la invencién debe tener al menos una potencia
que es igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la una, dos o
como maximo tres sustituciones, deleciones y/o inserciones. El experto sera capaz generalmente de determinar y
seleccionar sustituciones, deleciones o inserciones adecuadas, o combinaciones adecuadas de las mismas,
basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion
de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un ndmero limitado de posibles sustituciones, deleciones o
inserciones y determinar su influencia sobre las propiedades de la secuencia de aminoacidos asi obtenidas.

En un aspecto de la invencién, la “diferencia de aminoacido” es una sustitucién de aminoacido. La sustitucién de
aminoacido puede ser una cualquiera, dos 0 como maximo tres sustituciones en una o mas de las regiones de
armazon o en una o mas de las CDR (que pueden ser en una CDR de la invencioén (es decir, en CDR2) o en otra
CDR (es decir, en CDR1, CDR2 o CDR3)), o cualquier combinacién de las mismas, que o bien mejoran las
propiedades de la secuencia de aminoacidos de la invencién o que al menos no reducen mucho las propiedades
deseadas o el equilibrio o la combinacion de propiedades deseadas de la secuencia de aminoacidos de la invencion.
En este sentido, la secuencia de aminoacidos resultante de la invencion debe unirse al menos a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos
sin la una, dos o como maximo tres sustituciones, midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén
superficial; y/o la secuencia de aminoacidos resultante de la invencidon debe al menos tener una potencia que es
igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la una, dos o como
maximo tres sustituciones. El experto sera capaz generalmente de determinar y seleccionar sustituciones
adecuadas, basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de
experimentacion de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un nimero limitado de posibles sustituciones y
determinar su influencia sobre las propiedades de las secuencias de aminoacidos asi obtenidas.

Tal como se indicd anteriormente, las sustituciones, inserciones o deleciones pueden ser en una o mas de las
regiones de armazoén y/o en una o mas de las CDR. Tal como se comentd anteriormente (véase el punto z anterior),
la sustitucién de aminoacido en una o mas de las CDR puede ser cualquier sustitucién tal como una “sustitucion
conservativa” (tal como se define en el presente documento), puede estar impulsada por determinadas reglas (tal
como se define en el presente documento), y/o puede inducir propiedades mejoradas en las secuencias de
aminoacidos resultantes. Cuando tales sustituciones, inserciones o deleciones se realizan en una o mas de las
regiones de armazoén, pueden realizarse en uno o mas de los residuos distintivos (tal como se define por ejemplo en
el documento WO 08/020079; tablas A-3 a A-8) y/o en una o mas de las otras posiciones en los residuos de
armazon, aunque las sustituciones, inserciones o deleciones en los residuos distintivos son generalmente menos
preferidas (a menos que éstas sean sustituciones de humanizacion adecuadas tal como se describe en el presente
documento). Por medio de ejemplos no limitativos, una sustitucion puede ser por ejemplo una sustitucion
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conservativa (tal como se describe en el presente documento) y/o un residuo de aminoacido puede reemplazarse
por otro residuo de aminoacido que se produce de manera natural en la misma posicion en otro dominio de Vun
(véase el documento WO 08/020079, tablas A-5 a A-8), aunque la invencién no se limita generalmente a ello.

Las sustituciones, inserciones o deleciones realizadas (preferiblemente) en una o mas de las regiones de armazon
pueden ser una sustitucion de humanizacion (es decir, que reemplaza uno o mas residuos de aminoacido en la
secuencia de aminoacidos de una secuencia de Vuyy que se produce de manera natural (y en particular en las
secuencias de armazon) por uno o mas de los residuos de aminoacido que aparecen en la(s) posicién/posiciones
correspondiente(s) en un dominio de V4 de un anticuerpo de 4 cadenas convencional de un ser humano). Algunas
sustituciones de humanizacién preferidas, pero no limitativas (y combinaciones adecuadas de las mismas) quedaran
claras para el experto basandose en la divulgacion en el presente documento. Pueden establecerse sustituciones de
humanizacion potencialmente utiles comparando la secuencia de las regiones de armazon de una de la secuencia
de aminoacidos de la invencion definida en a) con la secuencia de armazén correspondiente de una o mas
secuencias de Vy humanas estrechamente relacionadas, tras lo cual una o mas de las sustituciones de
humanizacion potencialmente Utiles (o combinaciones de las mismas) asi determinadas pueden introducirse en
dicha secuencia de aminoacidos de la invencion definida en a) (de cualquier manera conocida per se, tal como se
describe adicionalmente en el presente documento) y la secuencia de aminoacidos humanizada resultante puede
someterse a prueba para determinar su afinidad por la proteina F de VRSh, para determinar la estabilidad, la
facilidad y el nivel de expresion, y/u otras propiedades deseadas definidas en el presente documento. De este modo,
por medio de un grado limitado de ensayo vy error, el experto puede determinar otras sustituciones de humanizacion
adecuadas (o combinaciones adecuadas de las mismas) basandose en la divulgacion en el presente documento.

Las sustituciones de humanizaciéon deben elegirse de manera que la secuencia de aminoacidos humanizada
resultante y/o Nanobody® conserva todavia las propiedades favorables de Nanobodies® tal como se define en el
presente documento. Un experto sera capaz generalmente de determinar y seleccionar sustituciones de
humanizacion adecuadas o combinaciones de sustituciones de humanizacion adecuadas, basandose en la
divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion de rutina, que
puede implicar por ejemplo introducir un nimero limitado de posibles sustituciones de humanizacion y determinar su
influencia sobre las propiedades de los Nanobodies® asi obtenidos.

Generalmente, como resultado de la humanizacion, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencion
puede convertirse en un tipo mas “humano”, al tiempo que todavia conserva las propiedades favorables de los
Nanobodies® de la invencion tal como se describe en el presente documento. Como resultado, tal secuencia de
aminoacidos humanizada y/o Nanobody® puede tener varias ventajas, tales como una inmunogenicidad reducida, en
comparacion con el dominio de Vuy que se produce de manera natural correspondiente. De nuevo, basandose en la
divulgacién en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion de rutina, el
experto sera capaz de seleccionar sustituciones de humanizacion o combinaciones de sustituciones de
humanizacion adecuadas que optimizan o logran un equilibrio deseado o adecuado entre las propiedades favorables
proporcionadas por las sustituciones de humanizacién por un lado y las propiedades favorables de dominios de Vpy
que se producen de manera natural por otro lado.

Las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion pueden humanizarse adecuadamente en cualquier
residuo de armazoén, tal como en uno o mas residuos distintivos (tal como se define en el presente documento) o en
uno o mas de otros residuos de armazon (es decir, residuos no distintivos) o cualquier combinacion adecuada de los
mismos. Una sustitucion de humanizacion preferida para los Nanobodies™ del “grupo P,R,S-103” o el “grupo KERE”
(tal como se define en el documento WO 08/020079) es Q108 a L108.

Dependiendo del organismo usado para expresar la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la
invencion, tales deleciones y/o sustituciones también pueden disefiarse de un modo tal que se eliminan uno o mas
sitios de modificacion postraduccional (tal como uno o mas sitios de glucosilacién), tal como estara dentro de la
capacidad del experto en la técnica. Alternativamente, pueden disefarse sustituciones o inserciones para introducir
uno o mas sitios para la unién de grupos funcionales (tal como se describe en el presente documento), por ejemplo
para permitir una pegilacion especifica de sitio (de nuevo tal como se describe en el presente documento).

Tal como puede observarse a partir de los datos sobre la entropia de Vuy y variabilidad de Vyy facilitados en las
tablas A-5 - A-8 del documento WO 08/020079, algunos residuos de aminoacido en las regiones de armazoén estan
mas conservados que otros. Generalmente, aunque la invencién en su sentido mas amplio no se limita a las
mismas, cualquier sustitucion, delecion o insercién se realiza preferiblemente en las posiciones que estan menos
conservadas. Ademas, generalmente, se prefieren sustituciones de aminoacido con respecto a deleciones o
inserciones de aminoacido. Cualquier sustitucién de aminoacido aplicada a los polipéptidos descritos en el presente
documento puede basarse también en el analisis de las frecuencias de variaciones de aminoacido entre proteinas
homologas de diferentes especies desarrolladas por Schulz et al., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag,
1978, sobre los analisis de potenciales de formacién de estructuras desarrollados por Chou y Fasman, Biochemistry
13: 211, 1974 y Adv. Enzymol., 47: 45-149, 1978, y sobre los andlisis de patrones de hidrofobicidad en proteinas
desarrollados por Eisenberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 140-144, 1984; Kyte & Doolittle; J Molec. Biol. 157:
105-132, 1981, y Goldman et al., Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353, 1986, todos incorporados en el presente
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documento en su totalidad como referencia. La informacién sobre la estructura primaria, secundaria y terciaria de
Nanobodies® se facilita en la descripcion en el presente documento y en los antecedentes generales de la técnica
mencionados anteriormente. Ademas, para este fin, la estructura cristalina de un dominio de Vuyny de una llama se
facilita por ejemplo por Desmyter et al., Nature Structural Biology, vol. 3, 9, 803 (1996); Spinelli et al., Natural
Structural Biology (1996); 3, 752-757; y Decanniere et al., Structure, vol. 7, 4, 361 (1999). Puede encontrarse
informacion adicional sobre algunos de los residuos de aminoacido que en dominios de V4 convencionales forman la
superficie de contacto Vw/V_ y sustituciones de camelizaciéon potenciales en estas posiciones en la técnica anterior
mencionada anteriormente.

Las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® con una, dos o como maximo tres sustituciones, inserciones o
deleciones, y secuencias de acido nucleico que codifican las mismas, pueden proporcionarse de cualquier manera
conocida per se, por ejemplo usando una o mas de las técnicas mencionadas en las paginas 103 y 104 del
documento WO 08/020079.

Las secuencias de aminoacidos resultantes y/o Nanobodies® de la invencion deben unirse preferiblemente a la
proteina F de VRSh con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente),
valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clso, tal como
se describe adicionalmente en el presente documento) que es tal como se define en el presente documento; y/o
neutralizar VRSh con una eficacia y/o potencia que es tal como se define en el presente documento.

bb) Cuando se comparan dos polipéptidos, el término “diferencia de aminoacido” se refiere a una insercion, delecion
o sustitucion de un Unico residuo de aminoacido en una posiciéon del primer polipéptido, en comparacién con el
segundo polipéptido; entendiéndose que dos polipéptidos pueden contener una, dos o como maximo tres de tales
diferencias de aminoacido.

La “diferencia de aminoacido” puede ser una cualquiera, dos cualesquiera o0 como maximo tres sustituciones,
deleciones o inserciones en el polipéptido, es decir en una o mas de las regiones de armazoén o en una o mas de las
CDR (que puede ser en una CDR de la invencioén (es decir, en CDR2) o en otra CDR (es decir, en CDR1, CDR2 o
CDR3)), o cualquier combinacion de las mismas, que o bien mejoran las propiedades del polipéptido de la invencion
o que al menos no reducen mucho las propiedades deseadas o el equilibrio o la combinacién de propiedades
deseadas del polipéptido de la invencion. En este sentido, el polipéptido resultante de la invencién debe unirse al
menos a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior en comparacién con el
polipéptido sin la una, dos 0 como maximo tres sustituciones, deleciones o inserciones, midiéndose dicha afinidad
mediante resonancia de plasmoén superficial; y/o el polipéptido resultante de la invencion debe al menos tener una
potencia que es igual, aproximadamente igual o superior en comparacion con el polipéptido sin la una, dos o como
maximo tres sustituciones, deleciones y/o inserciones. El polipéptido resultante debe unirse preferiblemente a la
proteina F de VRSh con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente),
valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clso, tal como
se describe adicionalmente en el presente documento) que es tal como se define en el presente documento; y/o
neutralizar VRSh con una eficacia y/o potencia que es tal como se define en el presente documento. El experto sera
capaz generalmente de determinar y seleccionar sustituciones, deleciones o inserciones adecuadas, o
combinaciones adecuadas de las mismas, basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente
tras un grado limitado de experimentacion de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un nimero limitado de
posibles sustituciones, deleciones o inserciones y determinar su influencia sobre las propiedades del polipéptido asi
obtenido.

En un aspecto de la invencién, la “diferencia de aminoacido” es una sustitucién de aminoacido. La sustitucién de
aminoacido puede ser una cualquiera, dos cualesquiera o como maximo tres cualesquiera sustituciones en las
regiones de armazon o en una o mas de las CDR (que puede ser en una CDR de la invencion (es decir, presente en
CDR2) o en otra CDR (es decir, en CDR1, CDR2 o CDR3)), o cualquier combinacion de las mismas, que o bien
mejoran las propiedades del polipéptido de la invencién o que al menos no reducen mucho las propiedades
deseadas o el equilibrio o la combinacién de propiedades deseadas del polipéptido de la invencién. En este sentido,
el polipéptido resultante de la invenciéon debe unirse al menos a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior en comparacion con el polipéptido sin la una, dos o como maximo tres
sustituciones, deleciones o inserciones, midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial; y/o
el polipéptido resultante de la invencion debe al menos tener una potencia que es igual, aproximadamente igual o
superior en comparacion con el polipéptido sin la una, dos o como maximo tres sustituciones, deleciones y/o
inserciones. El polipéptido resultante debe unirse preferiblemente a la proteina F de VRSh con una afinidad
(adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad
de kaso. Y/O velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsp, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento) que es tal como se define en el presente documento; y/o neutralizar VRSh con una eficacia y/o
potencia que es tal como se define en el presente documento. El experto sera capaz generalmente de determinar y
seleccionar sustituciones adecuadas, basandose en la divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras
un grado limitado de experimentacion de rutina, que puede implicar por ejemplo introducir un numero limitado de
posibles sustituciones y determinar su influencia sobre las propiedades de polipéptidos asi obtenidos.
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Tal como se indicd anteriormente, las sustituciones, inserciones o deleciones pueden ser en una o mas de las
regiones de armazon y/o en una o mas de las CDR. Tal como se comentd anteriormente (véase el punto z)), las
sustituciones, inserciones o deleciones en las CDR pueden ser cualquier sustitucién, insercion o delecion posible tal
como “sustitucion conservativa” (tal como se define en el presente documento), puede estar impulsada por
determinadas reglas (tal como se define en el presente documento), y/o puede inducir propiedades mejoradas en los
polipéptidos resultantes.

Cuando tales sustituciones, inserciones o deleciones se realizan en una o mas de las regiones de armazoén, pueden
realizarse en uno o mas de los residuos distintivos (tal como se define por ejemplo en el documento WO 08/020079;
tablas A-3 a A-8) y/o en una o mas de las otras posiciones en los residuos de armazoén, aunque las sustituciones,
inserciones o deleciones en los residuos distintivos generalmente se prefieren menos (a menos que éstas sean
sustituciones de humanizacién adecuadas tal como se describe en el presente documento). Por medio de ejemplos
no limitativos, una sustitucion puede ser por ejemplo una sustitucion conservativa (tal como se describe en el
presente documento) y/o puede reemplazarse un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoacido que se
produce de manera natural en la misma posicién en otro dominio de Vi (véase el documento WO 08/020079, tablas
A-5 a A-8), aunque la invencién no se limita generalmente a ello.

Las sustituciones, inserciones o deleciones realizadas (preferiblemente) en una o mas de las regiones de armazon
pueden ser una sustitucion de humanizacién. Algunas sustituciones de humanizacién preferidas pero no limitativas
(y combinaciones adecuadas de las mismas) quedaran claras para el experto basandose en la divulgacién en el
presente documento. Pueden establecerse sustituciones de humanizaciéon potencialmente utiles comparando la
secuencia de las regiones de armazon de una de las secuencias de aminoacidos abarcadas en el polipéptido de la
invencion definido en a) con la secuencia de armazén correspondiente de una o mas secuencias de V4 humanas
estrechamente relacionadas, tras lo cual una o mas de las sustituciones de humanizacién potencialmente Utiles (o
combinaciones de las mismas) asi determinadas pueden introducirse en dicho polipéptido de la invencién definido
en a) (de cualquier manera conocida per se, tal como se describe adicionalmente en el presente documento) y la
secuencia de polipéptido resultante puede someterse a prueba para determinar la afinidad por la proteina F de
VRSh, para determinar la estabilidad, la facilidad y el nivel de expresion, y/u otras propiedades deseadas definidas
en el presente documento. De este modo, por medio de un grado limitado de ensayo y error, el experto puede
determinar otras sustituciones de humanizacion adecuadas (o combinaciones adecuadas de las mismas) basandose
en la divulgacion en el presente documento.

Las sustituciones de humanizacién deben elegirse de manera que las secuenmas de polipéptido humanizadas
resultantes todavia conserven las propiedades favorables de Nanobodies® abarcados en el polipéptido tal como se
define en el presente documento. Un experto sera capaz generalmente de determinar y seleccionar sustituciones de
humanizacion adecuadas o combinaciones de sustituciones de humanizacion adecuadas, basandose en la
divulgacion en el presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion de rutina, que
puede implicar por ejemplo introducir un nimero I|m|tado de posibles sustituciones de humanizacion y determinar su
influencia sobre las propiedades de los Nanobodies® abarcados en el polipéptido asi obtenido.

Generalmente, como resultado de la humanizacién, el polipéptido de la invencién puede convertirse en un tipo mas
“humano”, al tiempo que todavia conserva las propiedades favorables de los Nanobodies® de la invencién tal como
se describe en el presente documento. Como resultado, tales polipéptidos humanizados pueden tener varias
ventajas, tales como una inmunogenicidad reducida, en comparacion con los polipéptidos que abarcan los dominios
de Vun que se producen de manera natural correspondiente. De nuevo, basandose en la divulgacion en el presente
documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacion de rutina, el experto sera capaz de
seleccionar sustituciones de humanizacién o combinaciones de sustituciones de humanizaciéon adecuadas que
optimizan o logran un equilibrio deseado o adecuado entre las propiedades favorables proporcionadas por las
sustituciones de humanizacion por un lado y las propiedades favorables de dominios de Vuy que se producen de
manera natural por otro lado.

Los polipéptidos de la invencion pueden humanizarse adecuadamente en cualquier residuo de armazén, tal como en
uno o mas residuos distintivos (tal como se define en el presente documento) o en uno o mas de otros residuos de
armazon (es decir, residuos no distintivos) o cualquier combinacion adecuada de los mismos. Una sustitucion de
humanizacion preferida para los Nanobodies® del “grupo P,R,S-103” o el “grupo KERE” es Q108 a L108.

Dependiendo del organismo usado para expresar los polipéptidos de la invencion, tales deleciones y/o sustituciones
también pueden disefiarse de un modo tal que se eliminan uno o mas sitios de modificacién postraduccional (tal
como uno o mas sitios de glucosilacion), tal como estara dentro de la capacidad del experto en la técnica.
Alternativamente, pueden disefarse sustituciones o inserciones para introducir uno o mas sitios para la unién de
grupos funcionales (tal como se describe en el presente documento), por ejemplo para permitir una pegilacion
especifica de sitio (de nuevo tal como se describe en el presente documento).

Tal como puede observarse a partir de los datos sobre la entropia de Vuy y variabilidad de Vuy facilitados en las

tablas A-5 - A-8 del documento WO 08/020079, algunos residuos de aminoacido en las regiones de armazon estan
mas conservados que otros. Generalmente, aunque la invencién en su sentido mas amplio no se limita a las
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mismas, cualquier sustitucion, delecidon o insercién se realiza preferiblemente en las posiciones que estan menos
conservadas. Ademas, generalmente, se prefieren sustituciones de aminoacido con respecto a deleciones o
inserciones de aminoacido. Cualquier sustitucion de aminoacido aplicada a los polipéptidos descritos en el presente
documento puede basarse también en el analisis de las frecuencias de variaciones de aminoacido entre proteinas
homologas de diferentes especies desarrolladas por Schulz et al., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag,
1978, sobre los analisis de potenciales de formacion de estructuras desarrollados por Chou y Fasman, Biochemistry
13: 211, 1974 y Adv. Enzymol., 47: 45-149, 1978, y sobre los andlisis de patrones de hidrofobicidad en proteinas
desarrollados por Eisenberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 140-144, 1984; Kyte & Doolittle; J Molec. Biol. 157:
105-132, 1981, y Goldman et al., Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353, 1986, todos incorporados en el presente
documento en su totalidad como referencia. La informacion sobre la estructura primaria, secundaria y terciaria de
Nanobodies® se facilita en la descripcion en el presente documento y en los antecedentes generales de la técnica
mencionados anteriormente. Ademas, para este fin, la estructura cristalina de un dominio de Vuyny de una llama se
facilita por ejemplo por Desmyter et al., Nature Structural Biology, vol. 3, 9, 803 (1996); Spinelli et al., Natural
Structural Biology (1996); 3, 752-757; y Decanniere et al., Structure, vol. 7, 4, 361 (1999). Puede encontrarse
informacion adicional sobre algunos de los residuos de aminoacido que en dominios de V4 convencionales forman la
superficie de contacto Vu/V_ y sustituciones de camelizacién potenciales en estas posiciones en la técnica anterior
mencionada anteriormente.

Los polipéptidos con una, dos o como maximo tres sustituciones, inserciones o deleciones, y secuencias de acido
nucleico que codifican los mismos, pueden proporcionarse de cualquier manera conocida per se, por ejemplo
usando una o mas de las técnicas mencionadas en las paginas 103 y 104 del documento WO 08/020079.

Los polipéptidos resultantes de la invencion deben unirse preferiblemente a la proteina F de VRSh con una afinidad
(adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad
de kaso. Y/O velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsp, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento) que es tal como se define en el presente documento; y/o neutralizar VRSh con una eficacia y/o
potencia que es tal como se define en el presente documento.

cc) Las figuras, lista de secuencias y la parte experimental/ejemplos se facilitan sélo para ilustrar adicionalmente la
invencion y no deben interpretarse o considerarse como limitativos del alcance de la invencion y/o de las
reivindicaciones adjuntas de ningln modo, a menos que se indique explicitamente de otro modo en el presente
documento.

Para la union a su epitopo en la proteina F de VRSh, una secuencia de aminoacidos contendra habitualmente dentro
de su secuencia de aminoacidos uno o mas residuos de aminoacido o uno o mas tramos de residuos de aminoacido
(tal como se define en el presente documento; es decir, comprendiendo cada “tramo” dos o mas residuos de
aminoacido que son adyacentes entre si o estan en proximidad estrecha entre si, es decir en la estructura primaria o
terciaria de la secuencia de aminoacidos) por medio de los cuales la secuencia de aminoacidos de la invencion
puede unirse a su epitopo en la proteina F de VRSh. Estos residuos de aminoacido o tramos de residuos de
aminoacido forman por tanto el “sitio” para la unién al epitopo en la proteina F de VRSh (también denominado en el
presente documento “sitio de unién a antigeno”; tal como se define adicionalmente en el presente documento).

La presente invencidon proporciona varios tramos de residuos de aminoacido (tal como se define en el presente
documento) que son particularmente adecuados para unirse al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh (para una
descripcion de sitios antigénicos en la proteina F de VRSh se hace referencia a Lopez et al. 1998, J. Virol. 72: 6922-
6928). Estos tramos de residuos de aminoacido pueden estar presentes en, y/o pueden incorporarse en, una
secuencia de aminoacidos de la invencion, en particular de un modo tal que forman (parte de) el sitio de unién a
antigeno de la secuencia de aminoacidos de la invencion. Las secuencias de aminoacidos resultantes se uniran a un
epitopo especifico en la proteina F de VRSh que se encuentra en, forma parte de o se solapa con (es decir, en la
estructura primaria o terciaria) o esta en proximidad estrecha de (es decir, en la estructura primaria o terciaria) el sitio
antigénico Il en la proteina F de VRSh. Ademas, las secuenmas de aminoacidos resultantes de la invencion seran
preferiblemente tales que pueden competir con Synagls por la unién a la protelna F de VRSh; y/o tales que pueden
unirse al mismo epitopo o sitio de unién en la proteina F de VRSh que Synagls 0 a un epitopo préximo a dicho sitio
de unidn y/o que se solapa con dicho sitio de union.

La presente invencién proporciona un tramo de residuos de aminoacido (SEQ ID NO: 102) que es particularmente
adecuado para la union a la proteina F de VRSh. Este tramo de residuos de aminoacido (o variantes de SEQ ID
NO: 102 tal como se define en el presente documento) puede estar presente en, y/o puede incorporarse en, una
secuencia de aminoacidos de la invencion, en particular de un modo tal que forman (parte de) el sitio de unién a
antigeno de la secuencia de aminoacidos de la invencion. El tramo de residuos de aminoacido se ha generado como
secuencia de CDR2 de un anticuerpo de cadena pesada o secuencia de Vyy (NC41; SEQ ID NO: 5) que se generd
contra la protelna F de VRSh y que se modifico adicionalmente en un enfoque de biblioteca para generar
Nanobodies® NC41 humanizados (tal como se describe en la seccion de ejemplos). Mas en particular, el residuo de
glicina (Gly, G) en la posicion 6 de la CDR2 de NC41 se sustituy6é por un residuo de acido aspartico (Asp, D).
Sorprendentemente, se han observado caracteristicas de union mejoradas (adecuadamente medidas y/o
expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis.,
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o alternativamente como valor de Clso, tal como se describe adicionalmente en el presente documento), afinidad
mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia mejoradas para neutralizar VRSh,
para secuencias de aminoacidos que comprenden este tramo de residuos de aminoacido (SEQ ID NO: 102). Este
tramo de residuos de aminoacido (o variantes de SEQ ID NO: 102, tal como se define en el presente documento) se
denomina también en el presente documento “secuencias de CDR2 de la invencién”.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos que comprenden al
menos un tramo de residuos de aminoacido elegido de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la presente invencién proporciona secuencias de aminoacidos que comprenden dos o mas
tramos de residuos de aminoacido en los que un tramo se elige de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos un tramo se elige de:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQID NO: 121; y

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

de manera que el tramo de residuos de aminoacido que corresponde a uno de a) y b) debe estar presente siempre
en la secuencia de aminoacidos de la invencion y de manera que el segundo tramo de residuos de aminoacido se
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elige de uno de c¢), d), e) y f).

Incluso mas preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de la invencién comprenden tres o mas tramos de
residuos de aminoacido, en los que el primer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

el segundo tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y el tercer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacion con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Las secuencias de aminoacidos que comprenden uno o mas de los tramos de residuos de aminoacido especificados
anteriormente muestran propiedades mejoradas tales como por ejemplo caracteristicas de uniéon mejoradas
(adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente),
velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Cls, tal como se describe adicionalmente
en el presente documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia
mejoradas para neutralizar VRSh.

Mas en particular, las secuencias de aminoacidos de la invencién que comprenden uno o mas de los tramos de
residuos de aminoacido especificados anteriormente pueden unirse a la proteina F de VRSh con una afinidad
(adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad
de kaso. Y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsp, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento) preferiblemente de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una constante de disociacion (Kp) de 1000 nM a 1 nM o menos,
preferiblemente de 100 nM a 1 nM o menos, mas preferiblemente de 15 nM a 1 nM o incluso de 10 nM a 1 nM o
menos;

y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de kaso. de entre 10* M"'s™ hasta aproximadamente 10" M"s™,
preferiblemente entre 10° M's™ y 10° M's™, mas preferiblemente aproximadamente 106 M's™ o mas;
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y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de ks, de entre 102s™ (t1,=0,69 s) y 10™s™ (proporcionando
un complejo casi irreversible con un ty; de multiples dias), preferiblemente entre 10°s™ y 10™s™, o inferior.

Algunos valores de Clsg preferidos para la unién de las secuencias de aminoacidos de la invencion a la proteina F de
VRSh quedaran claros a partir de la descripcion adicional y los ejemplos en el presente documento.

Los ensayos para determinar la Clso incluyen ensayos de competencia tales como ELISA de competencia (por
ejemplo, competencia con Synagis® o su fragmento Fab) o mas preferiblemente ensayos de neutralizacion tales
como el ensayo de microneutralizacion descrito por Anderson et al. (1985, J. Clin. Microbiol. 22: 1050-1052; 1988, J.
Virol. 62: 4232-4238), modificaciones de este ensayo tal como se describe por ejemplo en el ejemplo 6 o un ensayo
de reduccion de placa de lisis tal como se describe por ejemplo por Johnson et al. (1997, J. Inf. Dis. 176: 1215-
1224), y modificaciones de los mismos.

Por ejemplo, en un ensayo de competencia con el fragmento Fab de Synagis®, las secuencias de aminoacidos de la
invencion pueden tener valores de Clso de entre 1 nM y 100 nM, preferiblemente entre 10 nM y 50 nM, o menos.

Por ejemplo, en un ensayo de microneutralizacién en VRSh Long (tal como se describe por ejemplo en el ejemplo 6)
las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden tener valores de Clsp de entre 100 nM y 1000 nM,
preferiblemente entre 100 nM y 500 nM, o menos.

Debe indicarse que la invencion no esta limitada en cuanto al origen de la secuencia de aminoacidos de la invencion
(o de la secuencia de nucledtidos de la invencién usada para expresarla), ni en cuanto al modo en el que la
secuencia de aminoacidos o secuencia de nucledtidos de la invencion se genera o se obtiene (o se ha generado u
obtenido). Por tanto, las secuencias de aminoacidos de la invencion pueden ser secuencias de aminoacidos que se
producen de manera natural (a partir de cualquier especie adecuada) o secuencias de aminoacidos sintéticas o
semisintéticas.

Debe indicarse que la invencién en su sentido mas amplio no se limita a una funcién o papel estructural especifico
que estos tramos de residuos de aminoacido pueden tener en la secuencia de aminoacidos de la invencién, siempre
que estos tramos de residuos de aminoacido permitan que la secuencia de aminoacidos de la invencién se una al
sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh con una determinada afinidad y/o potencia (tal como se define en el
presente documento). Por tanto, generalmente, la invenciéon en su sentido mas amplio comprende cualquier
secuencia de aminoacidos que sea capaz de unirse al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh y que comprende
uno o mas tramos de residuos de aminoacido tal como se define en el presente documento (y en particular una
combinacién adecuada de dos o mas de tales tramos de residuos de aminoacido) que se unen adecuadamente
entre si por medio de una o mas secuencias de aminoacidos adicionales, de manera que toda la secuencia de
aminoacidos forma un dominio de unién y/o unidad de unién que es capaz de unirse al sitio antigénico Il en la
proteina F de VRSh.

Una secuencia de aminoacidos de este tipo puede ser, por ejemplo, un “armazoén proteico” adecuado que
comprende al menos un tramo de residuos de aminoacido tal como se define en el presente documento (es decir,
como parte de su sitio de unién a antigeno). Los armazones adecuados para presentar secuencias de aminoacidos
quedaran claros para el experto, y por ejemplo comprenden, sin limitacién, armazones de union basados en o
derivados de inmunoglobulinas, armazones proteicos derivados de dominios de proteina A (tales como Affibodies™),
tendamistat, fibronectina, lipocalina, CTLA-4, receptores de linfocitos T, repeticiones de anquirina disefiadas,
avimeros y dominios de PDZ (Binz et al. 2005, Nat. Biotech. 23: 1257), y restos de unién basados en ADN o ARN
incluyendo pero sin limitarse a aptameros de ADN o ARN (Ulrich et al. 2006, Comb. Chem. High Throughput Screen
9(8): 619-32).

De nuevo, cualquier secuencia de aminoacidos de la invencion que comprende uno o mas de los tramos de
secuencias de aminoacidos tal como se define en el presente documento para las secuencias de aminoacidos de la
invencion es preferiblemente tal que puede unirse especificamente (tal como se define en el presente documento) a
proteina F de VRSh, y mas en particular de manera que puede unirse a proteina F de VRSh con una afinidad
(adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad
de kaso. Y/O velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento), que es tal como se define en el presente documento. Cualquier secuencia de aminoacidos de
la invencién que comprende uno o mas de los tramos de residuos de aminoacido tal como se define en el presente
documento para las secuencias de aminoacidos de la invencién es preferiblemente tal que puede neutralizar VRSh
con una potencia (tal como se mide en un ensayo adecuado tal como se define en el presente documento) que es tal
como se define en el presente documento.

Ademas, también quedara claro para el experto que puede ser posible “injertar” una o mas de las CDR definidas en

el presente documento para las secuencias de aminoacidos de la invencion sobre otros “armazones”, incluyendo
pero sin limitarse a armazones humanos o armazones distintos de inmunoglobulina. Los armazones y las técnicas
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adecuadas para tal injerto de CDR quedaran claros para el experto y se conocen bien en la técnica, véanse por
ejemplo los documentos US 7.180.370, WO 01/27160, EP 0 605 522, EP 0 460 167, US 7.054.297, Nicaise et al.,
Protein Science (2004), 13:1882-1891; Ewert et al., Methods, octubre de 2004; 34(2):184-199; Kettleborough et al.,
Protein Eng., octubre de 1991; 4(7): 773-783; O’'Brien y Jones, Methods Mol. Biol. 2003: 207: 81-200; y Skerra, J.
Mol. Recognit. 2000: 13: 167-187, y Saerens et al., J. Mol. Biol. 23 de septiembre de 2005; 352(3):597-607, y las
referencias adicionales citadas en los mismos. Por ejemplo, pueden usarse técnicas conocidas per se para injertar
CDR de raton o rata sobre armazones o entramados humanos de una manera analoga para proporcionar proteinas
quiméricas que comprenden una o mas de las secuencias de CDR definidas en el presente documento para las
secuencias de aminoacidos de la invencion y una o mas secuencias o regiones de armazén humanas.

En un aspecto especifico, pero no limitativo, la secuencia de aminoacidos de la invencién puede ser una secuencia
de aminoacidos que comprende un pliegue de inmunoglobulina o una secuencia de aminoacidos que, en
condiciones adecuadas (tales como condiciones fisiolégicas) es capaz de formar un pliegue de inmunoglobulina (es
decir, mediante plegado). Se hace referencia entre otros a la revisién de Halaby et al. (1999, J. Protein Eng. 12: 563-
71). Preferiblemente, cuando se pliegan apropiadamente para formar un pliegue de inmunoglobulina, los tramos de
residuos de aminoacido pueden ser capaces de formar apropiadamente el sitio de unién a antigeno para la union al
sitio antigénico Il especifico en la proteina F de VRSh; y mas preferiblemente capaces de unirse al sitio antigénico Il
en la proteina F de VRSh con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o
aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de
Clso, tal como se describe adicionalmente en el presente documento) que es tal como se define en el presente
documento.

En otro aspecto especifico, pero no limitativo, las secuencias de aminoacidos de la invencién son secuencias de
inmunoglobulina. En particular, pero sin limitacion, las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden ser
secuencias de aminoacidos que consisten esencialmente en 4 regiones de armazoén (FR1 a FR4 respectivamente) y
3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3 respectivamente); o cualquier fragmento adecuado
de una secuencia de aminoacidos de este tipo que se une todavia al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh.

En una secuencia de aminoacidos de este tipo de la invencion, las secuencias de armazén pueden ser cualquier
secuencia de armazon adecuada, y los ejemplos de secuencias de armazon adecuadas quedaran claros para el
experto, por ejemplo basandose en los manuales convencionales y la divulgacion adicional y la técnica anterior
mencionada en el presente documento.

Las secuencias de armazén son preferiblemente (una combinacion adecuada de) secuencias de armazon de
inmunoglobulina o secuencias de armazon que se han derivado de secuencias de armazon de inmunoglobulina (por
ejemplo, mediante humanizacion o camelizacién). Por ejemplo, las secuencias de armazon pueden ser secuencias
de armazon derivadas de un dominio variable de cadena ligera (por ejemplo, una secuencia de V) y/o de un dominio
variable de cadena pesada (por ejemplo, una secuencia de V4). Cuando la secuencia de aminoacidos de la
invencion es una secuencia de dominio variable de cadena pesada, puede ser una secuencia de dominio variable de
cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional (tal como, sin limitacion, una
secuencia de Vy que se deriva de un anticuerpo humano) o ser una denominada secuencia de Vuy (tal como se
define en el presente documento) que se deriva de un denominado “anticuerpo de cadena pesada” (tal como se
define en el presente documento). En un aspecto particularmente preferido, las secuencias de armazén son o bien
secuencias de armazoén que se han derivado de una secuencia de Vun (en las que dichas secuencias de armazén
opcionalmente pueden humanizarse parcial o completamente) o son secuencias de V4 convencionales que se han
camelizado (tal como se define en el presente documento).

Para una descripcion general de anticuerpos de cadena pesada y los dominios variables de los mismos, se hace
referencia entre otros a la técnica anterior mencionada en el presente documento, asi como a la técnica anterior
mencionada en la pagina 59 del documento WO 08/020079 y a la lista de referencias mencionadas en las paginas
41-43 de la solicitud internacional WO 06/040153, técnica anterior y referencias que se incorporan en el presente
documento como referencia.

Las secuencias de armazon pueden ser preferiblemente tales que la secuencia de aminoacidos de la invencién es
un anticuerpo de dominio (o una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso como anticuerpo de
dominio); es un anticuerpo de un unico dominio (0 una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso
como anticuerpo de un Unico dominio); es un “dAb” (o una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso
como dAb); o es un Nanobody® (incluyendo pero sin limitarse a la secuencia de Vuy). De nuevo, las secuencias de
armazon adecuadas quedaran claras para el experto, por ejemplo basandose en los manuales convencionales y la
divulgacion adicional y técnica anterior mencionada en el presente documento.

En particular, las secuencias de armazon presentes en las secuencias de aminoacidos de la invenciéon pueden
contener uno o mas de residuos distintivos (tal como se define en el documento WO 08/020079 (tablas A-3 a A-8)),
de manera que la secuencia de aminoacidos de la invencién es un Nanobody®. Algunos ejemplos preferidos, pero
no limitativos de (combinaciones adecuadas de) tales secuencias de armazén quedaran claros a partir de la
divulgacion adicional en el presente documento (véase por ejemplo la tabla A-6). Generalmente, los Nanobodies®
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(en particular secuencias de Vuh y Nanobodies® parcialmente humanizados) pueden caracterizarse en particular
mediante la presencia de uno o mas “residuos distintivos” en una o mas de las secuencias de armazoén (tal como se
describe adicionalmente por ejemplo en el documento WO 08/020079, pagina 61, linea 24 a la pagina 98, linea 3).

Tal como ya se describid en el presente documento, la secuencia de aminoacidos y la estructura de un Nanobody®
puede considerarse, sin limitarse sin embargo a lo mismo, que esta compuesta por cuatro regiones de armazoén o
“FR”, que se denominan en la técnica y en el presente documento “region de armazéon 1” o “FR1”; “region de
armazon 2” o “FR2”; “region de armazon 3” o “FR3”; y “region de armazon 4” o “FR4”, respectivamente; regiones de
armazoén que estan interrumpidas por tres regiones determinantes de complementariedad o “CDR”, que se
denominan en la técnica “region determinante de complementariedad 1" o “CDR1”; “region determinante de
complementariedad 2” o “CDR2”; y “region determinante de complementariedad 3” o “CDR3", respectivamente.
Algunas secuencias de armazén y CDR preferidas (y combinaciones de las mismas) que estan presentes en los
Nanobodies® de la invencién son tal como se describe en el presente documento.

Por tanto, generalmente, un Nanobody® puede definirse como una secuencia de aminoacidos con la estructura
(general)

FR1 - CDR1-FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones de armazon 1 a 4, respectivamente, y en la que CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad 1 a 3, respectivamente, y en la que uno o mas de los
residuos distintivos son tal como se define adicionalmente en el presente documento.

En este sentido, las secuencias de aminoacidos de la invencidon pueden consistir esencialmente en 4 regiones de
armazon (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS3,
respectivamente), en las que CDR2 se elige de:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Estas regiones determinantes de complementariedad preferidas (secuencias de CDR2) se denominan también “las
CDR2 de la invencion”.

Preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de la invencion pueden consistir esencialmente en 4 regiones de
armazon (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS3,
respectivamente), en las que CDR2 se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos una de CDR1 o CDR3 se elige de:
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- CDR1 elegida del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2,
mas preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

ylo
- CDRS elegida del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene no mas de 3; preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 diferencia de aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Incluso mas preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden consistir esencialmente en 4
regiones de armazén (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a
CDR3, respectivamente), en las que:
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- CDR1 se elige del grupo que consiste en:
a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2,
mas preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido; o

y
- CDR2 se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2,
mas preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparaciéon con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y

- CDRS se elige del grupo que consiste en:

e) SEQ ID NO: 121;
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f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto especifico, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invenciéon comprende al menos SEQ ID
NO: 102.

En otro aspecto especifico, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencion comprende al menos SEQ ID
NO: 102 y al menos un tramo de residuos de aminoacido (secuencia de CDR) elegido de:

a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98; siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

c) SEQ ID NO: 121;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencién comprende al menos SEQ ID NO: 102 y
al menos dos tramos de residuos de aminoacido (secuencias de CDR) en los que un tramo se elige del grupo que
consiste en los tramos de residuos de aminoacido definidos en a) y b) y en los que el otro tramo se elige del grupo
que consiste en los tramos de residuos de aminoacido definidos en c) y d).

En otro aspecto especifico, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencion comprende al menos SEQ ID
NO: 102 y al menos un tramo de residuos de aminoacido (secuencia de CDR) elegido de SEQ ID NO: 98 y SEQ ID
NO: 121.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® de la invencién comprende SEQ ID NO: 98, SEQ ID
NO: 102 y SEQ ID NO: 121.

En la tabla A-6 se muestran también combinaciones preferidas de secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3.

Las secuencias de aminoacidos de la invencidon pueden consistir esencialmente en una secuencia de dominio
variable de cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cuatro cadenas convencional o pueden consistir
esencialmente en una secuencia de dominio variable de cadena pesada que se deriva de un anticuerpo de cadena
pesada. Las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden consistir esencialmente en un anticuerpo de
dominio (0 una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso como anticuerpo de dominio), en un
anticuerpo de un unico dominio (o una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso como anticuerpo de
un unico dominio), en un “dAb” (o una secuencia de aminoacidos que es adecuada para su uso como un dAb) o en
un Nanobody®.

Para una descripcion general de anticuerpos de (un Unico) dominio, se hace también referencia a la técnica anterior
mencionada anteriormente, asi como al documento EP 0 368 684. Para el término “dAb”, se hace referencia por
ejemplo a Ward ef al. (1989, Nature 341: 544-6), a Holt et al., 2003, Trends Biotechnol. 21: 484-490; asi como a por
ejemplo los documentos WO 06/030220, WO 06/003388 y otras solicitudes de patente publicadas de Domantis Ltd.
Debe indicarse también que, aunque se prefiere menos en el contexto de la presente invencion porque no son de
origen de mamifero, los anticuerpos de un Unico dominio o dominios variables individuales pueden derivarse de
determinadas especies de tiburdn (por ejemplo, los denominados “dominios de IgNAR”, véase por ejemplo el
documento WO 05/18629).
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En particular, la secuencia de aminoacidos de la invencién puede consistir esencialmente en o puede ser un
Nanobody® gal como se define en el presente documento) o un fragmento adecuado del mismo. [Nota: Nanobody®,
Nanobodies™ y Nanoclone® son marcas comerciales registradas de Ablynx N.V.]

Un Nanobody® puede definirse como una secuencia de aminoacidos con la estructura (general)
FR1 - CDR1-FR2 - CDR2 - FR3 - CDRS3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones de armazon 1 a 4, respectivamente, y en la que CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad 1 a 3, respectivamente, y en la que uno o mas de los
residuos distintivos son tal como se define en el documento WO 08/020079 (tablas A-3 a A-8).

Mas en particular, un Nanobody® puede ser una secuencia de aminoacidos con la estructura (general)
FR1- CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones de armazon 1 a 4, respectivamente, y en la que CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad 1 a 3, respectivamente, y que:

i) tienen una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con al menos una de las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157 (véase la tabla A-4), en la que para los fines de determinar el grado de
identidad de aminoacidos, los residuos de aminoacido que forman las secuencias de CDR no se tienen en cuenta.
En este sentido, se hace también referencia a la tabla A-6, que enumera las secuencias de armazoén 1 (SEQ ID
NO: 81-97 y 166), secuencias de armazoén 2 (SEQ ID NO: 99-100), secuencias de armazon 3 (SEQ ID NO: 103-
120 y 167-168) y secuencias de armazén 4 (SEQ ID NO: 123 y 169) de los Nanobodies® de SEQ ID NO: 60-76,
138-141y 146-157 (véase la tabla A-4);

y en la que:

ii) preferiblemente uno o mas de los residuos de aminoacido en las posiciones 11, 37, 44, 45, 47, 83, 84, 103, 104
y 108 segun la numeracion de Kabat se eligen de los residuos distintivos mencionados en la tabla A-3 a la tabla A-
8 del documento WO 08/020079.

Para una descripcion general adicional de Nanobodies®, se hace referencia a la técnica anterior mencionada en el
presente documento, tal como se describe por ejemplo en el documento WO 08/020079 (pagina 16).

Tales Nanobodies® pueden derivarse de cualquier manera adecuada y de cualquier fuente adecuada, y pueden ser
por ejemplo secuencias de Vuy que se producen de manera natural (es decir, de una especie adecuada de
camélido) o secuencias de aminoacidos sintéticas o semisintéticas.

De nuevo, tales Nanobodies® pueden derivarse de cualquier manera adecuada y de cualquier fuente adecuada, y
pueden ser por ejemplo secuencias de Vun que se producen de manera natural (es decir, de una especie adecuada
de camélido) o secuencias de aminoacidos sintéticas o semisintéticas, incluyendo pero sin limitarse a Nanobodies®
“humanizados” (tal como se define en el presente documento), secuencias de inmunoglobulina “camelizadas” (tal
como se define en el presente documento) (y en particular secuencias de dominio variable de cadena pesada
camelizadas), asi como Nanobodies® que se han obtenido mediante técnicas tales como maduracién por afinidad
(por ejemplo, partiendo de secuencias de inmunoglobulina sintéticas, al azar o que se producen de manera natural),
injerto de CDR, remodelacion de la superficie, fragmentos de combinacion derivados de diferentes secuencias de
inmunoglobulina, ensamblaje por PCR usando cebadores solapantes, y técnicas similares para genomodificar
secuencias de inmunoglobulina bien conocidas por el experto; o cualquier combinacién adecuada de cualquiera de
las anteriores tal como se describe adicionalmente en el presente documento. Ademas, cuando un Nanobody®
comprende una secuencia de Vuu, dicho Nanobody® puede estar adecuadamente humanizado, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento, para proporcionar uno o0 mas Nanobodies® humanizados (parcial o
completamente) adicionales de la invencion. De manera similar, cuando un Nanobody® comé)rende una secuencia
sintética o semisintética (tal como una secuencia parcialmente humanizada), dicho Nanobody™ puede opcionalmente
humanizarse adecuadamente de manera adicional, de nuevo tal como se describe en el presente documento, de
nuevo para proporcionar uno o mas Nanobodies® humanizados (parcial o completamente) adicionales de la
invencion.

En particular, los Nanobodies® humanizados pueden ser secuencias de aminoacidos que se definen generalmente
para Nanobodies® en los parrafos previos, pero en las que esta presente al menos un residuo de aminoacido (y en
particular, en al menos uno de los residuos de armazoén) que es y/o que corresponde a una sustitucion de
humanizacion (tal como se define en el presente documento). Algunas sustituciones de humanizacién preferidas,
pero no limitativas (y combinaciones adecuadas de las mismas) quedaran claras para el experto basandose en la
divulgacion en el presente documento. Ademas, o alternativamente, pueden establecerse ofras sustituciones de
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humanizacion potencialmente utiles comparando la secuencia de las regiones de armazon de una secuencia de Vyy
que se produce de manera natural con la secuencia de armazoén correspondiente de una o mas secuencias de Vy
humanas estrechamente relacionadas, tras lo cual una o mas de las sustituciones de humanizacion (o
combinaciones de las mismas) potencialmente Utiles asi determinadas puede introducirse en dicha secuencia de Vpy
(de cualquier manera conocida per se, tal como se describe adicionalmente en el presente documento) y las
secuencias de Vun humanizadas resultantes pueden someterse a prueba para determinar su afinidad por la diana,
su estabilidad, su facilidad y nivel de expresion, y/o para determinar otras propiedades deseadas. De este modo, por
medio de un grado limitado de ensayo y error, el experto puede determinar otras sustituciones de humanizacion
adecuadas (o combinaciones adecuadas de las mismas) basandose en la dlvulga0|on en el presente documento.
Ademas, basandose en lo anterior, (las regiones de armazon de) un Nanobody pueden humanizarse parcialmente
o0 humanizarse completamente.

En este sentido, algunos Nanobodies® preferidos de la invencién son Nanobodies® que se unen especificamente (tal
como se define adicionalmente en el presente documento) a la proteina F de VRSh y que:

i) son una variante humanizada de la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5 (véase la tabla A-1); y/o

ii) tienen una identidad de aminoacidos de al menos el 80% con al menos una de las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5 (véase la tabla A-1) y/o al menos una de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 60-76, 138-
141y 146-157 (véase la tabla A-4), en los que para los fines de determinar el grado de identidad de aminoacidos, los
residuos de aminoacido que forman las secuencias de CDR no se tienen en cuenta;

y en los que:

iii) preferiblemente uno o mas de los residuos de aminoacido en las posiciones 11, 37, 44, 45, 47, 83, 84, 103, 104 y
108 segun la numeracion de Kabat se eligen de los residuos distintivos mencionados en la tabla A-3 a la tabla A-8
del documento WO 08/020079.

La presente invencion proporciona varias secuencias de aminoacidos humanizadas y/o de secuencia optimizada y/o
Nanobodies® que son particularmente adecuados para la unién a proteina F de VRSh Por tanto, en un aspecto de la
presente invencion, se proporcionan secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencién comprende o consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® se eligen de las siguientes:
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a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® preferidos de la invencidon comprenden o consisten esencialmente en
una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En aun otro aspecto, la presente invencién proporciona secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicién 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® se eligen de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody de la invencion comprende o conS|ste esencialmente
en SEQ ID NO: 65. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody de la invencion
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o
Nanobody de la invenciéon comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76.

La presente invencion tamblen proporciona varias secuencias de aminoacidos humanizadas y/o de secuencia
optimizada y/o Nanobodies® que se eligen de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,

leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencién comprende o consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® se eligen de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminoéacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y
ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
Secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® preferidos de la invencidon comprenden o consisten esencialmente en
una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.
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Las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la presente invencién muestran |nmunogen|C|dad reducida tras
la administraciéon a un sujeto humano. Ademas, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la presente
invencion muestran caracteristicas de union mejoradas (adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp
(real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. y/0O velocidad de kgis,, 0 alternativamente como
valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el presente documento) por proteina F de VRSh en
comparacion con sus secuencias de aminoacidos originales correspondientes (tal como se describe en el
documento WO 2009/147248).

Durante la produccion de los Nanobodies de la invencién, se detectd un alto nivel de piroglutamato (pGlu) en el
extremo amino-terminal mediante RP-HPLC. Se detectaron niveles de mas del 15% de pGlu tras la fermentacién y el
nivel de pGlu aumento regularmente tras el almacenamiento durante estudios de estabilidad. Una modificacion de
este tipo conduce a heterogeneidad del producto final y es necesario evitarla. El control/prevencion de la formacion
de pGlu es por tanto critico para mantener proteinas terapéuticas dentro de sus especificaciones fijadas. Se
necesitan condiciones de almacenamiento y/o formulaciones liquidas especificas para proteinas con un acido
glutamico N-terminal minimizando asi la formacion de acido piro-glutamico.

En la presente invencion, se elimind la posibilidad de modificacién postraduccional de pGlu del extremo N-terminal
cambiando el acido glutamico N-terminal (E) [HOOC-(CH.).-proteina] a un acido aspartico (D) [HOOC-CH,-proteina]
que conduce a estabilidad de producto aumentada. Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a
secuencias de aminoacidos y Nanobodies tal como se describid anteriormente en los que el acido glutamico en la
posicion 1 (determinandose dicha posicion segun la numeracion de Kabat) se cambia a un acido aspartico.

La presente invencion proporciona varias secuencias de aminoacidos de secuencia optimizada y/o Nanobodies® que
muestran estabilidad aumentada tras almacenamiento durante estudios de estabilidad. Por tanto, en un aspecto de
la presente invencion, se proporcionan secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencién comprende o consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 62, en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 65, en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 76, en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-153, en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody de la invencion comprende o conS|ste esencialmente
en SEQ ID NO: 138. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencién
comprende o con3|ste esencialmente en SEQ ID NO: 139. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
ylo Nanobody de la invenciéon comprende o conS|ste esencialmente en SEQ ID NO: 140. En otro aspecto preferido,
la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody de la invencion comprende o conS|ste esencialmente en SEQ ID
NO: 141. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody de la invencion comprende o
consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 154-157.
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En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro,
Ser19Arg, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu,
Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han
mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85Glu,
Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro,
Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la
que la posicién 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu,
Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han
mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que la posicién 1 (Glu)
se ha cambiado a Asp.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion comprenden o consisten
esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85Glu,
Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que la posicion 1 (Glu) se ha cambiado a Asp.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos y/o Nanobody® de la invencion comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes residuos de aminoacido se han mutado:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;
- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;
- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;
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- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105GiIn;

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Glu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105GIn; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn.

Las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la presente invencion muestran propiedades mejoradas tales
como por ejemplo estabilidad mejorada, menos inmunogenicidad, caracteristicas de uni6bn mejoradas
(adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente),
velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis,, 0 alternativamente como valor de Clsp, tal como se describe adicionalmente
en el presente documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia
mejoradas para neutralizar VRSh en comparacion con sus secuencias de aminoacidos de tipo natural
correspondientes (tal como se describe en el documento WO 2009/147248).

Mas en particular, las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion pueden unirse a la proteina F de
VRSh con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real
o aparente), velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clso, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) preferiblemente de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una constante de disociacion (Kp) de 1000 nM a 1 nM o menos,
preferiblemente de 100 nM a 1 nM o menos, mas preferiblemente de 15 nM a 1 nM o incluso de 10 nM a 1 nM o
menos;

y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con velocidad de kaso. de entre 10* M's™ a aproximadamente 10" M's™,
preferiblemente entre 10° M's™ y 10' M's™, mas preferiblemente de aproximadamente 106 M's™ o mas;

y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de kgs. de entre 102 s™ (t12=0,69 s) y 10* s™ (proporcionando
un complejo casi irreversible con un ty2 de multiples dias), preferiblemente entre 10° s y 10* s™, o inferior.
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Algunos valores de Clsg preferidos para la unién de las secuencias de aminoacidos de la invencién a proteina F de
VRSh quedaran claros a partir de la descripcion adicional y ejemplos en el presente documento.

Los ensayos para determinar la CI50 incluyen ensayos de competencia tales como ELISA de competencia (por
ejemplo, competencia con Synagls o su fragmento Fab) o mas preferiblemente ensayos de neutralizacion tales
como el ensayo de microneutralizacion descrito por Anderson et al. (1985, J. Clin. Microbiol. 22: 1050-1052; 1988, J.
Virol. 62: 4232-4238), modificaciones de este ensayo tal como se describe por ejemplo en el ejemplo 6 o un ensayo
de reduccion de placas de lisis tal como se describe por ejemplo por Johnson et al. (1997, J. Inf. Dis. 176:1215-
1224), y modificaciones de los mismos.

Por ejemplo, en un ensayo de competencia con el fragmento Fab de Synagis®, las secuencias de aminoacidos de la
invencion pueden tener valores de Clso de entre 1 nM y 100 nM, preferiblemente entre 10 nM y 50 nM, o menos.

Por ejemplo, en un ensayo de microneutralizacién en VRSh Long (tal como se describe por ejemplo en el ejemplo 6)
las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden tener valores de Clsy de entre 100 nM y 1000 nM,
preferiblemente de entre 100 nM y 500 nM, o menos.

Las secuencias de aminoacidos y Nanobodies® proporcionadas por la invencién estan preferiblemente en forma
esencialmente aislada (tal como se define en el presente documento), o forman parte de un polipéptido de la
invencion (también denominado “polipéptido de la invencién” o “construccion de la invencion”; ambos se usan de
manera intercambiable), que pueden comprender o consistir esencialmente en una o mas secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® de la |nvenC|on y que pueden comprender opcionalmente ademas una o mas
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® adicionales (todos unidos opcionalmente por medio de uno o mas
conectores adecuados).

Por consiguiente en otro aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido (también denominado en el presente
documento “polipéptido de la invencidon”) que comprende o consiste esencialmente en una o mas secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® de la invencion (o fragmentos adecuados de los mismos).

El procedimiento de dlseno/seIeCC|on y/o preparacion de un polipéptido de la invencion, partiendo de una secuencia
de aminoacidos o Nanobody de la |nvenC|on también se denomina en el presente documento formateado" de
dicha secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion; y una secuencia de aminoacidos o Nanobody de la
invencion que se hace parte de un polipéptido de la invencién se dice que esta “formateado” o que esta “en el
formato de dicho polipéptido de la invencion. Los ejemplos de modos en los que una secuencia de aminoacidos o
Nanobody de la invencidon puede formatearse y ejemplos de tales formatos quedaran claros para el experto
basandose en la divulgacion en el presente documento; y tales secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
formateados forman un aspecto adicional de la invencion.

Por ejemplo, y sin limitacién, la una o mas secuencias de aminoacidos o Nanobodies® de la invencion pueden
usarse como unidad de unién en un polipéptido de este tipo, que puede contener opcionalmente una o mas
secuencias de aminoacidos adicionales que pueden servir como unidad de union (es decir, contra el mismo u otro
epitopo en la proteina F de VRSh y/o contra uno o mas de otros antigenos, proteinas o dianas distintos de proteina
F de VRSh), para proporcionar un polipéptido de la invencion monovalente, multivalente, multiparatopico o
multiespecifico, respectivamente, todo tal como se describe en el presente documento. La presente invencion
también se refiere por tanto a un polipéptido que es un polipéptido o construcuon monovalente que comprende o
que consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion. La presente invencién
también se refiere por tanto a un polipéptido que es un polipéptido o construcciéon multivalente, tal como por ejemplo
un polipéptido o construccion bivalente o trivalente. La presente invencion también se refiere a un polipéptido que es
un polipéptido o construccion multiespecifico, tal como por ejemplo un polipéptido o construccion biespecifica o
triespecifica. La presente invencién también se refiere a un polipéptido que es un polipéptido o construccion
multiparatépica, tal como por ejemplo un polipéptido o construccion biparatdpica o triparatépica.

Por conS|gu|ente en un aspecto preferido, pero no limitativo, la secuencia de aminoacidos o Nanobody de la
invencion comprende al menos una secuencia de aminodacidos o Nanobody adicional, para proporcionar un
polipéptido de la invencién que comprende al menos dos, tal como dos, tres, cuatro, cmco 0 mas secuencias de
aminoacidos o Nanobodies®, en el que dichas secuencias de aminoacidos o Nanobodies® pueden estar unidos
opcionalmente por medio de una o mas secuencias de conector (tal como se define en el presente documento) Los
polipéptidos de la invencién que comprenden dos o mas secuencias de aminoacidos o Nanobodles de los cuales al
menos uno, y preferiblemente todos, es/son una secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion, también
se denominaran en el presente documento polipéptidos “multivalentes” de la invencion, y las secuencias de
aminodacidos o Nanobodies® presentes en tales polipéptidos también se considerara en el presente documento que
estan en un “formato multlvalente Por ejemplo un polipéptido “bivalente” de la invencion comprende dos secuencias
de aminoacidos y/o Nanobodies®, opcionalmente unidos por medio de una secuencia de conector, mlentras que un
polipéptido “trivalente” de la invencién comprende tres secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies®, opcionalmente
unidos por medlo de dos secuencias de conector; etc.; en el que al menos una de las secuencias de ammoamdos
ylo Nanobodies® presentes en el polipéptido, y hasta todas las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies®
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presentes en el polipéptido, es/son una secuencia de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion.

En un polipéptido multivalente de la invencién, las dos o mas secuencias de aminoacidos o Nanobodies® pueden ser
iguales diferentes, y pueden estar dirigidos contra el mismo antigeno o determinante antigénico (por ejemplo, contra
la(s) misma(s) parte(s) o epitopo(s) o contra diferentes partes o epitopos) o pueden estar dirigidos alternativamente
contra diferentes antigenos o determinantes antigénicos o cualquier combinacion adecuada de los mismos. Por
ejemplo, un polipéptido bivalente de la invencion puede comprender (a) dos secuenmas de aminoacidos o
Nanobodies® idénticos; (b) una primera secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra un prlmer
determinante antigénico de una proteina o un antigeno y una segunda secuencia de aminoacidos o Nanobody

dirigido contra el mismo determinante antlgenlco de dicha proteina o antigeno que es dlferente de la primera
secuencia de aminoacidos o Nanobody (c) una primera secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra un
primer determlnante antigénico de una proteina o un antigeno y una segunda secuencia de aminoacidos o
Nanobody dirigido contra otro determinante antigénico de dicha proteina o antigeno; o (d) una primera secuencia
de aminoacidos o Nanobody dirigido contra una primera proteina o antigeno y una segunda secuencia de
aminoacidos o Nanobody dirigido contra una segunda proteina o antigeno (es decir, diferente de dicho primer
antigeno). De manera similar, un polipéptido trivalente de la i |nvenC|on puede comprender, por ejemplo y sin limitarse
a ello, (a) tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos; (b) dos secuencias de aminoacidos o
Nanobody idénticos contra un primer determinante antigénico de un antigeno y una tercera secuencia de
aminoacidos o Nanobody dirigido contra un determinante antigénico diferente del mismo antigeno; (c) dos
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® |dent|cos contra un primer determinante antigénico de un antigeno y una
tercera secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra un segundo antigeno diferente de dicho primer
antigeno; (d) una primera secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra uné)rlmer determinante antigénico
de un primer antigeno, una segunda secuencia de aminoacidos o Nanobody™ dirigido contra un segundo
determinante antigénico de dicho primer antigeno y una tercera secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido
contra un segundo antigeno diferente de dicho primer antigeno; o (e) una primera secuencia de ammoamdos o
Nanobody dirigido contra un primer antigeno, una segunda secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra
un segundo antigeno diferente de dicho primer antigeno, y una tercera secuencia de aminoacidos o Nanobody

dirigido contra un tercer antigeno diferente de dicho primer y segundo antigeno.

En un aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) de la invencion (tal como se describid anteriormente).

En un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que
comprenden al menos un tramo de residuos de aminoacido elegido de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que
comprenden dos o mas tramos de residuos de aminoacido en los que un tramo se elige de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos un tramo se elige de:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQID NO: 121; y

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

De manera que el tramo de residuos de aminoacido que corresponde a uno de a) y b) debe estar presente siempre
en la secuencia de aminoacidos que forma parte del polipéptido multivalente y de manera que el segundo tramo de
residuos de aminoacido se elige de uno de c), d), €) y f).

Polipéptidos multivalentes preferidos (tales como bivalentes o ftrivalentes) pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) elegidos de secuencias de aminoacidos que comprenden tres o mas tramos de
residuos de aminoacido, en los que el primer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

el segundo tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y el tercer tramo de residuos de aminoacido se elige del grupo que consiste en:
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e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones
de armazoén (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS,
respectivamente), en los que CDR2 se elige de:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En aun otro aspecto, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) o al menos tres (preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones
de armazoén (FR1 a FR4, respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDRS,
respectivamente), en los que CDR2 se elige del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 102; o

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos una de CDR1 o CDR3 se elige de:
- CDR1 elegida del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;
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- CDRS elegida del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121; 0

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Preferiblemente, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) que consisten esencialmente en 4 regiones de armazon (FR1 a FR4,
respectivamente) y 3 regiones determinantes de complementariedad (CDR1 a CDR3, respectivamente), en los que:

- CDR1 se elige del grupo que consiste en:
a) SEQ ID NO: 98;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y

- CDR2 se elige del grupo que consiste en:
c) SEQ ID NO: 102; o

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y

- CDRS se elige del grupo que consiste en:
e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto especifico, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) pueden comprender o

consistir esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al
menos tres (preferiblemente idénticos) que comprenden al menos SEQ ID NO: 102.
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En otro aspecto especifico, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trlvalentes) pueden comprender o
consistir esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al
menos tres (preferiblemente idénticos) que comprenden al menos SEQ ID NO: 102 y al menos un tramo de residuos
de aminoacido (secuencia de CDR) elegido de:

c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQ ID NO: 121;

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Los polipéptidos multivalentes preferidos (tales como bivalentes o trlvalentes) pueden comprender o consistir
esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al menos
tres (preferiblemente idénticos) que comprenden al menos SEQ ID NO: 102 y al menos dos tramos de residuos de
aminoacido (secuencias de CDR) en los que un tramo se elige del grupo que consiste en los tramos de residuos de
aminoacido definidos en c) y d) y en los que el otro tramo se elige del grupo que consiste en los tramos de residuos
de aminoacido definidos en e) y f).

En un aspecto especifico, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trlvalentes) pueden comprender o
consistir esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) o al
menos tres (preferiblemente idénticos) que comprenden al menos SEQ ID NO: 102 y al menos un tramo de residuos
de am|n0a0|do (secuencia de CDR) elegido de SEQ ID NO: 98 y SEQ ID NO: 121; o secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® que comprenden al menos SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 102 y SEQ ID NO: 121.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferlblemente idénticos) de la invencion (tal como se describié anteriormente). En otro aspecto preferido, la
invencién proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste esencialmente en dos secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® (preferlblemente idénticos) de la invencion (tal como se describié anteriormente). En
otro aspecto preferido, la invencién proporciona un pollpeptldo trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) de la invencion (tal
como se describid anteriormente).

La invencion también proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente que comprende
0 que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente
idénticos) elegidos de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién comprende o consiste esencialmente en al menos dos
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secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién comprende o consiste esencialmente en al menos dos
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 62, 65, 67,68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicién 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas

preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:
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i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencién comprende o consiste esencialmente en al menos dos
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de SEQ ID NO: 65y 76.

La invencion también proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente que comprende
0 que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente
idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencién comprende o consiste esencialmente en al menos dos
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:
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- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos preferidos de Ia invencidon comprenden o consisten esencialmente en al menos dos secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de
los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro,
Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes
residuos de aminoacido se han mutado:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;
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- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle2Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105Gin.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;
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b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 62, 65, 67,68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posiciéon 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 65 y 76.

La invencién también proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que comprende o que
consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos)
elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicién 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,

leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicién 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicién 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y
ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos

tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
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Polipéptidos preferidos de la invencién comprenden o consisten esencialmente en al menos tres secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de
los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.
En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro,
Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente trivalente que
comprende o0 que consiste esencialmente en al menos tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
(preferiblemente idénticos) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes
residuos de aminoacido se han mutado:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105GIn.

La invenciéon también proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente tal como se

describié anteriormente en el que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a un acido aspartico.
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En este sentido, la invenciéon proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente que
comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody elegido de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el pollpeptldo de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos una
secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutdmico en la posiciéon 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutdmico en la posiciéon 1 se ha
cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu
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y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro,
Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la
posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos
de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la
que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis
o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu,
Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a
acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido multivalente, preferiblemente bivalente o trlvalente
que comprende o que consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody que
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes residuos de aminoacido se han
mutado:

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Glu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105GIn; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
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preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion es un polipéptido bivalente y comprende o consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion es un polipéptido bivalente y comprende o consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 62, 65,
67,68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
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superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion es un polipéptido bivalente y comprende o consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de SEQ ID NO: 65y 76.

La invencién también proporciona un pOé)eptido bivalente que comprende o que consiste esencialmente en dos
secuencias de aminoacidos o Nanobodies™ (preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion es un polipéptido bivalente y comprende o consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 146-
153.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicién 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
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siguientes:
a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GlIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Pollpeptldos preferidos de la invencién comprenden o consisten esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® elegidos de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o
nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferlblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
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esencialmente en dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes residuos de aminoacido se han mutado:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;
- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;
- Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105GIn.

La invencién también proporciona un polipéptido bivalente tal como se describié anteriormente en el que el acido
glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a un acido aspartico.

En este sentido, la invencion también proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos una
secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de una de SEQ ID NO: 138-141y 154-157.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste

esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.
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En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu,
Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido
glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Glu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a
acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la
posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se
han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85GIlu, Arg105GIn y
GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que los siguientes residuos de aminoacido se han mutado:

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg105GIn y GIin108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;
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- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105GIn; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo trivalente que comprende o que consiste
gl'zeur:;a’\[gente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente y comprende o consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 yl/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un pollpeptldo trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y
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ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente y comprende o consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 62, 65,
67,68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posiciéon 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente y comprende o consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 65y 76.

La invencién también proporciona un polié)éptido trivalente que comprende o que consiste esencialmente en tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies™ (preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
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En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién es un polipéptido trivalente y comprende o consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® idénticos elegidos de una de SEQ ID NO: 146-
153.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) elegidos de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencién un golipéptido trivalente que comprende o que consiste esencialmente en tres
secuencias de aminoacidos o Nanobodies™ (preferiblemente idénticos) elegidos de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (Gln, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicién 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y
ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos preferidos de la invencién comprenden o consisten esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® elegidos de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
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consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o
nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® (preferiblemente idénticos) que comprenden o
consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Glu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85GIu y Arg105GIn; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn.

Un polipéptido multivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de
aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 62. Otro polipéptido multivalente preferido de la invencion comprende
o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 65. Otro polipéptido
multivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® con SEQ ID NO: 76. Otro polipéptido multivalente preferido de la invencion comprende o consiste
esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 75. Otro polipéptido multivalente
preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies®
con SEQ ID NO: 147. Otro polipéptido multivalente preferido de la invencién comprende o consiste esencialmente en

tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies® con SEQ ID NO: 149. Otro polipéptido multivalente greferido de la
invencion comprende o consiste esencialmente en tres secuencias de aminoacidos o Nanobodies™ con SEQ ID
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NO: 153.

La invencién también proporciona un polipéptido trivalente tal como se describié anteriormente en el que el acido
glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a un acido aspartico.

En este sentido, la invencién también proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion comprende o consiste esencialmente en al menos una
secuencia de aminoacidos o Nanobody® elegido de una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes; Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu,
Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIlu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido
glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste

esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de
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aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Glu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a
acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la
posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se
han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y
GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody® que comprende o consiste esencialmente
en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:

a) SEQ ID NO: 77-79 y 158;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 77-79 y 158, siempre que:

i) las secuencias de aminoacidos o Nanobodies® abarcados en dicho polipéptido tengan una glutamina (Gln, Q) en
la posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicidon 78, una arginina (Arg, R) en la posiciéon 83 y/o un acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior

(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
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polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.
En un aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 77-79 y 158;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 77-79 y 158, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una glutamina (Gln, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posiciéon 78, una arginina (Arg, R) en la posiciéon 83 y un acido glutamico
(Glu, E) en la posicion 85 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO:
77-79y 158.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQID NO: 78y 79;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 78 y 79, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la
posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78, una arginina (Arg, R)
en la posicion 83 y/o un acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 (determinandose dichas posiciones segun la
numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En un aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a)SEQIDNO: 78y 79; 0

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 78 y 79, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la
posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78, una arginina (Arg, R)
en la posicion 83 y un acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 (determinandose dichas posiciones segun la
numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Un polipéptido trivalente preferido de la invencién comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 78. Otro
polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 79.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 159-161;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 159-161, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una prolina (Pro, P) en la
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posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19, leucina (Leu, L) en la posicién 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion
108 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO:
159-161.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 159-161;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 159-161, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una prolina (Pro, P) en la
posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19, leucina (Leu, L) en la posicién 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion
108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q)
en la posicion 105 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 159-161;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 159-161, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga una prolina (Pro, P) en la
posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicion 19, leucina (Leu, L) en la posicién 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion
108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido glutamico (Glu, E) en la posicién 85 y/o glutamina (GIn, Q)
en la posicion 105 de modo que cuando el polipéptido tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas
de 2, mas preferiblemente no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 159, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 160, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido glutamico (Glu, E) en la posiciéon 85 y glutamina (Gin,
Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 161, la secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tiene
preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Polipéptidos trivalentes preferidos de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO:
159-161.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu
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y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro,
Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody('E/N.emobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos
de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis
o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu,
Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu.

En otro aspecto preferido, la invencion proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, se han mutado los siguientes residuos de
aminoacido:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu,

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85GIu y Arg105GIn; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 77. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencién consiste esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 78. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion consiste esencialmente en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 79. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 158-161.

Durante la produccion de los polipéptidos de la invencién, se detectd un alto nivel de piroglutamato (pGlu) en el
extremo amino-terminal mediante RP-HPLC. Se detectaron niveles de mas del 15% de pGlu tras la fermentacion y
los niveles de pGlu aumentaron regularmente tras el almacenamiento durante estudios de estabilidad. Una
modificacion de este tipo conduce a heterogeneidad del producto final y es necesario evitarla. El control/prevencion

de la formacion de pGlu es por tanto critico para mantener proteinas terapéuticas dentro de sus especificaciones
fijadas. Se necesitan condiciones de almacenamiento y/o formulaciones liquidas especificas para proteinas con un
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acido glutamico N-terminal minimizando asi la formacién de acido piro-glutamico.

En la presente invencion, se eliminé la posibilidad de modificacién postraduccional de pGlu del extremo N-terminal
cambiando el acido glutamico N-terminal (E) [HOOC-(CH.).-proteina] a un acido aspartico (D) [HOOC-CH,-proteina]
que conduce a estabilidad de producto aumentada. Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a
polipéptidos tal como se describié anteriormente en los que el acido glutamico en la posicion 1 se cambia a un acido
aspartico.

La presente invencién proporciona varios polipéptidos de secuencia optimizada que muestran estabilidad aumentada
tras almacenamiento durante estudios de estabilidad. Por consiguiente, la invencidon proporciona un polipéptido
trivalente tal como se describié anteriormente, en el que el primer aminoacido (acido glutamico) se ha cambiado a
acido aspartico.

En un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido trivalente elegido de los siguientes polipéptidos:
a) SEQ ID NO: 142-145 y 162-165;

b) polipéptidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente no mas
de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 142-145 y 162-165, siempre que:

i) la primera secuencia de aminoacidos o Nanobody® abarcado en dicho polipéptido tenga un acido aspartico (Asp,
D) en la posicion 1; y

ii) el polipéptido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior
(midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o el polipéptido tenga una potencia
igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con el
polipéptido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Un polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 142. Otro
polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 143. Otro
polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 144. Otro
polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 145. Otro
polipéptido trivalente preferido de la invencion comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 162-165.

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 77, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 78, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 79, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 158, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 159, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 160, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invencién proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 161, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico
(Glu1Asp).
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En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu
y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico (Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody('E/N.emobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro,
Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la
posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico (Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos
de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la
que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico (Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis
o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu,
Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a
acido aspartico (Glu1Asp).

En otro aspecto preferido, la invenciéon proporciona un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 53, en la que en al menos un Nanobody®/Nanobodies® (preferiblemente en dos, mas
preferiblemente en los tres) que forma(n) parte de SEQ ID NO: 53, se han mutado los siguientes residuos de
aminoacido:

- Glu1Asp

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GiIn, Gtn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105GIn; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIn y Arg105GiIn.

En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencidn consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 142. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion consiste esencialmente en la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 143. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion consiste esencialmente en
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 144. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la invencion consiste
esencialmente en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 145. En otro aspecto preferido, el polipéptido de la
invencion consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 162-165.

Polipéptidos con las secuencias de aminoacidos y secuencias de polipéptido tal como se describié anteriormente
han mostrado propiedades ventajosas para uso como agentes profilacticos, terapéuticos y/o farmacolégicamente
activos tales como, por ejemplo, estabilidad mejorada, menos inmunogenicidad, caracteristicas de unién mejoradas
(adecuadamente medidas y/o expresadas como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente),
velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente
en el presente documento), afinidad mejorada y/o avidez mejorada por proteina F de VRSh y/o eficacia y/o potencia
mejoradas para neutralizar VRSh.

Mas en particular, estos polipéptidos y compuestos de la invenciéon pueden unirse a la proteina F de VRSh con una
afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente),
velocidad de kaso. Y/0 velocidad de kgis., 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente
en el presente documento) preferiblemente de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una constante de disociacion (Kp) de 100 nM a 0,1 nM o menos,
preferiblemente de 10 nM a 0,1 nM o menos, mas preferiblemente de 1 nM a 0,1 nM o menos;

y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de kaso. de entre 10* M's™ y aproxmadamente 10" M's™
preferiblemente entre 10° M's™ y 10° M's™, mas preferiblemente de aproximadamente 10° M's™ o mas;

y/o de manera que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de kgs. de entre 102 s™ (t12=0,69 s) y 10 s (proporcmnando
un complejo casi irreversible con un t1/2 de multiples dias), preferiblemente de entre 10° s y 10* s, mas
preferiblemente de entre 5x10° sy 10* s™, o inferior.

Algunos valores de Clso preferidos para la union de los polipéptidos de la invencion a la proteina F de VRSh
quedaran claros a partir de la descripcién adicional y ejemplos en el presente documento.

Los ensayos para determinar la CI50 incluyen ensayos de competencia tales como ELISA de competencia (por
ejemplo, competencia con Synagls o su fragmento Fab) o mas preferiblemente ensayos de neutralizacién tales
como el ensayo de microneutralizacion descrito por Anderson et al. (1985, J. Clin. Microbiol. 22: 1050-1052), una
modificacion de este ensayo tal como se describe en el ejemplo 6 o un ensayo de reduccion de placas tal como se
describe por Johnson et al. (1997, J. Inf. Dis. 176: 1215-1224), y modificaciones de los mismos.

Por ejemplo, en un ensayo de competencia con Synagis®, los polipéptidos de la invencién pueden tener valores de
Clso de entre 1 nM y 100 nM, preferiblemente entre 10 nM y 50 nM, o menos.

Por ejemplo, en un ensayo de microneutralizaciéon de la cepa Long de VRS (tal como se describe, por ejemplo, en el
ejemplo 6) los polipéptidos de la invencién pueden tener valores de Clso de entre 10 pM y 1000 pM, preferiblemente
entre 10 pM y 250 pM, mas preferiblemente entre 50 pM y 200 pM o menos. En un ensayo de microneutralizacion,
los polipéptidos de la invencion pueden tener valores de Clsp que son al menos los mismos y preferiblemente
mejores, al menos diez veces mejores, preferiblemente veinte veces mejores mas preferiblemente cincuenta veces
mejores, incluso mas preferlblemente sesenta, setenta, ochenta o mas veces mejores en comparacién con el valor
de Clso obtenido con Synagis®.

La invencién también se refiere a un polipéptido o construccién monovalente (también denominado “polipéptido
monovalente de la invencién” o “construccion monovalente de la |nvenC|on) que comprende o que consiste
esencialmente en una secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion. Las construcciones monovalentes
preferidas de la invencion comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 60-76, tal como una de
SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, tal como, por ejemplo, SEQ ID NO: 65 o 75; una de SEQ ID NO: 138-141; una
de SEQ ID NO: 146-153; o una de SEQ ID NO: 154-157. Tales construcciones monovalentes, asi como las
secuencias de aminoacidos y Nanobodies® de la invencion pueden usarse para la preparacion de un polipéptido de
la invencion, tal como, por ejemplo, los polipéptidos multivalentes de la invencién descritos anteriormente.

Los polipéptidos de la invencion pueden prepararse generalmente medlante un método que comprende al menos la
etapa de unir adecuadamente la secuencia de ammoamdos Nanobody o construccion monovalente de la invencion
a una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o construcciones monovalentes adicionales de la invencion,
opcionalmente por medio del uno o mas conectores adecuados, para proporcionar el polipéptido de la invencion. Los
polipéptidos de la invencion también pueden prepararse mediante un método que comprende generalmente al
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menos las etapas de proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencién, expresar dicho
acido nucleico de una manera adecuada y recuperar el polipéptido expresado de la invencion. Tales métodos
pueden realizarse de una manera conocida per se, que quedara clara para el experto, por ejemplo basandose en los
métodos y las técnicas descritos adicionalmente en el presente documento.

Un método para preparar aminoacidos o polipéptidos multivalentes, multiparatépicos y/o multiespecificos de la
invencion puede comprender al menos las etapas de unir dos o mas secuencias de aminoacidos monovalentes o
construcciones monovalentes de la invencion y, por ejemplo, uno 0 mas conectores entre si de una manera
adecuada. Las construcciones monovalentes (y conectores) pueden acoplarse mediante cualquier método conocido
en la técnica y tal como se describe adicionalmente en el presente documento. Las técnicas preferidas incluyen la
union de las secuencias de acido nucleico que codifican las construcciones monovalentes (y conectores) para
preparar una construccion genética que expresa la secuencia de aminoacidos o el polipéptido multivalente,
multiparatopico y/o multiespecifico. Las técnicas para unir las secuencias de aminoacidos o secuencias de acido
nucleico quedaran claras para el experto, y se hace de nuevo referencia a los manuales convencionales, tales como
Sambrook et al. y Ausubel et al., mencionados anteriormente, asi como a los ejemplos mas adelante.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos, un Nanobody® o
una construccién monovalente de la invencién en la preparacién de un polipéptido multivalente de la invencién. El
método para Ia preparacion de un polipéptido multivalente comprendera la unién de una secuencia de aminoacidos,
un Nanobody 0 una construccion monovalente de la invencién a al menos una secuencia de aminoacidos,
Nanobody o0 construccion monovalente adicional de la invencién, opcionalmente por medio de uno o mas
conectores. La secuencia de aminoacidos, Nanobody o construccion monovalente se usa entonces como dominio
de unién o unidad de unidn para proporcionar y/o preparar el polipéptido multivalente que comprende dos (por
ejemplo, en un polipéptido bivalente), tres (por ejemplo, en un polipéptido trivalente) o mas (por ejemplo, en un
polipéptido multivalente) unidades de union. En este sentido, la secuencia de aminoacidos, Nanobody y
construccién monovalente pueden usarse como dominio de unién o unidad de unién para proporcionar y/o preparar
un polipéptido multivalente y preferiblemente bivalente o trivalente de la invencién que comprende dos, tres o mas
unidades de unién. Preferiblemente, los dominios de unién o unidades de unién se unen por medio de un conector
de manera que el polipéptido multivalente presenta preferiblemente unién intramolecular en comparaciéon con unién
intermolecular. También preferiblemente el polipéptido multivalente puede unirse simultdneamente a ambos o los
tres sitios de union en la proteina F de VRS.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos o un Nanobody®
de la invencién (tal como se describié anteriormente) en la preparacion de un polipéptido multivalente. El método
para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la unién de Ia secuencia de aminoacidos o Nanobody®
de la invencién a al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody adicional de la invencion, opcionalmente
por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;
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b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion
78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparacién del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76; 0

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,
en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
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preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 65. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
usada en la preparacion de un polipéptido multivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76.

En un aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparaciéon de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicién 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 (determinandose dichas
posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacién de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
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siguientes:
a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 158, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparaciéon de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, en la preparacion de un polipéptido
multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, en la
preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionado de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn y GIn108Leu, en la preparacion de un polipéptido multivalente.
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En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85GIu y Arg105GIn; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn,

en la preparacién de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
anteriores en la que el aminoacido (acido glutamico) en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la
preparacion de un polipéptido multivalente.

En este sentido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido multivalente. EI método para la preparaciéon del polipéptido multivalente
comprendera la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional,
opcionalmente por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparaciéon de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 138. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
usada en la preparacion de un polipéptido multivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 139. En
otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparaciéon de un polipéptido multivalente
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 140. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
usada en la preparacion de un polipéptido multivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 141. En
otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparaciéon de un polipéptido multivalente
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comprende o consiste esencialmente en una de SEQ ID NO: 154-157.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un
polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1
se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que
acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido multivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Glu1Asp;
- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;
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- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn,

en la preparacién de un polipéptido multivalente.

La presente invencién también se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion
(tal como se describié anteriormente) en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion
del polipéptido bivalente comprendera la unién de las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencién,

opcionalmente por medio de un conector.

Por consiguiente, en un aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de un conector.

En un aspecto preferido, las dos secuencias de aminoacidos usadas en la preparacion del polipéptido bivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 60-76.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y/o una arginina (Arg, R) en la posiciéon 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);
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y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de un conector.

En otro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de un conector.

En un aspecto preferido, las dos secuencias de aminoacidos usadas en la preparacion de un polipéptido bivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En otro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de un conector.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
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tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de un conector.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicién 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos usadas en la preparacién de un polipéptido bivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicién 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posiciéon 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 (determinandose dichas
posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacién del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o mas conectores.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicién 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:
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- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
y glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicién 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 158, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacién del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos usadas en la preparacién de un polipéptido bivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En otro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de
los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp,
en la preparacién de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro,
Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu, en la preparacion de un polipéptido
bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de dos secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado
los siguientes residuos de aminoacido:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;
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- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp; o

- Gly54Asp;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GiIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85GIu y Arg105GIn; o

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn,

en la preparacién de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
anteriores en la que el aminoacido (acido glutamico) en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la
preparacion de un polipéptido bivalente.

En este sentido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 1 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido bivalente. El método para la preparacion del polipéptido bivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacién de un polipéptido bivalente
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 138. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
usada en la preparaciéon de un polipéptido bivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 139. En
otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacién de un polipéptido bivalente comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 140. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la
preparacion de un polipéptido bivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 141. En otro aspecto
preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido bivalente comprende o consiste
esencialmente en SEQ ID NO: 154-157.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.
En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
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o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un
polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicién 1
se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que
el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.
En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido bivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;
- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;
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- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105GiIn; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn,

en la preparacion de un polipéptido bivalente.

La presente invencion también se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion
(tal como se describié anteriormente) en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion
del polipéptido trivalente comprendera la union de las secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies® de la invencion,

opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos (preferiblemente
idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 60-76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 60-76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105 (determinandose dicha posicion
segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacion con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, las tres secuencias de aminoacidos usadas en la preparacion del polipéptido trivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 60-76.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat);

y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. EI método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
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(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 62, 65, 67,68, 75y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una glutamina (GIn, Q) en la posicién 105, una leucina (Leu, L) en la posicién
78 y una arginina (Arg, R) en la posicién 83 (determinandose dichas posiciones segun la numeracién de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, las tres secuencias de aminoacidos usadas en la preparacion de un polipéptido trivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 62, 65, 67, 68, 75y 76.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicion 78 y/o una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 65y 76;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 65 y 76, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 54, una glutamina (GIn, Q) en la
posicion 105, una leucina (Leu, L) en la posicién 78 y una arginina (Arg, R) en la posicion 83 (determinandose
dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dichas secuencias de aminoacidos entre si, opcionalmente por medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, las tres secuencias de aminoacidos usadas en la preparacion del polipéptido trivalente
comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 65. En otro aspecto preferido, las tres secuencias de
aminoacidos usadas en la preparacion del polipéptido trivalente comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID
NO: 76.
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En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 (determinandose dichas posiciones segun
la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos usadas en la preparacién de un polipéptido trivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-153.

En otro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posiciéon 108; y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 (determinandose dichas
posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o dos conectores.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) elegidas de las siguientes:

a) SEQ ID NO: 146-149 y 151-153;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga una prolina (Pro, P) en la posicion 14, arginina (Arg, R) en la posicién 19,
leucina (Leu, L) en la posicion 20 y/o leucina (Leu, L) en la posicion 108 y ademas arginina (Arg, R) en la posicion
83, acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y/o glutamina (GIn, Q) en la posicion 105 de modo que cuando la
secuencia de aminoacidos tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas preferiblemente
no mas de 1 aminoacido con:

- SEQ ID NO: 146, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente glutamina (GlIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 147, la secuencia de aminodacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y
glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 148, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutdmico (Glu, E) en la posicion 85
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y glutamina (GIn, Q) en la posicién 105;

- SEQ ID NO: 149, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83, acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85 y glutamina (GIn, Q) en la posicion 105;

- SEQ ID NO: 151, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83;
- SEQ ID NO: 152, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente acido glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

- SEQ ID NO: 153, la secuencia de aminoacidos tiene preferiblemente arginina (Arg, R) en la posicion 83 y acido
glutamico (Glu, E) en la posicion 85;

(determinandose dichas posiciones segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos una secuencia de aminoacidos adicional, opcionalmente por
medio de uno o dos conectores.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos usadas en la preparacién de un polipéptido trivalente
comprenden o consisten esencialmente en una de SEQ ID NO: 146-149 y 151-153.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado
seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg,
Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de
los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp,
en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro,
Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal
como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes:
Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu, en la preparacion de un polipéptido
trivalente.

En ofro aspecto preferido, la presente invencidon se refiere al uso de tres secuencias de aminoacidos
(preferiblemente idénticas) que comprenden o consisten esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado
los siguientes residuos de aminoacido:

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Ala83Arg, Asp85Giu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Ala83Arg, Asp85Gilu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Gly54Asp;
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- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105GIn;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin;

- Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GiIn,
en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 62 en la preparacién de SEQ ID
NO: 77. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la unién de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 62 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 62, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 65 en la preparacién de SEQ ID
NO: 78. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la unién de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 65 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 65, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 76 en la preparacién de SEQ ID
NO: 79. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la unién de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 76 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 76, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 75 en la preparacién de SEQ ID
NO: 158. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 75 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 75, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 147 en la preparacion de SEQ ID
NO: 159. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 147 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 147, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 149 en la preparacion de SEQ ID
NO: 160. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 149 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 149, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 153 en la preparacion de SEQ ID
NO: 161. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 153 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales con SEQ ID NO: 153, por
medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las
anteriores en la que el aminoacido (acido glutamico) en la posicién 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la
preparacion de un polipéptido trivalente.

En este sentido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos elegida de las siguientes:
a) SEQ ID NO: 138-141 y 154-157;

b) secuencias de aminoacidos que tienen una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con una de SEQ ID NO: 138-141 y 154-157, siempre que:

i) la secuencia de aminoacidos tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicion 1 (determinandose dicha posicion
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segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o
superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

en la preparacion de un polipéptido trivalente. El método para la preparacion del polipéptido trivalente comprendera
la unién de dicha secuencia de aminoacidos a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales, opcionalmente
por medio de uno o mas conectores.

En un aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido trivalente
comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 138. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos
usada en la preparacién de un polipéptido trivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 139. En
otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido trivalente comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 140. En otro aspecto preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la
preparacion de un polipéptido trivalente comprende o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 141. En otro aspecto
preferido, la secuencia de aminoacidos usada en la preparacion de un polipéptido trivalente comprende o consiste
esencialmente en una de SEQ ID NO: 154-157.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 62, en la que el acido glutamico en la posiciéon 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 65, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 76, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 75, en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 147, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 149, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 153, en la que el acido glutamico en la posicién 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve, diez, once o doce) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu,
Ala14Pro, Ser19R, lle20Leu, Glu44Gly, Ala74Ser, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y
Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un
polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho
0 nueve) residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly,
Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn, GIn108Leu y Gly54Asp, y en la que el acido glutamico en la posicion 1
se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
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o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres o cuatro) residuos de
aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu, y en la que
el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.
En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que uno o mas (tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete)
residuos de aminoacido se han mutado seleccionados de los siguientes: Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, Ala83Arg,
Asp85Glu, Arg105GIn y GIn108Leu, y en la que el acido glutamico en la posicion 1 se ha cambiado a acido
aspartico, en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos que comprende
o consiste esencialmente en SEQ ID NO: 5, en la que se han mutado los siguientes residuos de aminoacido:

- Glu1Asp;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GiIu, Arg1015GIn y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105GIn;

- Glu1Asp, Val5Leu, Ala14Pro, Glu44Gly, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GIn, GIn1018Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala83Arg, Asp85GIu, Arg105GiIn, GIn108Leu y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Gly78Leu, Ala83Arg, Asp85Glu, Arg105GIn y Gly54Asp;

- Glu1Asp y Gly54Asp;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu y GIn108Leu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Ala83Arg;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Asp85Gilu;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg y Arg105Gin;

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Asp85Glu y Arg105Gin; o

- Glu1Asp, Ala14Pro, Ser19Arg, lle20Leu, GIn108Leu, Ala83Arg, Asp85GIu y Arg105Gin,

en la preparacion de un polipéptido trivalente.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 138 en la preparacion de SEQ ID
NO: 142. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 138 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 5), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 139 en la preparacion de SEQ ID
NO: 143. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la union de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 139 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 62), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 140 en la preparacion de SEQ ID
NO: 144. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la union de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 140 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 65), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 154 en la preparacion de SEQ ID
NO: 162. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de

aminodacidos con SEQ ID NO:154 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 75), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

98



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 034 T3

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 155 en la preparacion de SEQ ID
NO: 163. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la union de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 155 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 147), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 156 en la preparacion de SEQ ID
NO: 164. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 156 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 149), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere al uso de SEQ ID NO: 157 en la preparacion de SEQ ID
NO: 165. El método para la preparacion del polipéptido multivalente comprendera la uniéon de una secuencia de
aminoacidos con SEQ ID NO: 157 a al menos dos secuencias de aminoacidos adicionales (preferiblemente SEQ ID
NO: 153), por medio de un conector 15GS (SEQ ID NO: 128).

Los polipéptidos de la invencion que contienen al menos dos secuencias de aminoacidos y/o Nanobodies®, en los
que al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody esta dirigido contra un primer antigeno (es deC|r contra
la proteina F de VRSh) y al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody esta d|r|g|do contra un segundo
antigeno (es decir, diferente de la proteina F de VRSh), tamblen se denominaran polipéptidos “multiespecificos” de
la invencioén, y las secuencias de aminoacidos o Nanobodies® presentes en tales polipéptidos se considerara
también en el presente documento que estan en un “formato multiespecifico”. Por tanto, por ejemplo, un polipéptido
blespecmco de la invencién es un polipéptido que comprende al menos una secuencia de aminoacidos o
Nanobody de la invencioén dirigido contra un primer antigeno (es decir, proteina F de VRSh) y al menos una
secuencia de aminoacidos o Nanobody adicional dirigido contra un segundo antigeno (es decir, diferente de la
proteina F de VRSh), mientras que un polipéptido ° trlespecmco de la invencion es un polipéptido que comprende al
menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion d|r|g|do contra un primer antigeno (es decir,
proteina F de VRSh), al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody adicional dirigido contra un segundo
antigeno (es decir, diferente de la proteina F de VRSh) y al menos una secuencia de aminoacidos o Nanobody®
adicional dirigido contra un tercer antigeno (es decir, diferente de tanto la proteina F de VRSh como el segundo
antigeno); etc.

Por consiguiente, en su forma mas sencilla, un polipéptido biespecifico de la invencién es un polipéptido bivalente de
la invencién (tal como se define en el presente documento), que comprende una primera secuencia de aminoacidos
o] Nanobody de la invencion dirigido contra la proteina F de VRSh, y una segunda secuencia de aminoacidos o
Nanobody dirigido contra un segundo antigeno, en el que dicha primera y segunda secuencia de aminoacidos o
Nanobody pueden estar unidos opcionalmente por medio de una secuencia de conector (tal como se define en el
presente documento); mientras que un polipéptido triespecifico de la invencién en su forma mas sencilla es un
polipéptido trivalente de la invencion (tal como se define en el presente documento), que comprende una primera
secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencioén dirigido contra la proteina F de VRSh, una segunda
secuencia de ammoaados o Nanobody dirigido contra un segundo antigeno y una tercera secuencia de
aminoacidos o Nanobody dlrlgldo contra un tercer antigeno, en el que dicha primera, segunda y tercera secuencia
de aminoacidos o Nanobody pueden estar unidos opcionalmente por medio de una o mas, y en particular dos,
secuencias de conector.

En un aspecto especifico, el polipéptido de la invencion es un polipéptido biespecifico, trivalente. Un polipéptido
biespecifico, trivalente de la invencion en su forma mas sencilla puede ser un polipéptido trivalente de la invencion
(tal como se define en el presente documento), que comprende dos secuencias de ammoamdos o Nanobodies®
idénticos contra la proteina F de VRSh y una tercera secuencia de aminoacidos o Nanobodg dirigido contra otro
antigeno, en el que dicha primera, segunda y tercera secuencia de aminoacidos o Nanobody™ pueden estar unidos
opcionalmente por medio de uno o mas, y en particular dos, secuencias de conector.

Un ejemplo preferido, pero no limitativo de un polipéptido multiespecifico de la |nvenC|on comprende al menos una
secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencién y al menos un Nanobody que proporciona una semivida
aumentada. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos de tales Nanobodies® incluyen Nanobodies® dirigidos
contra proteinas séricas, tales como seroalbumina humana, proteina de unién a tiroxina, transferrina (humana),
fibrindgeno, una inmunoglobulina tal como IgG, IgE o IgM, o una de las otras proteinas séricas enumeradas en el
documento WO 04/003019.

Por ejemplo, para experimentos en ratones, pueden usare Nanobodles contra seroalbumina murina (MSA),
mientras que para uso farmacéutico, pueden usarse Nanobodies® contra seroalbtmina humana.

Otra realizacién de la presente invencién es una construccion de polipéptido tal como se describié anteriormente en

el que dicha al menos una proteina sérica (humana) es cualquiera de seroalbumina (humana), inmunoglobulinas
séricas (humanas), proteina de unién a tiroxina (humana), transferrina (humana), fibrinégeno (humano), etc.
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Por consiguiente, en un aspecto especifico, el polipéptido de la invencién es un polipéptido biespecifico que
comprende una primera secuencia de ammoamdos 0 Nanobody de la invencion contra proteina F de VRSh y una
segunda secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra seroalbumina (humana), en el que dicha primera y
segunda secuencia de aminoacidos o Nanobody pueden estar unidas opcionalmente por medio de una secuencia
de conector.

En otro aspecto especifico, el polipéptido de Ia invencion es un polipéptido biespecifico, trivalente, que comprende
dos secuencias de aminoacidos o Nanobodles idénticos de la invencion contra proteina F de VRSh y una tercera
secuencia de aminoacidos o Nanobody d|r|g|do contra seroalbumina (humana), en el que dicha primera, segunda y
tercera secuencia de aminoacidos o Nanobody pueden estar unidos opcionalmente por medio de una o mas, y en
particular dos, secuencias de conector.

En otro aspecto especifico, el polipéptido de la i |nvenC|on es un polipéptido biespecifico, tetravalente, que comprende
tres secuencias de aminoacidos o Nanobodles idénticos de la invencién contra proteina F de VRSh y una cuarta
secuencia de aminoacidos o Nanobody dirigido contra seroalbumlna (humana), en el que dicha primera, segunda,
tercera y cuarta secuencia de aminoacidos o Nanobody pueden estar unidos opcionalmente por medio de una o
mas, y en particular dos o tres, secuencias de conector.

Segun un aspecto especifico, pero no limitativo de la i |nvenC|on los polipéptidos de la invencién contienen, ademas
de la una o mas secuencias de ammoamdos o Nanobodies® de la invencion, al menos un Nanobody contra
seroalbumina humana. Estos Nanobodies® contra seroalblimina humana pueden ser tal como se describe
generalmente en las solicitudes de Ablynx N.V. mencionadas anteriormente (véase, por ejemplo, el documento WO
04/062551). Algunos Nanobodies® particularmente preferidos que propormonan una semivida aumentada y que
pueden usarse en los polipéptidos de la invencién incluyen los Nanobodies® ALB-1 a ALB-10 divulgados en el
documento WO 06/122787 (véanse las tablas Il y IllI) de los cuales se prefiere particularmente ALB-8 (SEQ ID NO:
62 en el documento WO 06/122787).

En otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto 0 construccion, y en particular a una proteina o polipéptido
(también denominado en el presente documento “compuesto de la |nvenC|on) que comprende o consiste
esencialmente en una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencién (o
fragmentos adecuados de los mismos), y opcionalmente comprende ademas uno o mas de otros grupos, residuos,
restos o unidades de unién. Tal como quedara claro para el experto a partir de la divulgacion adicional en el
presente documento, tales grupos, residuos, restos, unidades de union o secuencias de amlnoaC|dos adicionales
pueden proporcionar o no una funcionalidad adicional a la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la
invencion (y/o al compuesto, construccion o pollpeptldo en el que esta presente) y puede modificar o no las
propiedades de la secuencia de aminoacidos, Nanobody y/o polipéptido de la invencion.

Tales grupos, residuos, restos o unidades de unién pueden ser, por ejemplo, grupos quimicos, residuos, restos, que
pueden ser o no por si mismos biolégica y/o farmacolégicamente activos. Por ejemplo, y sin limitacion, tales grupos
pueden unirse a la una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodles y/o polipéptidos de la invencion para
proporcionar un “derivado” de una secuencia de aminoacidos, Nanobody y/o polipéptido de la invencion, tal como
se describe adicionalmente en el presente documento.

También dentro del alcance de la presente invencidn estan compuestos o construcciones que comprenden o
consisten esencialmente en uno o mas derivados tal como se describe en el presente documento, y opcionalmente
comprenden ademas uno o mas de otros grupos, residuos, restos o unidades de union, opcionalmente unidos por
medio de uno o mas conectores. Preferiblemente, dicho uno o mas de otros grupos, residuos, restos o unidades de
unién son secuencias de aminoacidos.

En los compuestos, construcciones o polipéptidos descritos anteriormente, la una o mas secuencias de
aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencion y el uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de
union pueden unirse directamente entre si y/o por medio de uno o mas conectores o espaciadores adecuados. Por
ejemplo, cuando el uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de union son secuencias de aminoacidos, los
conectores también pueden ser secuencias de aminoacidos, de modo que el compuesto, construccion o polipéptido
resultante es una (proteina) de fusion o (polipéptido) de fusion.

Un compuesto o construccién de la invencion puede comprender una secuencia de aminoacidos, Nanobody® 0
polipéptido de la invencién, que esta fusionado en su extremo amino-terminal, en su extremo carboxilo-terminal o
tanto en su extremo amino-terminal como en su extremo carboxilo-terminal a al menos una secuencia de
aminoacidos adicional, es decir, para proporcionar una proteina de fusién que comprende dicha secuencia de
aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion y la una o mas secuencias de aminoacidos adicionales.

La una o mas secuencias de aminoacidos adicionales pueden ser cualquier secuencia de aminoacidos adecuada y/o
deseada. Las secuencias de aminoacidos adicionales pueden o no camblar alterar o influir de otro modo en las
propiedades (bioldgicas) de la secuencia de aminoacidos, Nanobody 0 pollpeptldo de la invencién, y pueden o no
afiadir una funcionalidad adicional a la secuencia de aminoacidos, Nanobody o el polipéptido de la invencién.
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Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos adicional es tal que confiere una o mas propiedades deseadas o
funcionalidades a la secuencia de aminoacidos, Nanobody o el polipéptido de la invencion.

Un ejemplo de tales secuencias de aminoacidos quedara claro para el experto, y puede comprender generalmente
todas las secuencias de aminoacidos que se usan en fusiones de péptidos basadas en anticuerpos convencionales
y fragmentos de los mismos (incluyendo pero sin limitarse a ScFv y anticuerpos de un Unico dominio). Se hace
referencia por ejemplo a la revision de Holliger y Hudson, Nature Biotechnology, 23, 9,1126-1136 (2005).

Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de este tipo puede ser una secuencia de aminoacidos que aumenta la
semivida, la solubilidad o la absorcién, reduce la inmunogenicidad o la toxicidad, elimina o atenua efectos
secundarios no deseados, y/o confiere otras propiedades ventajosas a y/o reduce las propledades no deseadas de
los compuestos de la invencién, en comparacion con la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la
invencion per se. Algunos ejemplos no limitativos de tales secuencias de aminoacidos son proteinas séricas, tales
como seroalbumina humana (véase, por ejemplo, el documento WO 00/27435) o moléculas hapténicas (por ejemplo,
haptenos que se reconocen por anticuerpos circulantes, véase, por ejemplo, el documento WO 98/22141).

La secuencia de aminoacidos adicional también puede proporcionar un segundo sitio de union, sitio de uniéon que
puede estar dirigido contra cualquier proteina, polipéptido, antigeno, determinante antigénico o epitopo deseado
(incluyendo pero sin limitarse a la misma proteina, pollpeptldo antigeno, determinante antigénico o epitopo contra el
que esta dirigido la secuencia de aminoacidos o Nanobody de la invencion, o una proteina, polipéptido, antigeno,
determinante antigénico o epitopo diferente). Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos adicional puede
proporcionar un segundo sitio de unién que esta dirigido contra una proteina sérica (tal como, por ejemplo, albdmina
sérica humana u otra proteina sérica tal como IgG), para proporcionar una semivida aumentada en suero. Tales
secuencias de aminoacidos incluyen por ejemplo Nanobodies®, asi como los péptidos pequerios y proteinas de
union descritos en los documentos WO 91/01743, WO 01/45746 y WO 02/076489 y los dAb descritos en los
documentos WO 03/002609 y WO 04/003019. Se hace también referencia a Harmsen et al., Vaccine, 23 (41); 4926-
42, 2005, asi como al documento EP 0 368 684, asi como a los documentos WO 08/028977, WO 08/043821, WO
08/043822 de Ablynx N.V. y el documento WO 08/068280.

Tales secuencias de aminoacidos pueden estar en particular dirigidas contra seroalbumina (y mas en particular
seroalbumina humana) y/o contra IgG (y mas en particular IgG humana). Por ejemplo, tales secuencias de
aminoacidos pueden ser secuencias de aminoacidos que estan dirigidas contra seroalbdmina (humana) y
secuencias de aminoacidos que pueden unirse a residuos de aminoacido en seroalbumina (humana) que no estan
implicados en la union de seroalbumina a FcRn (véase, por ejemplo, el documento WO 06/0122787) y/o secuencias
de aminoacidos que son capaces de unirse a residuos de aminoacido en seroalbumina que no forman parte del
dominio Il de seroalbumina (véase de nuevo, por ejemplo, el documento WO 06/0122787); secuencias de
aminoacidos que tienen o pueden proporcionar una semivida aumentada (véase, por ejemplo, el documento WO
08/028977); secuencias de aminoacidos contra seroalbumina humana que reaccionan de manera cruzada con
seroalbumina de al menos una especie de mamifero, y en particular con al menos una especie de primate (tal como,
sin limitacién, monos del género Macaca (tal como, y en particular, macacos cangrejeros (Macaca fascicularis) ylo
macacos de la India (Macaca mulatta)) y babuino (Papio ursinus), se hace referencia de nuevo al documento WO
08/028977); secuencias de aminoacidos que pueden unirse a seroalbumina de una manera independiente del pH
(véase, por ejemplo, el documento WO 08/043821) y/o secuencias de aminoacidos que son agentes de union
condicionales (véase, por ejemplo, el documento WO 08/043822).

Segun otra realizacion, la una o mas secuencias de aminoacidos adicionales pueden comprender una o mas partes,
fragmentos o dominios de anticuerpos de 4 cadenas convencionales (y en particular anticuerpos humanos) y/o de
anticuerpos de cadena pesada. Por ejemplo, aunque habitualmente se prefiere menos, una secuencia de
aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion puede estar unido a un dominio de V4 o V. convencional
(preferiblemente humano) o a un analogo natural o sintético de un dominio de V4 o V|, de nuevo opcionalmente por
medio de una secuencia de conector (incluyendo pero sin limitarse a otros anticuerpos de (un tnico) dominio, tales
como los dAb descritos por Ward et al.).

Por consiguiente, en el compuesto o construccion de la invencioén, dicho uno o mas de otros grupos, residuos, restos
o unidades de union pueden elegirse del grupo que consiste en anticuerpos de dominio, secuencias de aminoacidos
que son adecuadas para su uso como anticuerpo de dominio, anticuerpos de un Unico dominio, secuencias de
aminoacidos que son adecuadas para su uso como un anticuerpo de un Unico dominio, “dAb”, secuencias de
aminoacidos que son adecuadas para su uso como dAb, o Nanobodies®.

En un aspecto especifico de la invencion, el compuesto construccién o polipéptido de la invenciéon que comprende
al menos una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la |nvenC|on puede tener una semivida
aumentada, en comparacion con la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido correspondiente de la
invencion. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos de tales compuestos, construcciones y polipéptidos
quedaran claros para el experto basandose en la divulgacic')n adicional en el presente documento, y por ejemplo
comprenden secuencias de aminoacidos, Nanobodies™ o polipéptidos de la invencién que se han modificado
quimicamente para aumentar la semivida de los mismos (por ejemplo, por medio de pegilacion); o compuestos de la

101



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 034 T3

invencion que comprenden al menos una secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invenciéon que
esta unido a al menos un resto (y en partlcular al menos una secuencia de aminoacidos) que aumenta la semivida
de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion. Los ejemplos de compuestos de la
invencion que comprenden tales restos que prolongan la semivida quedaran claros para el experto basandose en la
dlvulgaC|on adicional en el presente documento; @}/ por ejemplo incluyen, sin limitacién, compuestos en los que la una
0 mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies™ o polipéptidos de la invencién estan unidos adecuadamente a una
0 mas proteinas séricas o fragmentos de las mismas (tales como seroalbumina o fragmentos adecuados de la
misma) o a una o mas unidades de unién que pueden unirse a proteinas séricas (tales como, por ejemplo,
Nanobodies® o anticuerpos de (un Unico) dominio que pueden unirse a proteinas séricas tales como seroalbumina,
|nmunoglobullnas séricas tales como IgG o transferrina); compuestos en los que una secuencia de aminoacidos,
Nanobody o polipéptido de la invencion esta unido a una parte de Fc (tal como un Fc humano) o una parte 0
fragmento adecuado del mismo; o compuestos en los que la una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o
polipéptidos de la invencion estan unidos adecuadamente a una o mas proteinas o péptidos pequenos que pueden
unirse a proteinas séricas (tales como, sin limitacion, las proteinas y péptidos descritos en los documentos WO
91/01743, WO 01/45746, WO 02/076489).

La al menos una secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido también puede estar unido a uno o mas
dominios Cn1, Cu2 y/o Cn3 (preferiblemente humanos) opcionalmente por medio de una secuencia de conector. Por
ejemplo, una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido unido a un dominio Cy1 adecuado podria usarse
por ejemplo, junto con cadenas ligeras adecuadas, para generar fragmentos de anticuerpos/estructuras analogas a
fragmentos F(ab’), o fragmentos Fab convencionales, pero en los que uno o (en caso de un fragmento F(ab’)) uno o
ambos de los dominios Vy convencionales se han reemplazado por una secuencia de aminoacidos, Nanobody o]
polipéptido de la invencién. Ademas, dos secuencias de aminoacidos o Nanobodies® podrian estar unidos a un
dominio Cp3 (opcionalmente por medio de un conector) para proporcionar una construccion con semivida
aumentada in vivo.

Segun un aspecto especifico, una o0 mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la invencién
pueden estar unidos (opcionalmente por medio de una regiéon de bisagra o conector adecuado) a uno o mas
dominios constantes (por ejemplo, 2 o 3 dominios constantes que pueden usarse como parte de/para formar una
parte de Fc), a una parte de Fc y/o a una o mas partes de anticuerpo, fragmentos o dominios que confieren una o
mas funciones efectoras a la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencién y/o pueden
conferir la capacidad de unirse a uno o mas receptores de Fc. Por ejemplo, para este fin, y sin limitarse al mismo, la
una o mas secuencias de aminoacidos adicionales pueden comprender uno o mas dominios Cx2 y/o Cu3 de un
anticuerpo, tal como de un anticuerpo de cadena pesada (tal como se describe en el presente documento) y mas
preferiblemente de un anticuerpo de 4 cadenas humano convencional; y/o pueden formar (parte de) una regién Fc,
por ejemplo de IgG (por ejemplo, de IgG1, 1IgG2; IgG3 o IgG4), de IgE o de otra Ig humana tal como IgA, IgD o IgM.
Por ejemplo, el documento WO 94/04678 describe anticuerpos de cadena pesada que comprenden un dominio Vuu
de camélido o un derivado humanizado del mismo (es decir, un Nanobody®), en el que el dominio Cx2 y/o Cn3 de
camélido se ha reemplazado por dominios Cx2 y C43 humanos, para proporcionar una inmunoglobulina que consiste
en 2 cadenas pesadas que comprenden cada una un Nanobody y dominios Cx2 y Cn3 humanos (pero no un
dominio Cx1), inmunoglobulina que tiene la funcién efectora proporcionada por los dominios Ch2 y Cu3 e
inmunoglobulina que puede funcionar sin la presencia de ninguna cadena ligera. Otras secuencias de aminoacidos
que pueden unirse adecuadamente a las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la invencién
para proporcionar una funcion efectora quedaran claras para el experto, y pueden elegirse basandose en la(s)
funcién/funciones efectora(s) deseada(s). Se hace referencia, por ejemplo, a los documentos WO 04/058820,
WO 99/42077, WO 02/056910 y WO 05/017148, asi como a la revision de Holliger y Hudson, C|tado anteriormente; y
al documento WO 09/068628. El acoplamiento de una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la
invencion a una parte de Fc también puede conducir a una semivida aumentada, en comparacién con la secuencia
de aminoacidos, Nanobody o polipéptido correspondiente de la invencién. Para algunas aplicaciones, el uso de una
parte de Fc y/o de dominios constantes (es decir, dominios Cx2 y/o Ch3) que confieren semivida aumentada sin
ninguna funcidon efectora biolégicamente 3|gn|f|cat|va también puede ser adecuado o |ncluso preferido. Otras
construcciones adecuadas que comprenden una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos y
uno o mas dominios constantes con semivida aumentada in vivo quedaran claros para el experto, y pueden
comprender, por ejemplo, secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos unidos a un dominio Cy3,
opcionalmente por medio de una secuencia de conector. Generalmente, cualquier proteina de fusién o derivado con
semivida aumentada tendra preferiblemente un peso molecular de mas de 50 kD, el valor de corte para la absorcién
renal.

En otro aspecto especifico, pero no limitativo, con el fin de formar un compuesto de la invencién, pueden unirse una
0 mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la invencion (opcionalmente por medio de una
region de bisagra o conector adecuado) a dominios constantes que se producen de manera natural, sintéticos o
semisintéticos (o analogos, variantes, mutantes, partes o fragmentos de los mismos) que tienen una tendencia
reducida (o esencialmente no tienden) a autoasociarse para dar dimeros (es decir, en comparaciéon con dominios
constantes que se producen de manera natural en anticuerpos de 4 cadenas convencionales). Tales variantes de
cadena de Fc monoméricas (es decir, que no se autoasocian), o fragmentos de las mismas, quedaran claras para el
experto. Por ejemplo, Helm et al., J Biol Chem 1996 271 7494, describen variantes de cadena de Fc monomeéricas

102



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 034 T3

que pueden usarse en las cadenas de polipéptido de la invencion.

Ademas, tales variantes de cadena de Fc monoméricas son preferiblemente tales que son capaces de unirse al
complemento o el/los receptor(es) de Fc relevante(s) (dependiendo de la parte de Fc de la que se derivan), y/o tales
que todavia tienen alguna o todas las funciones efectoras de la parte de Fc de la que se derivan (0 a un nivel
reducido todavia adecuado para el uso previsto). Alternativamente, en una cadena de polipéptido de este tipo de la
invencion, la cadena de Fc monomérica puede usarse para conferir semivida aumentada a la cadena de polipéptido,
en cuyo caso la cadena de Fc monomérica puede tener también ninguna o esencialmente ninguna funcién efectora.

Generalmente, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la invencién (o compuestos,
construcciones o que comprenden los mismos) con semivida aumentada tienen preferiblemente una semivida que
es al menos 1,5 veces, preferiblemente al menos 2 veces, tal como al menos 5 veces, por eé'emplo al menos 10
veces o mas de 20 veces mayor que la semivida de la secuencia de aminoacidos, Nanobody™ o polipéptido de la
invencion correspondiente per se. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos,
construcciones o polipéptidos de la invencidon con semivida aumentada pueden tener una semivida que esta
aumentada con mas de 1 hora, preferiblemente mas de 2 horas, mas preferiblemente mas de 6 horas, tal como mas
de 12 horas, o incluso mas de 24, 48 o 72 horas, en comparacion con la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o
polipéptido de la invencion correspondiente per se.

En un aspecto preferido, pero no limitativo de la invencién, tales secuencias de aminoacidos, Nanobodies®,
compuesto, construcciones o polipéptidos de la invencién presentan una semivida sérica en humanos de al menos
aproximadamente 12 horas, preferiblemente al menos 24 horas, mas preferiblemente al menos 48 horas, incluso
mas preferiblemente al menos 72 horas o mas. Por ejemplo, los compuestos o polipéptidos de la invencion pueden
tener una semivida de al menos 5 dias (tal como de aproximadamente 5 a 10 dias), a preferiblemente al menos 9
dias (tal como de aproximadamente 9 a 14 dias), mas preferiblemente al menos aproximadamente 10 dias (tal como
de aproximadamente 10 a 15 dias), o al menos aproximadamente 11 dias (tal como aproximadamente de 11 a 16
dias), mas preferiblemente al menos aproximadamente 12 dias (tal como de aproximadamente 12 a 18 dias o mas),
o mas de 14 dias (tal como de aproximadamente 14 a 19 dias).

Las secuencias de aminoacidos adicionales pueden formar también una secuencia sefial o secuencia lider que
dirige la secrecion de la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o los polipéptidos de la invencién de una célula
huésped tras la sintesis (por ejemplo, para proporcionar una pre-, pro- o preproforma del polipéptido de la invencion,
dependiendo de la célula huésped usada para expresar el polipéptido de la invencion).

La secuencia de aminoacidos adicional también puede formar una secuencia o sefial que permite que la secuencia
de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién se dirija hacia y/o penetre o entre en drganos, tejidos,
células o gartes o compartimentos especificos de células, y/o que permite que la secuencia de aminoacidos,
Nanobody "~ o polipéptido de la invencion penetre o cruce una barrera bioldgica tal como una membrana celular, una
capa de células tal como una capa de células epiteliales. Ejemplos adecuados de tales secuencias de aminoacidos
quedaran claros para el experto, y por ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los vectores “Peptrans” mencionados
anteriormente, las secuencias descritas por Cardinale et al. y las secuencias de aminoacidos y fragmentos de
anticuerpos conocidos per se que pueden usarse para expresar o producir los Nanobodies® y polipéptidos de la
invencion denominados “intracuerpos”, por ejemplo tal como se describe en los documentos WO 94/02610,
WO 95/22618, US 7.004.940, WO 03/014960, WO 99/07414; WO 05/01690; EP 1 512 696; y en Cattaneo, A. &
Biocca, S. (1997) Intracellular Antibodies: Development and Applications. Landes and Springer-Verlag; y en
Kontermann, Methods 34, (2004), 163-170, y las referencias adicionales descritas en los mismos.

Una proteina, polipéptido, compuesto o construccion de este tipo también puede estar en esencialmente forma
aislada (tal como se define en el presente documento).

Los compuestos o polipéptidos de la invencion pueden prepararse generalmente mediante un método que
comprende al menos la etapa de unir adecuadamente la una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies®,
construcciones monovalentes y/o polipéptidos de la invencion a uno o mas grupos, residuos, restos o unidades de
unién adicionales, opcionalmente por medio del uno o mas conectores adecuados, para proporcionar el compuesto o
polipéptido de la invencion. Los polipéptidos de la invencién también pueden prepararse mediante un método que
comprende generalmente al menos las etapas de proporcionar un acido nucleico que codifica un polipéptido de la
invencion, expresar dicho acido nucleico de una manera adecuada y recuperar el polipéptido expresado de la
invencion. Tales métodos pueden realizarse de una manera conocida per se, que quedara clara para el experto, por
ejemplo basandose en los métodos y las técnicas descritos adicionalmente en el presente documento.

Los conectores o espaciadores adecuados para su uso en polipéptidos o construcciones multivalentes y/o
multiespecificas quedaran claros para el experto, y pueden ser generalmente cualquier conector o espaciador usado
en la técnica para unir secuencias de aminoacidos. Preferiblemente, dicho conector o espaciador es adecuado para
su uso en la construccion de proteinas o polipéptidos que estan destinados a uso farmacéutico.

Algunos espaciadores particularmente preferidos incluyen los espaciadores y conectores que se usan en la técnica
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para unir fragmentos de anticuerpos o dominios de anticuerpo. Estos incluyen los conectores mencionados en los
antecedentes de la técnica generales mencionados anteriormente, asi como, por ejemplo, conectores que se usan
en la técnica para construir diacuerpos o fragmentos de ScFv (en este sentido, sin embargo, debe indicarse que,
mientras que en diacuerpos y en fragmentos de ScFv, la secuencia de conector usada debe tener una longitud, un
grado de flexibilidad y otras propiedades que permiten que los dominios de Vi y V_ pertinentes se junten para formar
el sitio de union a antigeno completo, no hay ninguna limitacién particular en la longitud o la erX|b|I|dad del conector
usado en el polipéptido de la invencién, puesto que cada secuencia de aminoacidos o Nanobody por si mismo
forma un sitio de unién a antigeno completo).

Por ejemplo, un conector puede ser una secuencia de aminoacidos adecuada, y en particular secuencias de
aminoacidos de entre 1 y 50, preferiblemente entre 1 y 30, tal como entre 1 y 10 residuos de aminoacido. Algunos
ejemplos preferidos de tales secuencias de aminoacidos incluyen conectores de gly-ser, por ejemplo del tipo
(glyxsery),, tal como (por ejemplo, (glysser)s o (glysserz)s, tal como se describe en el documento WO 99/42077,
regiones de tipo bisagra tales como las regiones de bisagra de anticuerpos de cadena pesada que se producen de
manera natural o secuencias similares (tal como se describe en el documento WO 94/04678).

Algunos otros conectores particularmente preferidos son poli-alanina (tal como AAA), asi como los conectores
mencionados en la tabla A-7, de los cuales se prefiere particularmente GS15.

Otros conectores adecuados comprenden generalmente polimeros o compuestos organicos, en particular los
adecuados para su uso en proteinas para uso farmacéutico. Por ejemplo, se han usado restos de poli(etilenglicol)
para unir dominios de anticuerpo, véase, por ejemplo, el documento WO 04/081026.

Se abarca dentro del alcance de la invencion que la longitud, el grado de flexibilidad y/u otras propiedades del/de los
conector(es) usado(s) (aunque no critico, como es habitualmente para los conectores usados en fragmentos ScFv)
pueden tener alguna influencia sobre las propiedades del polipéptido final de la invencion, incluyendo pero sin
limitarse a la afinidad, especificidad o avidez por la proteina F de VRSh, o por uno o mas de los demas antigenos.
Basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto sera capaz de determinar el/los conector(es)
optimo(s) para su uso en un polipéptido especifico de la invencion, opcionalmente tras algunos experimentos de
rutina limitados.

También esta dentro del alcance de la invencion que el/llos conector(es) usado(s) confieran una o mas de otras
propiedades favorables o funcionalidad a los polipéptidos de la invencion, y/o proporcionen uno o mas sitios para la
formacion de derivados y/o para la union de grupos funcionales (por ejemplo, taI como se describe en el presente
documento para los derivados de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos y polipéptidos de la
invencion). Por ejemplo, conectores que contienen uno o mas residuos de aminoacido cargados pueden
proporcionar propiedades hidréfilas mejoradas, mientras que conectores que forman o contienen etiquetas o
epitopos pequefios pueden usarse para los fines de deteccion, identificacion y/o purificacion. De nuevo, basandose
en la divulgacion en el presente documento, el experto sera capaz de determinar los conectores éptimos para su uso
en un polipéptido especifico de la invencion, opcionalmente tras algunos experimentos de rutina limitados.

Finalmente, cuando se usan dos o mas conectores en los polipéptidos de la invencién, estos conectores pueden ser
iguales o diferentes. De nuevo, basandose en la divulgacion en el presente documento, el experto sera capaz de
determinar los conectores 6ptimos para su uso en un polipéptido especifico de la invencion, opcionalmente tras
algunos experimentos de rutina limitados.

Habitualmente, por facilidad de expresién y produccion, un polipéptido de la invencion sera un polipéptido lineal. Sin
embargo la invencion en su sentido mas amplio no se limita a ello. Por eJempIo cuando un polipéptido de la
invencion comprende tres de mas secuencias de aminoacidos o Nanobodies®, es posible unirlos mediante el uso de
un conector con tres o mas “brazos”, estando unido cada “brazo” a una secuencia de aminoacidos o Nanobody ,
para proporcionar una construccion “con forma de estrella”. También es posible, aunque habitualmente menos
preferido, usar construcciones circulares.

Tal como quedara claro también a partir de la divulgacion en el presente documento, también esta dentro del
alcance de la invencién usar partes o fra gmentos o combinaciones de dos o mas partes o fragmentos, de las
secuencias de aminoacidos, Nanobodies™ o polipéptidos de la invencion tal como se define en el presente
documento, y en particular partes o fragmentos de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 60-76,138-141 y
146-157 o los polipéptidos de SEQ ID NO: 77-79,142-145 y 158-165. Por tanto, segun una realizacién de la
invencion, el término “secuencia de aminoacidos de la invencién”, “Nanobody de la invencion” y “polipéptido de la
invencion” en su sentido mas amplio también cubre tales partes o fragmentos.

Generalmente, tales partes o fragmentos de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la
invencion (incluyendo variantes de los mismos tal como se define en el presente documento) tienen secuencias de
aminoacidos en las que, en comparacién con Ia secuencia de aminoacidos de la correspondiente secuencia de
aminoacidos de longitud completa o Nanobody de la invencion, uno o mas de los residuos de aminoacido en el
extremo N-terminal, uno o mas residuos de aminoacido en el extremo C-terminal, uno o mas residuos de aminoacido

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643 034 T3

internos contiguos, o cualquier combinacion de los mismos, se han delecionado y/o eliminado.

Las partes o fragmentos son preferiblemente tales que pueden unirse al sitio antigénico Il en la proteina F de VRSh,
con una afinidad (adecuadamente medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o
aparente), velocidad de kaso. y/0 velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe
adicionalmente en el presente documento) que es tal como se define en el presente documento.

En particular, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y partes o fragmentos son preferiblemente
tales que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una constante de disociacion (Kp) de 1000 nM a 1 nM o menos,
preferiblemente de 100 nM a 1 nM o menos, mas preferiblemente de 10 nM a 1 nM o menos;

y/o tales que:

- se unen a la proteina F de VRSh con una veIOC|dad de kaso. de entre 10* M's™ a aproxmadamente 10" M's™
preferiblemente de entre 10° M's™ y 10" M's™, mas preferiblemente de aproximadamente 10° M's™ 0 mas;

y/o tales que:

se unen a la proteina F de VRSh con una velocidad de kqs. de entre 107 s™ (t12=0,69 s) y 10 s ! (proporcionando un
complejo casi irreversible con un ti2 de multiples dias), preferiblemente de entre 107s y 10™s™, o inferior.

La afinidad de las partes o fragmentos contra la proteina F de VRSh puede determinarse de una manera conocida
per se, por ejemplo usando el ensayo descrito en el presente documento.

Tales partes o fragmentos tendran también habitualmente una potencia y/o eficacia de neutralizacion de VRSh tal
como se define en el presente documento.

Cualquier parte o fragmento es preferiblemente tal que comprende al menos 10 residuos de aminoacido contiguos,
preferiblemente al menos 20 residuos de aminoacido contiguos, mas preferiblemente al menos 30 residuos de
aminoacido contiguos, tal como al menos 40 residuos de amlnoaC|do contiguos, de la secuencia de aminoacidos de
la secuencia de aminoacidos de longitud completa, Nanobody o polipéptido correspondiente de la invencion.

Ademas, cualquier parte o fragmento es tal que comprende preferiblemente al menos una de las CDR (y
preferiblemente al menos CDRS3 o parte de la misma) y al menos otra CDR (es decir, CDR1 o CDR2) o al menos
parte de la misma, preferiblemente conectada por secuencia(s) de armazén adecuada(s) o al menos parte de la(s)
misma(s). Mas preferiblemente, cualquier parte o fragmento es tal que comprende al menos una de las CDR (y
preferiblemente al menos CDR3 o parte de la misma) y al menos parte de las dos CDR restantes, de nuevo
preferiblemente conectadas por secuencia(s) de armazon adecuada(s) o al menos parte de la(s) misma(s).

Segun otra realizacion particularmente preferida, pero no Ilmltatlva una parte o fragmento de este tipo comprende al
menos CDR3, tal como FR3, CDR3 y FR4 del Nanobody de longitud completa correspondiente de la invencion, es
decir, tal como se describe, por ejemplo, en la solicitud internacional WO 03/050531 (Lasters et al.).

Tal como ya se mencioné anteriormente, también es posible combinar dos o mas de tales partes o fragmentos (es
decir, de las mismas o diferentes secuencias de aminoacidos o Nanobodies® de la invencion), es decir, para
proporcionar partes o fragmentos adicionales (tal como se define en el presente documento) de una secuencia de
aminodacidos, un Nanobody o un polipéptido de la invencién. También es posible, por ejemplo, combinar una o mas
partes o fragmentos de una secuencia de aminoacidos, un Nanobody o un polipéptido de la invencién con una o
mas partes o fragmentos de un dominio de V4 humano.

Segun una realizacion preferida, las partes o fragmentos tienen un grado de identidad de secuencia de al menos el
50%, preferiblemente al menos el 60%, mas preferiblemente al menos el 70%, incluso mas preferiblemente al menos
el 80%, tal como al menos el 90%, el 95% o el 99% o mas con una de las secuencias de aminoacidos o
Nanobodies® de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157 o con uno de los polipéptidos de SEQ ID NO: 77-79, 142-
145y 158-165.

Las partes y fragmentos, y secuencias de acido nucleico que codifican los mismos, pueden proporcionarse y
opcionalmente combinarse de cualquier manera conocida per se. Por ejemplo, tales partes o fragmentos pueden
obtenerse |nser1ando un codoén de terminacion en un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos,
Nanobody o polipéptido de tamafio completo de la invencion, y luego expresando el acido nucleico asi obtenido de
una manera conocida per se (por ejemplo, tal como se describe en el presente documento). Alternativamente,
pueden obtenerse acidos nucleicos que codifican tales partes o fragmentos restringiendo adecuadamente un acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de tamafio completo de la invencion
o sintetizando un acido nucleico de este tipo de una manera conocida per se. Las partes o fragmentos también
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pueden proporcionarse usando técnicas para la sintesis de péptidos conocidas per se.

La invencidon en su sentido mas amplio también comprende derivados de las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos o polipéptidos de la invencion. Tales derivados pueden obtenerse generalmente mediante
modificacién, y en particular mediante modificacion quimica y/o bioldégica (por ejemplo, enzimatica) de las
secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o polipéptidos de la invencion y/o de uno o mas de los
residuos de aminoacido que forman las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o polipéptidos de la
invencion.

Los ejemplos de tales modificaciones, asi como ejemplos de residuos de aminoacido dentro de la secuencia de
aminoacidos, secuencia de Nanobody®, compuesto o secuencias de polipéptido que pueden modificarse de tal
manera (es decir, o bien en la estructura principal de la proteina pero preferiblemente en una cadena lateral),
métodos y técnicas que pueden usarse para introducir tales modificaciones y los posibles usos y ventajas de tales
modificaciones quedaran claros para el experto.

Por ejemplo, una modificacion de este tipo puede implicar la introduccion (por ejemplo, mediante unién covalente o
de otra manera adecuada) de uno o mas grupos funcionales, residuos o restos en o sobre la secuencia de
aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencion, y en particular de uno o mas grupos funcionales,
residuos o restos que confieren una o mas propiedades o funcionalidades deseadas a la secuencia de aminoacidos,
Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencion. Los ejemplos de tales grupos funcionales quedaran claros
para el experto.

Por ejemplo, tal modificacién puede comprender la introduccion (por ejemplo, mediante unién covalente o de
cualquier otra manera adecuada) de uno o mas grupos funcionales que aumentan la semivida, la solubilidad y/o la
absorcién de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invenciéon, que reducen la
inmunogenicidad y/o la toxicidad de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la
invencion, que eliminan o atenudan cualquier efecto secundario no deseado de la secuencia de aminoacidos,
Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencion, y/o que confieren otras propiedades ventajosas a y/o reducen
las propiedades no deseadas de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencién;
o cualquier combinacion de dos o mas de los anteriores. Los ejemplos de tales grupos funcionales y de técnicas
para introducirlos quedaran claros para el experto, y pueden comprender generalmente todos los grupos funcionales
y las técnicas mencionados en los antecedentes generales de la técnica mencionados anteriormente en el presente
documento asi como los grupos funcionales y las técnicas conocidos per se para la modificacion de proteinas
farmacéuticas, y en particular para la modificacién de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (incluyendo ScFv y
anticuerpos de un Unico dominio), para lo que se hace referencia por ejemplo a Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16.2 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (1980). Tales grupos funcionales pueden estar, por ejemplo,
directamente unidos (por ejemplo, covalentemente) a una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
polipéptido de la invencién, u opcionalmente por medio de un espaciador o conector adecuado, tal como quedara
claro de nuevo para el experto.

Una de las técnicas mas ampliamente usadas para aumentar la semivida y/o reducir la inmunogenicidad de
proteinas farmacéuticas comprende la union de un polimero adecuado farmacolégicamente aceptable, tal como
poli(etilenglicol) (PEG) o derivados del mismo (tal como metoxipoli(etilenglicol) o mPEG). Generalmente, puede
usarse cualquier forma adecuada de pegilacion, tal como la pegilacién usada en la técnica para anticuerpos y
fragmentos de anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de (un Unico) dominio y ScFv); se hace
referencia a por ejemplo Chapman, Nat. Biotechnol., 54, 531-545 (2002); de Veronese y Harris, Adv. Drug Deliv.
Rev. 54, 453-456 (2003), de Harris y Chess, Nat. Rev. Drug. Discov., 2, (2003) y en el documento WO 04/060965.
También estan disponibles comercialmente reactivos para la pegilacion de proteinas, por ejemplo de Nektar
Therapeutics, EE. UU.

Preferiblemente, se usa pegilacion dirigida al sitio, en particular por medio de un residuo de cisteina (véase por
ejemplo Yang et al., Protein Engineering, 16, 10, 761-770 (2003). Por ejemplo, para este fin, puede unirse PEG a un
residuo de cisteina que se produce de manera natural en una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
polipéptido de la invencién, una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencion
puede modificarse para introducir adecuadamente uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG, o una
secuencia de aminoacidos que comprende uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG puede fusionarse
al extremo N- y/o C-terminal de una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la
invencion, todo usando genotecnologia de proteinas conocidas per se por el experto.

Preferiblemente, para las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o polipéptidos de la invencién, se
usa un PEG con un peso molecular de mas de 5000, tal como mas de 10.000 y menos de 200.000, tal como menos
de 100.000; por ejemplo en el intervalo de 20.000-80.000.

Otra modificacion, habitualmente menos preferida, comprende glucosilacién unida a N o unida a O, habitualmente

como parte de modificacion cotraduccional y/o gostraduccional, dependiendo de la célula huésped usada para
expresar la secuencia de aminoacidos, Nanobody ™, compuesto o polipéptido de la invencion.
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Aun otra modificaciéon puede comprender la introduccidon de uno o mas marcadores detectables u otros restos o
grupos generadores de sefal, dependiendo del uso previsto de la secuencia de aminoacidos, Nanobody ,
compuesto o polipéptido marcado de la invencion. Los marcadores adecuados y las técnicas para unirlos, usarlos y
detectarlos quedaran claros para el experto, y por ejemplo incluyen, pero no se limitan a, marcadores fluorescentes
(tales como fluoresceina, isotiocianato, rodamlna ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina
y metales fluorescentes tales como 1 Eu u otros metales de la serie del lantanido), marcadores fosforescentes,
marcadores quimioluminiscentes o marcadores bioluminiscentes (tales como luminal, isoluminol, éster de acridinio
teromatlco imidazol, sales de acrldlnlo ester de oxalato dloxetano o GFP y sus analogos), radioisotopos (tales
como °H, 25 p 358 ¢, ®'cr, *cl, *Co, **Co, ° ¥ Se), metales quelatos de metales o cationes metalicos
(por ejemplo, catlones metalicos tales como 99’“Tc, 123I ", 131I “Ru, ¥Cu, “Ga y Ga u otros metales o cationes
metalicos que son partlcularmente adecuados para su uso en obtencién de imagenes y diagnostico in vivo, in vitro o
in situ, tales como '*’Gd, *Mn, Dy, 2Cr y *Fe, asi como cromoéforos y enzimas (tales como malato
deshidrogenasa, nucleasa de estafilococos, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de levaduras, alfa-
glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, biotinavidina peroxidasa, peroxidasa del rabano, fosfatasa
alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, B-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-VI-fosfato
deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolina esterasa). Otros marcadores adecuados quedaran claros para el
experto, y por ejemplo incluyen restos que pueden detectarse usando espectroscopia de RMN o ESR.

Tales secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o polipéptidos marcados de la invencién pueden
usarse por ejemplo para ensayos in vitro, in vivo o in situ (incluyendo inmunoensayos conocidos per se tales como
ELISA, RIA, EIA y otros “ensayos de tipo sandwich”, etc.) asi como para fines de obtencién de imagenes y
diagndéstico in vivo, dependiendo de la eleccion del marcador especifico.

Tal como quedara claro para el experto, otra modificacion puede implicar la introduccion de un grupo quelante, por
ejemplo para quelar uno de los metales o cationes metalicos a los que se hizo referencia anteriormente. Los grupos
quelantes adecuados incluyen por ejemplo, sin limitacién, acido dietilentriaminapentaacético (DTPA) o acido
etilendiaminatetraacético (EDTA).

Aun otra modificacion puede comprender la introduccidon de un grupo funcional que es una parte de una pareja de
union especifica, tal como la pareja de unién biotina- éestrept)avidina. Un grupo funcional de este tipo puede usarse
para unir la secuencia de aminoacidos, Nanobody™~, compuesto o polipéptido de la invencidon a otra proteina,
polipéptido o compuesto quimico que esta unido a la otra mitad de la pareja de unlon es decir a través de la
formacion de la pareja de unién. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o polipéptido
de la invencion puede conjugarse con biotina, y unirse a otra proteina, polipéptido, compuesto o portador conjugado
con avidina o estreptavidina. Por eJempIo una secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o polipéptido
conjugado de este tipo de la invencion puede usarse como indicador, por ejemplo en un sistema de diagnéstico en el
que se conjuga un agente productor de sefal detectable con avidina o estreptawdlna Tales parejas de unién pueden
usarse también por ejemplo para unir la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o polipéptido de la
invencion a un portador, incluyendo portadores adecuados para fines farmaceutlcos. Un ejemplo no limitativo son las
formulaciones liposomales descritas por Cao y Suresh, Journal of Drug Targeting, 8,4, 257 (2000). Tales parejas de
union pueden usarse también para unir un agente terapéuticamente activo a la secuencia de aminoacidos,
Nanobody compuesto o polipéptido de la invencion.

Otras posibles modificaciones quimicas y enzimaticas quedaran claras para el experto. Tales modificaciones
también pueden introducirse para fines de investigacion (por ejemplo, para estudiar relaciones de funcién-actividad).
Se hace referencia por ejemplo a Lundblad y Bradshaw, Biotechnol. Apt Biochem., 26, 143-151 (1997).

Preferiblemente, los derivados son tales que se unen a la proteina F de VRSh, con una afinidad (adecuadamente
medida y/o expresada como valor de Kp (real o aparente), valor de Ka (real o aparente), velocidad de kaso. Y/O
velocidad de kgis, 0 alternativamente como valor de Clsg, tal como se describe adicionalmente en el presente
documento) que es tal como se define en el presente documento (es decir, tal como se define para las secuencias
de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos o compuestos per se). Tales derivados tendran también habitualmente
una potencia y/o eficacia de neutralizacién de VRSh tal como se define en el presente documento.

Tal como se menciond anteriormente, la invencion también se refiere a proteinas o polipéptidos que consisten
esencialmente en o comprenden al menos una secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o polipéptido de
la invencién. Por “consisten esencialmente en” quiere decirse que la secuencia de aminoacidos de la proteina o eI
polipéptido de la invencién o bien es exactamente el mismo que la secuencia de amlnoaC|dos Nanobody \
compuesto o polipéptido de la invencién o corresponde a la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o
polipéptido de la invenciéon que tiene un ndimero limitado de residuos de aminoacido, tales como 1-20 residuos de
aminoacido, por ejemplo 1-10 residuos de aminoacido y preferiblemente 1-6 residuos de aminoacido, tales como 1,
2, 3, 4, 5 o 6 residuos de aminoacido, anadidos al extremo amino-terminal, al extremo carboxilo-terminal, o a tanto el
extremo amino-terminal como el extremo carboxilo-terminal de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto
o polipéptido.
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Dichos residuos de aminoacido pueden o no cambiar, alterar o influir de otra forma en las propiedades (bioldgicas)
de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido de la invencidon y pueden o no afadir
funcionalidad adicional a la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido. Por ejemplo, tales
residuos de aminoacido:

a) pueden comprender un residuo de Met N-terminal, por ejemplo como resultado de la expresién en una célula
huésped o un organismo huésped heterélogo.

b) pueden formar una secuencia sefial o secuencia lider que dirige la secrecion de la secuencia de aminoacidos,
Nanobody®, compuesto o polipéptido a partir de una célula huésped tras la sintesis. Los péptidos lider secretores
adecuados quedaran claros para el experto, y pueden ser tal como se describe adicionalmente en el presente
documento. Habitualmente, una secuencia lider de este tipo se unira al extremo N-terminal de la secuencia de
aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido, aunque la invenciéon en su sentido mas amplio no se limita a
ello;

c) pueden formar una secuencia o sefial que permite que la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
polipéptido se dirija hacia y/o penetre o entre en érganos, tejidos, células, o partes o compartimentos especificos de
células, y/o que permite que la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido penetre o cruce una
barrera bioldgica tal como una membrana celular, una capa de células tal como una capa de células epiteliales, un
tumor incluyendo tumores sélidos, o la barrera hematoencefalica. Los ejemplos de tales secuencias de aminoacidos
quedaran claros para el experto. Algunos ejemplos no limitativos son los vectores peptidicos pequefios (“vectores
Pep-trans”) descritos en el documento WO 03/026700 y en Temsamani et al., Expert Opin. Biol. Ther., 1, 773 (2001);
Temsamani y Vidal, Drug Discov. Today, 9, 1012 (004) y Rousselle, J. Pharmacol. Exp. Ther., 296, 124-131 (2001),
y la secuencia translocadora de membrana descrita por Zhao et al., Apoptosis, 8, 631-637 (2003). Se describen
secuencias de aminoacidos C-terminales y N-terminales para el direccionamiento intracelular de fragmentos de
anticuerpos por ejemplo por Cardinale et al, Methods, 34, 171 (2004). Ofras técnicas adecuadas para
direccionamiento intracelular implican la eXé)resic’m y/o el uso de los denominados “intracuerpos” que comprenden
una secuencia de aminoacidos, Nanobody™, compuesto o polipéptido de la invencion, tal como se menciona mas
adelante;

d) pueden formar una “etiqueta”, por ejemplo una secuencia de aminoacidos o residuo que permite o facilita la
purificacion de la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o polipéptido, por ejemplo usando técnicas de
afinidad dirigidas contra dicha secuencia o residuo. Después de eso, dicha secuencia o residuo puede eliminarse
(por ejemplo, mediante escisiéon quimica o enzimatica) para proporcionar la secuencia de aminoacidos, Nanobody®,
compuesto o polipéptido (para este fin, la etiqueta puede estar opcionalmente unida a la secuencia de aminoacidos,
Nanobody®, compuesto o secuencia de polipéptido por medio de una secuencia de conector escindible o contener
un motivo escindible). Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos de tales residuos son multiples residuos de
histidina, residuos de glutatiéon y una etiqueta myc tal como AAAEQKLISEEDLNGAA (SEQ ID NO: 111);

€) pueden ser uno o mas residuos de aminoacido que se han funcionalizado y/o que pueden servir como sitio para la
union de grupos funcionales. Los residuos de aminoacido y grupos funcionales adecuados quedaran claros para el
experto e incluyen, pero no se limitan a, los residuos de aminoacido y grupos funcionales mencionados en el
presente documento para los derivados de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o polipéptidos
de la invencion.

La invencion se refiere ademas a métodos para preparar las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos,
compuestos, acidos nucleicos, células huésped, productos y composiciones descritos en el presente documento.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y acidos nucleicos de la invencién pueden
prepararse de una manera conocida per se, tal como quedara claro para el experto a partir de la descripcion
adicional en el presente documento. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la
invencion pueden prepararse de cualquier manera conocida per se para la preparacion de anticuerpos y en
particular para la preparacion de fragmentos de anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de (un
Unico) dominio y fragmentos ScFv). Algunos métodos preferidos, pero no limitativos para preparar las secuencias de
aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y acidos nucleicos incluyen los métodos y las técnicas descritos en el
presente documento.

El método para producir una secuencia de aminoacidos de la invencién, un Nanobody® de la invencion, un
polipéptido de la invenciéon o una construccion monovalente de la invencién puede comprender las siguientes
etapas:

- la expresién, en un organismo huésped o una célula huésped adecuado (también denominado en el presente
documento “huésped de la invencién”) o en otro sistema de expresién adecuado de un acido nucleico que codifica
dicha secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencion (también denominado en el presente
documento “acido nucleico de la invencion”),
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opcionalmente seguido por:
- aislar y/o purificar la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién asi obtenido.
En particular, un método de este tipo puede comprender las etapas de:

- cultivar y/o mantener un huésped de la invencién en condiciones que son tales que dicho huésped de la invencién
expresa y/o produce al menos una secuencia de aminoacidos, Nanobody y/o polipéptido de la invencion;

opcionalmente seguido por:
- aislar y/o purificar la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién asi obtenido.

Por consiguiente, la presente invencion también se reflere a un acido nucleico o secuencia de nucleétidos que
codifica una secuencia de aminoacidos, un Nanobody un polipéptido o una construccion monovalente de la
invencion (también denominado “acido nucleico de la |nvencic’)n” o “secuencia de nucledtidos de la invencion”). Un
acido nucleico de la invencion puede estar en forma de ADN o ARN mono o bicatenario, y esta preferiblemente en
forma de ADN bicatenario. Por ejemplo, las secuencias de nucleétidos de la invencion pueden ser ADN, ADNc o
ADN sintético (tal como ADN con un uso de codones que se ha adaptado especificamente para la expresion en el
organismo huésped o la célula huésped previsto).

Segun una realizacion de la invencion, el acido nucleico de la invencion esta en forma esencialmente aislada, tal
como se define en el presente documento. El acido nucleico de la invencién también puede estar en forma de, estar
presente en y/o ser parte de un vector, tal como, por ejemplo, un plasmido, césmido o YAC, que de nuevo puede
estar en forma esencialmente aislada.

Los acidos nucleicos de la invencién pueden prepararse u obtenerse de una manera conocida per se, basandose en
la informacion sobre las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencion facilitada en el
presente documento, y/o pueden aislarse a partir de una fuente natural adecuada. Ademas, tal como quedara claro
para el experto, para preparar un acido nucleico de la invencién, también varias secuencias de nucleotldos tales
como al menos una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos o Nanobody y por
ejemplo acidos nucleicos que codifican uno o mas conectores pueden unirse entre si de una manera adecuada.

Las técnicas para generar los acidos nucleicos de la invencion quedaran claras para el experto y pueden incluir por
ejemplo, pero sin limitarse a, sintesis de ADN automatizada; mutagénesis dirigida al sitio; combinacion de dos o mas
secuencias sintéticas y/o que se producen de manera natural (o dos o mas partes de las mismas), introduccion de
mutaciones que conducen a la expresion de un producto de expresion truncado; introduccién de uno o mas sitios de
restriccion (por ejemplo, para crear casetes y/o regiones que pueden digerirse y/o ligarse facilmente usando enzimas
de restriccion adecuadas), y/o la introduccion de mutaciones mediante una reaccion de PCR usando uno o mas
cebadores “con apareamientos erréneos”. Estas y ofras técnicas quedaran claras para el experto, y se hace
referencia de nuevo a los manuales convencionales, tales como Sambrook et al. y Ausubel et al., mencionados
anteriormente, asi como a los ejemplos a continuacion.

El acido nucleico de la invencion puede estar también en forma de, estar presente en y/o ser parte de una
construccion genética, tal como quedara claro para el experto en la técnica. Tales construcciones genéticas
comprenden generalmente al menos un acido nucleico de la invencion que esta opcionalmente unido a uno o mas
elementos de construcciones genéticas conocidas per se, tal como, por ejemplo, uno o mas elementos reguladores
adecuados (tales como promotor(es), potenciador(es), terminador(es) adecuado(s), etc.) y los elementos de
construcciones genéticas adicionales a los que se hace referencia en el presente documento. Tales construcciones
genéticas que comprenden al menos un acido nucleico de la invencion también se denominaran en el presente
documento “construcciones genéticas de la invencion”.

Las construcciones genéticas de la invencion pueden ser ADN o ARN, y son preferiblemente ADN bicatenario. Las
construcciones genéticas de la invencion pueden estar también en una forma adecuada para la transformacion del
organismo huésped o la célula huésped previsto, en una forma adecuada para su integracion en el ADN gendémico
de la célula huésped prevista o en una forma adecuada para replicacion, mantenimiento y/o herencia independiente
en el organismo huésped previsto. Por ejemplo, las construcciones genéticas de la invencion pueden estar en forma
de un vector, tal como, por ejemplo, un plasmido, cdsmido, YAC, un vector virico o transposén. En particular, el
vector puede ser un vector expresion, es decir un vector que puede proporcionar la expresion in vitro y/o in vivo (por
ejemplo, en una célula huésped, organismo huésped y/o sistema de expresion adecuado).

En una realizacion preferida pero no limitativa, una construccion genética de la invencién comprende
a) al menos un acido nucleico de la invencion; operativamente conectado a

b) uno o mas elementos reguladores, tales como un promotor y opcionalmente un terminador adecuado;
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y opcionalmente también
c) uno o mas elementos de construcciones genéticas adicionales conocidas per sg;

en la que los términos “elemento regulador”, “promotor”, “terminador” y “operativamente conectado” tienen su
significado habitual en la técnica (tal como se describe adicionalmente en el presente documento); y en la que
dichos “elementos adicionales” presentes en las construcciones genéticas pueden ser, por ejemplo, secuencias de
UTR en 3 o 5, secuencias lider, marcadores de seleccion, marcadores de expresién/genes indicadores, y/o
elementos que pueden facilitar o aumentar (la eficacia de) la transformacion o integracion. Estos y otros elementos
adecuados para tales construcciones genéticas quedaran claros para el experto, y pueden depender, por ejemplo,
del tipo de construcciéon usada; el organismo huésped o la célula huésped previsto; la manera en la que las
secuencias de nucledtidos de la invencién de interés van a expresarse (por ejemplo, por medio de expresion
constitutiva, transitoria o inducible); y/o la técnica de transformacion que va a usarse. Por ejemplo, pueden usarse
secuencias reguladoras, promotores y terminadores conocidos per se para la expresion y produccion de anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de (un unico) dominio y fragmentos ScFv)
de una manera esencialmente analoga.

Preferiblemente, en las construcciones genéticas de la invencion, dicho al menos un acido nucleico de la invencion y
dichos elementos reguladores, y opcionalmente dichos uno o mas elementos adicionales, estan “operativamente
unidos” entre si, mediante lo cual quiere decirse que estan en una relacion funcional entre si. Por ejemplo, un
promotor se considera “operativamente unido” a una secuencia codificante si dicho promotor es capaz de iniciar o
controlar/regular de otra forma la transcripcion y/o la expresion de una secuencia codificante (en el que dicha
secuencia codificante debe entenderse que esta “bajo el control de” dicho promotor). Generalmente, cuando dos
secuencias de nucleotidos estan operativamente unidas, estaran en la misma orientacion y habitualmente también
en el mismo marco de lectura. Habitualmente también seran esencialmente contiguas, aunque esto puede también
no requerirse.

Preferiblemente, los elementos reguladores y adicionales de las construcciones genéticas de la invencion son tales
que son capaces de proporcionar su funcidon biologica prevista en el organismo huésped o la célula huésped
previsto.

Por ejemplo, un promotor, potenciador o terminador debe ser “operativo” en el organismo huésped o la célula
huésped previsto, mediante lo cual quiere decirse que (por ejemplo) dicho promotor debe ser capaz de iniciar o
controlar/regular de otra forma la transcripcion y/o la expresion de una secuencia de nucleétidos, por ejemplo una
secuencia codificante, a la que esta operativamente unido (tal como se define en el presente documento).

Algunos promotores particularmente preferidos incluyen, pero no se limitan a, promotores conocidos per se para la
expresion en las células huésped mencionadas en el presente documento; y en particular promotores para la
expresion en las células bacterianas, tales como los mencionados en el presente documento y/o los usados en los
ejemplos.

Un marcador de seleccion debe ser tal que permite, es decir en condiciones de seleccion apropiadas, que las células
huésped y/u organismos huésped que se han transformado (satisfactoriamente) con la secuencia de nucleétidos de
la invencion se distingan de organismos/células huésped que no se han transformado (satisfactoriamente). Algunos
ejemplos preferidos, pero no limitativos de tales marcadores son genes que proporcionan resistencia frente a
antibioticos (tales como kanamicina o ampicilina), genes que proporcionan resistencia a la temperatura, o genes que
permiten que la célula huésped o el organismo huésped se mantenga en ausencia de determinados factores,
compuestos y/o componentes (alimenticios) en el medio que son esenciales para la supervivencia de los organismos
o las células no transformados.

Una secuencia lider debe ser tal que, en el organismo huésped o la célula huésped previsto, permite las
modificaciones postraduccionales deseadas y/o tal que dirige el ARNm transcrito a un organulo o parte deseado de
una célula. Una secuencia lider también puede permitir la secrecion del producto de expresion de dicha célula.
Como tal, la secuencia lider puede ser cualquier pro-, pre- o preprosecuencia operativa en la célula huésped o el
organismo huésped. Pueden no requerirse secuencias lider para la expresion en una célula bacteriana. Por ejemplo,
pueden usarse secuencias lider conocidas per se para la expresion y produccion de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de un Unico dominio y fragmentos ScFv) de una manera
esencialmente analoga.

Un marcador de expresion o gen indicador debe ser tal que, en la célula huésped o el organismo huésped, permite
la deteccion de la expresion de (un gen o secuencia de nucledtidos presente en) la construccion genética. Un
marcador de expresion también puede opcionalmente permitir la localizacion del producto expresado, por ejemplo en
un organulo o parte especifico de una célula y/o en (una) célula(s), tejido(s), érgano(s) o parte(s) especifico(s) de un
organismo multicelular. Tales genes indicadores también pueden expresarse como una fusién de proteinas con la
secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién. Algunos ejemplos preferidos, pero no
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limitativos incluyen proteinas fluorescentes tales como GFP.

Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos de promotores, terminadores y elementos adicionales adecuados
incluyen los que pueden usarse para la expresion en las células huésped mencionadas en el presente documento; y
en particular los que son adecuados para la expresion en células bacterianas, tales como los mencionados en el
presente documento y/o los usados en los ejemplos a continuacion. Para algunos ejemplos no limitativos
(adicionales) de los promotores, marcadores de seleccion, secuencias lider, marcadores de expresion y elementos
adicionales que pueden estar presentes/usarse en las construcciones genéticas de la invencion, tales como
terminadores, potenciadores de la transcripcion y/o traduccion y/o factores de integracion, se hace referencia a los
manuales generales tales como Sambrook et al. y Ausubel et al. mencionados anteriormente, asi como a los
ejemplos que se facilitan en los documentos WO 95/07463, WO 96/23810, WO 95/07463, WO 95/21191,
WO 97/11094, WO 97/42320, WO 98/06737, WO 98/21355, US-A-7.207.410, US-A-5.693.492 y EP 1 085 089. Otros
ejemplos quedaran claros para el experto. Se hace también referencia a los antecedentes generales de la técnica
mencionados anteriormente y las referencias adicionales mencionadas en el presente documento.

Las construcciones genéticas de la invencion pueden proporcionarse generalmente uniendo adecuadamente la(s)
secuencia(s) de nucledtidos de la invencién a uno o mas elementos adicionales descritos anteriormente, por ejemplo
usando las técnicas descritas en los manuales generales tales como Sambrook et al. y Ausubel et al., mencionados
anteriormente.

A menudo, las construcciones genéticas de la invencion se obtendran insertando una secuencia de nucledtidos de la
invencion en un vector (de expresion) adecuado conocido per se. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos de
vectores de expresion adecuados son los usados en los ejemplos a continuacion, asi como los mencionados en el
presente documento.

Los acidos nucleicos de la invencion y/o las construcciones genéticas de la invencion pueden usarse para
transformar una célula huésped o un organismo huésped, es decir, para la expresion y/o produccion de la secuencia
de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencion. Huéspedes o células huésped adecuados quedaran
claros para el experto, y pueden ser por ejemplo cualquier célula o linea celular fungica, procariota o eucariota
adecuada o cualquier organismo fungico, procariota o eucariota adecuado, por ejemplo:

- una cepa bacteriana, incluyendo pero sin limitarse a cepas Gram-negativas tales como cepas de Escherichia coli;
de Proteus, por ejemplo de Proteus mirabilis; de Pseudomonas, por ejemplo de Pseudomonas fluorescens; y cepas
Gram-positivas tales como cepas de Bacillus, por ejemplo de Bacillus subtilis o de Bacillus brevis; de Streptomyces,
por ejemplo de Streptomyces lividans; de Staphylococcus, por ejemplo de Staphylococcus carnosus; y de
Lactococcus, por ejemplo de Lactococcus lactis;

- una célula fungica, incluyendo pero sin limitarse a células de especies de Trichoderma, por ejemplo de
Trichoderma reesei; de Neurospora, por ejemplo de Neurospora crassa; de Sordaria, por ejemplo de Sordaria
macrospora; de Aspergillus, por ejemplo de Aspergillus niger o de Aspergillus sojae; o de otros hongos filamentosos;

- una célula de levadura, incluyendo pero sin limitarse a células de especies de Saccharomyces, por ejemplo de
Saccharomyces cerevisiae; de Schizosaccharomyces, por ejemplo de Schizosaccharomyces pombe; de Pichia, por
ejemplo de Pichia pastoris o de Pichia methanolica; de Hansenula, por ejemplo de Hansenula polymorpha; de
Kluyveromyces, por ejemplo de Kluyveromyces lactis; de Arxula, por ejemplo de Arxula adeninivorans; de Yorrowia,
por ejemplo de Yarrowia lipolytica;

- una linea celular o célula de anfibios, tal como Xenopus oocytes;

- una linea celular o célula derivada de insectos, tal como células/lineas celulares derivadas de lepidépteros,
incluyendo pero sin limitarse a células de Spodoptera SF9 y Sf21 o células/lineas celulares derivadas de Drosophila,
tales como células Schneider y Kc;

- una planta o célula vegetal, por ejemplo en plantas de tabaco; y/o

- una linea celular o célula de mamiferos, por ejemplo una linea celular o célula derivada de un humano, una célula o
una linea celular de mamiferos incluyendo pero sin limitarse a células CHO, células BHK (por ejemplo, células BHK-
21) y células o lineas celulares humanas tales como células HeLa, COS (por ejemplo, COS-7) y PER.CE6;

asi como todos los demas huéspedes o células huésped conocidos per se para la expresion y produccion de
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de (un Unico) dominio y
fragmentos ScFv), que quedaran claros para el experto. Se hace también referencia a los antecedentes generales
de la técnica mencionados anteriormente en el presente documento, asi como a, por ejemplo, los documentos
WO 94/29457; WO 96/34103; WO 99/42077; Frenken et al, (1998), citado anteriormente; Riechmann vy
Muyldermans, (1999), citado anteriormente; van der Linden, (2000), citado anteriormente; Thomassen et al., (2002),
citado anteriormente; Joosten et al., (2003), citado anteriormente; Joosten ef al., (2005), citado anteriormente; y las
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referencias adicionales citadas en el presente documento.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la invencion también pueden introducirse y
expresarse en una o mas células, tejidos u érganos de un organismo multicelular, por ejemplo para fines profilacticos
y/o terapéuticos (por ejemplo, como genoterapia). Para este fin, las secuencias de nucledtidos de la invencion
pueden introducirse en las células o tejidos de cualquier modo adecuado, por ejemplo como tales (por ejemplo,
usando liposomas) o tras haberse insertado en un vector de genoterapia adecuado (por ejemplo, derivado de
retrovirus tales como adenovirus, o parvovirus tales como virus adenoasociado). Tal como quedara claro para el
experto, tal genoterapia puede realizarse in vivo y/o in situ en el cuerpo de un paciente administrando un acido
nucleico de la invencion o un vector de genoterapia adecuado que codifica el mismo al paciente o a células
especificas 0 a un érgano o tejido especifico del paciente; o células adecuadas (a menudo tomadas del cuerpo del
paciente que va a tratarse, tales como linfocitos explantados, aspirados de médula ésea o biopsias de tejido) pueden
tratarse in vitro con una secuencia de nucledtidos de la invencion y luego (re)introducirse adecuadamente en el
cuerpo del paciente. Todo esto puede realizarse usando vectores, técnicas y sistemas de administracion de
genoterapia que conoce bien el experto, y por ejemplo descritos en Culver, K. W., “Gene Therapy”, 1994, p. xii, Mary
Ann Liebert, Inc., Publishers, Nueva York, N.Y); Giordano, Nature F Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res.
79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992),808-813; Verma, Nature 389 (1994), 239; Isner, Lancet 348
(1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodera, Blood 91; (1998), 30-36; Verma, Gene
Ther. 5 (1998), 692-699; Nabel, Ann. N.Y. Acad. Sci.: 811 (1997), 289-292; Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 (1998),
2243-51; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; documentos WO 94/29469; WO 97/00957, US 5.580.859; US
5.5895466; o Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640. Por ejemplo, se ha descrito en la técnica
la expresion in situ de fragmentos ScFv (Afanasieva et al., Gene Ther., 10, 1850-1859 (2003)) y de diacuerpos
(Blanco et al., J. Immunol, 171, 1070-1077 (2003)).

Para la expresion de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos en una célula, también pueden
expresarse como los denominados “intracuerpos”, tal como se describe, por ejemplo, en los documentos
WO 94/02610, WO 95/22618 y US-A-7004940; WO 03/014960; en Cattaneo, A. & Biocca, S. (1997) Intracellular
Antibodies: Development and Applications. Landes y Springer-Verlag; y en Kontermann, Methods 34, (2004), 163-
170.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la invencion también pueden producirse, por
ejemplo, en la leche de mamiferos transgénicos, por ejemplo en la leche de conejos, vacas, cabras u ovejas (véanse
por ejemplo los documentos US 6.741.957, US 6.304.489 y US 6.849.992 para técnicas generales para introducir
transgenes en mamiferos), en plantas o partes de plantas incluyendo pero sin limitarse a sus hojas, flores, frutos,
semillas, raices o tubérculos (por ejemplo, en tabaco, maiz, soja o alfalfa) o en por ejemplo pupas del gusano de
seda Bombix mori.

Ademas, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la invencién también pueden expresarse
y/o producirse en sistemas de expresion sin células, y ejemplos adecuados de tales sistemas quedaran claros para
el experto. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitativos incluyen expresion en el sistema de germen de trigo; en
lisados de reticulocitos de conejo; o en el sistema de E. coli de Zubay.

Tal como se mencion6 anteriormente, una de las ventajas del uso de Nanobodies® es que los polipéptidos basados
en los mismos pueden prepararse a través de expresion en un sistema bacteriano adecuado, y los sistemas de
expresion, vectores, células huésped, elementos reguladores, etc. bacterianos adecuados, quedaran claros para el
experto, por ejemplo a partir de las referencias citadas anteriormente. Sin embargo, debe indicarse que la invencién
en su sentido mas amplio no se limita a la expresién en sistemas bacterianos.

Preferiblemente, en la invencion, se usa un sistema de expresion (in vivo o in vitro), tal como un sistema de
expresion bacteriano, que proporciona los polipéptidos de la invencién en una forma que es adecuada para uso
farmacéutico, y tales sistemas de expresion quedaran de nuevo claros para el experto. Tal como también quedara
claro para el experto, pueden prepararse polipéptidos de la invencidon adecuados para uso farmacéutico usando
técnicas para la sintesis de péptidos.

Para la produccion a escala industrial, los huéspedes heterélogos preferidos para la producciéon (industrial) de
compuestos terapéuticos proteicos que contienen Nanobodies® o Nanobody® incluyen cepas de E. coli, Pichia
pastoris, S. cerevisiae que son adecuadas para la expresion/produccion/fermentacion a gran escala, y en particular
para la expresion/produccién/fermentacion farmacéutica a gran escala. Los ejemplos adecuados de tales cepas
quedaran claros para el experto. Tales cepas y sistemas de expresion/produccion también estan disponibles de
empresas tales como Biovitrum (Uppsala, Suecia).

Alternativamente, pueden usarse lineas celulares de mamifero, en particular células de ovario de hamster chino
(CHO), para la expresidon/produccion/fermentacion a gran escala, y en particular para |la
expresion/produccion/fermentacion farmacéutica a gran escala. De nuevo, tales sistemas de expresion/produccion
estan también disponibles de algunas de las empresas mencionadas anteriormente.
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La eleccioén del sistema de expresion especifico dependeria en parte del requisito de determinadas modificaciones
postraducmonales mas especificamente glucosilacion. La produccion de una proteina recombinante que contiene
Nanobody para la que se desea o requiere glucosilacion necesitaria el uso de huéspedes de expresion de
mamiferos que tienen la capacidad de glucosilar la proteina expresada. En este sentido, quedara claro para el
experto que el patron de glucosilacion obtenido (es decir, la clase, el nUmero y la posicion de residuos unidos)
dependera de la célula o linea celular que se usa para la expresion. Preferiblemente, se usa o bien una célula o bien
una linea celular humana (es decir, conduciendo a una proteina que tiene esencialmente un patron de glucosilacion
humano) u otra linea celular de mamiferos que puede proporcionar un patron de glucosilacién que es esencialmente
y/o funcionalmente el mismo que la glucosilacion humana o al menos imita la glucosilacion humana. Generalmente,
huéspedes procariotas tales como E. coli no tienen la capacidad de glucosilar proteinas, y el uso de eucariotas
inferiores tales como levaduras conduce habitualmente a un patrén de glucosilacion que difiere de la glucosilacion
humana. No obstante, debe entenderse que todas las células huésped y S|stemas de expresién anteriores pueden
usarse en la invencién, dependiendo de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido deseado que va a
obtenerse.

Por tanto, segL’m una realizacion no limitativa de la invencion, la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido
de la |nvenC|on esta glucosilado. Segun otra realizacién no limitativa de la invencion, la secuencia de aminoacidos,
Nanobody o polipéptido de la invencion no esta glucosilado.

Segun una realizacion preferida, pero no limitativa de la invencion, la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o
polipéptido de la invencion se produce en una célula bacteriana, en particular una célula bacteriana adecuada para
la produccién farmacéutica a gran escala, tal como células de las cepas mencionadas anteriormente.

Segun otra realizacion preferida, pero no limitativa de la invencion, la secuencia de aminoacidos, Nanobody ®o
polipéptido de la invencion se produce en una célula de levadura, en particular una célula de levadura adecuada
para la produccion farmacéutica a gran escala, tal como células de las especies mencionadas anteriormente.

Segun aun otra realizacion preferida, pero no limitativa de la invencion, la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o
polipéptido de la invencion se produce en una célula de mamifero, en particular en una célula humana o en una
célula de una linea celular humana, y mas en particular en una célula humana o en una célula de una linea celular
humana que es adecuada para la produccién farmacéutica a gran escala, tal como las lineas celulares mencionadas
anteriormente en el presente documento.

Cuando se usa la expresion en una célula huésped para producir las secuenmas de aminoacidos, Nanobodies® y los
polipéptidos de la invencion, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la invencién pueden
producirse o bien intracelularmente (por ejemplo, en el citosol, en el periplasma o en cuerpos de inclusién) y luego
aislarse de las células huésped y opcionalmente purificarse adicionalmente; o pueden producirse extracelularmente
(por ejemplo, en el medio en el que se cultivan las células huésped) y luego aislarse del medio de cultivo y
opcionalmente purificarse adicionalmente. Cuando se usan células huésped eucariotas, se prefiere habitualmente la
produccién extracelular puesto que esto facilita conS|derabIemente el aislamiento y procesamiento posterior
adicionales de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y proteinas obtenidos. Células
bacterianas tales como las cepas de E. coli mencionadas anterlormente no secretan normalmente proteinas de
manera extracelular, excepto unas pocas clases de proteinas tales como toxinas y hemolisina, y produccion
secretora en E. coli se refiere a la translocacién de proteinas a través de la membrana interna al espacio
periplasmico. La produccion periplasmica proporciona varias ventajas con respecto a la produccion citosolica. Por
ejemplo, la secuencia de aminoacidos N-terminal del producto secretado puede ser idéntica al producto génico
natural tras la escision de la secuencia sefial de secrecion por una peptidasa de sefial especifica. Ademas, parece
haber mucha menos actividad proteinasa en el periplasma que en el citoplasma. Ademas, la purificacion de
proteinas es mas sencilla debido a una menor contaminacion de proteinas en el periplasma. Otra ventaja es que
pueden formarse puentes de disulfuro correctos porque el periplasma proporciona un entorno mas oxidativo que el
citoplasma. Las proteinas sobreexpresadas en E. coli se encuentran a menudo en agregados insolubles, los
denominados cuerpos de inclusién. Estos cuerpos de inclusion pueden estar ubicados en el citosol o en el
periplasma; la recuperacion de proteinas biolégicamente activas de estos cuerpos de inclusion requiere un proceso
de desnaturalizacion/replegamiento. Muchas proteinas recombinantes, incluyendo proteinas terapéuticas, se
recuperan de cuerpos de inclusiéon. Alternativamente, tal como quedara claro para el experto, pueden usarse cepas
recombinantes de bacterias que se han modlflcado genéticamente para segregar una proteina deseada, y en
particular una secuencia de aminoacidos, Nanobody o un polipéptido de la invencion.

Por tanto, segun una realizacién no limitativa de la invencion, Ia secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido
de la invencion es una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido que se ha producido intracelularmente y
que se ha aislado de la célula huésped, y en particular de una célula bacteriana o de un cuerpo de inclusién en una
célula bacteriana. Segun ofra realizacion no limitativa de la invencion, la secuenC|a de aminoacidos, Nanobody o]
polipéptido de la invenciéon es una secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido que se ha producido
extracelularmente, y que se ha aislado del medio en el que se cultiva la célula huésped.

Algunos promotores preferidos, pero no limitativos para su uso con estas células huésped incluyen,
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- para la expresidon en E. coli: promotor lac (y derivados del mismo tal como el promotor lacUV5); promotor de
arabinosa; promotor izquierdo (PL) y derecho (PR) del fago lambda; promotor del operdn de trp; promotores lac/trp
hibridos (tac y trc); promotor de T7 (mas especificamente el del gen 10 del fago T7) y otros promotores del fago T;
promotor del gen de resistencia a tetraciclina Tn10; variantes genomodificadas de los promotores anteriores que
incluyen una o mas copias de una secuencia de operador reguladora exogena;

- para la expresidon en S. cerevisiae: constitutiva: ADH1 (alcohol deshidrogenasa 1), ENO (enolasa), CYC1
(citocromo c iso-1), GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), PGK1 (fosfoglicerato cinasa), PYK1 (piruvato
cinasa); regulada: GAL1.10.7 (enzimas metabdlicas de galactosa), ADH2 (alcohol deshidrogenasa 2), PHO5
(fosfatasa acida), CUP1 (metalotioneina de cobre); heteréloga: CaMV (promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor);

- para la expresion en Pichia pastoris: el promotor AOX1 (alcohol oxidasa );

- para la expresion en células de mamifero: promotor/potenciador temprano inmediato de citomegalovirus humano
(hCMV); variante de promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV) que contiene dos secuencias
de operador de tetraciclina de manera que el promotor puede regularse mediante el represor Tet; promotor de
timidina cinasa (TK) del virus del herpes simple; promotor/potenciador de la repeticion terminal larga del virus del
sarcoma de Rous (VRS LTR); promotor de factor de elongacién 1a (hEF-1a) de humano, chimpancé, ratén o rata; el
promotor temprano de SV40; promotor de la repeticion terminal larga de VIH-1; promotor de B-actina.

Algunos vectores preferidos, pero no limitativos para su uso con estas células huésped incluyen:

- vectores para la expresion en células de mamifero: pMAMneo (Clontech), pcDNA3 (Invitrogen), pMC1neo
(Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-pSV2-neo (ATCC 37593), pBPV-1 (8-2) (ATCC 37110), pdBPV-MMTneo
(342-12) (ATCC 37224), pRSVgpt (ATCC37199), pRSVneo (ATCC37198), pSV2-dhfr (ATCC 37146), pUCTag
(ATCC 37460) y 1ZD35 (ATCC 37565), asi como sistemas de expresion basados en virus, tales como los basados
en adenovirus;

- vectores para la expresion en células bacterianas: vectores pET (Novagen) y vectores pQE (Qiagen);

- vectores para la expresion en levadura u otras células fungicas: pYES2 (Invitrogen) y vectores de expresion de
Pichia (Invitrogen);

- vectores para la expresion en células de insecto: pBlueBacll (Invitrogen) y otros vectores de baculovirus

- vectores para la expresion en plantas o células vegetales: por ejemplo vectores basados en virus del mosaico de la
coliflor o virus del mosaico del tabaco, cepas adecuadas de Agrobacterium, o vectores basados en plasmido Ti.

Algunas secuencias secretoras preferidas, pero no limitativas para su uso con estas células huésped incluyen:

- para su uso en células bacterianas tales como E. coli: PelB, Bla, OmpA, OmpC, OmpF, OmpT, Stll, PhoA, PhoE,
MalE, Lpp, LamB, y similares; péptido sefial TAT, sefial de secrecion C-terminal de hemolisina;

- para su uso en levaduras: prepro-secuencia de factor de apareamiento a, fosfatasa (pho1), invertasa (Suc), etc.;

- para su uso en células de mamifero: sefial endégena en el caso de que la proteina diana sea de origen eucariota;
péptido sefial V-J2-C de cadena k de Ig murina; etc.

Las técnicas adecuadas para transformar un huésped o una célula huésped de la invencion quedaran claras para el
experto y pueden depender de la célula huésped/organismo huésped previsto y la construccidon genética que va a
usarse. Se hace referencia de nuevo a los manuales y solicitudes de patente mencionados anteriormente.

Tras la transformacion, puede realizarse una etapa para detectar y seleccionar las células huésped o los organismos
huésped que se han transformado satisfactoriamente con la secuencia de nucleétidos/construccion genética de la
invencion. Esta puede ser por ejemplo una etapa de seleccion basada en un marcador seleccionable presente en la
construccion genética de la invencién o una etapa que implica la deteccion de la secuencia de aminoacidos de la
invencion, por ejemplo usando anticuerpos especificos.

La célula huésped transformada (que puede estar en forma de una linea celular estable) o los organismos huésped
(que pueden estar en forma de una cepa o linea mutante estable) forman aspectos adicionales de la presente
invencion.

Preferiblemente, estas células huésped u organismos huésped son tales que expresan, o (al menos) son capaces de
expresar (por ejemplo, en condiciones adecuadas), una secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la
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invencion (y en el caso de un organismo huésped: en al menos una célula, parte, tejido u érgano del mismo). La
invencion también incluye generaciones, progenie y/o descendencia adicional de la célula huésped o el organismo
huésped de la invencién, que puede obtenerse, por ejemplo, mediante division sexual o mediante reproduccion
sexual o asexual.

Para producir/obtener la expresion de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® o polipéptidos de la invencion,
la célula huésped transformada o el organismo huésped transformado puede conservarse mantenerse y/o cultivarse
en condiciones tales que se expresa/produce la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido (deseado) de
la invencion. Las condiciones adecuadas quedaran claras para el experto y dependeran habitualmente de la célula
huésped/organismo huésped usado, asi como de los elementos reguladores que controlan la expresion de la
secuencia de nucledtidos (relevante) de la invencion. De nuevo, se hace referencia a los manuales y solicitudes de
patente mencionados anteriormente en los parrafos sobre las construcciones genéticas de la invencion.

Generalmente, las condiciones adecuadas pueden incluir el uso de un medio adecuado, la presencia de una fuente
adecuada de alimento y/o nutrientes adecuados, el uso de una temperatura adecuada, y opcionalmente la presencia
de un compuesto o factor de induccion adecuado (por ejemplo, cuando las secuencias de nucleotidos de la
invencion estan bajo el control de un promotor inducible); todo lo cual puede seleccionarlo el experto. De nuevo, en
tales condiciones, las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden expresarse de una manera constitutiva, de
una manera transitoria o solo cuando se inducen adecuadamente.

También quedara claro para el experto que la secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién
puede generarse (en primer lugar) en una forma inmadura (tal como se menciond anteriormente), que entonces
puede someterse a modificacion postraduccmnal dependiendo de la célula huésped/organismo huésped usado.
Ademas, la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion puede glucosilarse, dependiendo de
nuevo de la célula huésped/organismo huésped usado.

La secuencia de aminoacidos, Nanobody® o polipéptido de la invencién puede entonces aislarse de la célula
huésped/organismo huésped y/o del medio en el que dicha célula huésped u organismo huésped se cultivd, usando
técnicas de aislamiento y/o purificacion de proteinas conocidas per se, tales como técnicas de cromatografia y/o
electroforesis (preparativa), técnicas de precipitacion diferencial, técnicas de afinidad (por ejemplo, usando una
secuencia de aminoacidos especifica, escindible fusionada con la secuencia de aminoacidos, Nanobody o)
polipéptido de la invencion) y/o técnicas inmunoldgicas preparativas (es decir, usando anticuerpos contra la
secuencia de aminoacidos que va a aislarse).

La invencion se refiere ademas a un producto o una composicion que contiene o que comprende al menos una
secuencia de aminoacidos de la invencion (o un fragmento adecuado de la misma), al menos un Nanobody de la
invencion, al menos un polipéptido de la invencién, al menos un compuesto o construccion de la invencion, al menos
una construccion monovalente de la invencién y/o al menos un acido nucleico de la invencién, y opcionalmente uno
0 mas componentes adicionales de tales composiciones conocidos per se, es decir dependiendo del uso previsto de
la composicion. Un producto o una composicion de este tipo puede ser, por ejemplo, una composicion farmacéutica
(tal como se describe en el presente documento), una composicion veterinaria o un producto o una composicion
para uso de diagndstico (tal como se describe también en el presente documento). Algunos ejemplos preferidos pero
no limitativos de tales productos o composiciones quedaran claros a partir de la descripcion adicional en el presente
documento.

Generalmente, para uso farmacéutico, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y polipéptidos de la invencion
pueden formularse como una preparacion farmacéutica o composiciones que comprenden al menos una secuencia
de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencién y al menos un portador, diluyente o excipiente y/o
adyuvante farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente uno o mas polipéptidos y/o compuestos
farmacéuticamente activos adicionales. Por medio de ejemplos no limitativos, una formulacion de este tipo puede
estar en una forma adecuada para administracion oral, para administracion parenteral (tal como mediante infusion
intravenosa o inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa), para administracion topica, para administracion
mediante inhalaciéon, mediante un parche cutaneo, mediante un implante, mediante un supositorio, etc. Tales formas
de administracion adecuadas, que pueden ser sélidas, semisdlidas o liquidas, dependiendo de la manera de
administracion, asi como los métodos y portadores para su uso en la preparacion de las mismas, quedaran claros
para el experto, y se describen adicionalmente en el presente documento.

Por tanto, en un aspecto adicional, la invencioén se refiere a una composicién farmacéutica que contiene al menos un
aminoacido de la invencion, al menos un Nanobody® de la invencién, al menos un compuesto o construccion de la
invencion o al menos un polipéptido de la invencion y al menos un portador, diluyente o excipiente adecuado (es
decir, adecuado para uso farmacéutico), y opcionalmente una o mas sustancias activas adicionales.

Generalmente, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la
invencion pueden formularse y administrarse de cualquier manera conocida per se, para lo cual se hace referencia
por ejemplo, a los antecedentes generales de la técnica mencionados anteriormente (y en particular a los
documentos WO 04/041862, WO 04/041863, WO 04/041865, WO 04/041867 y WO 08/020079) asi como a los
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manuales convencionales, tales como Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18.2 ed., Mack Publishing Company,
EE. UU. (1990), Remington, the Science and Practice of Pharmacy, 21.2 edicion, Lippincott Williams y Wilkins (2005);
o the Handbook of Therapeutic Antibodies (S. Dubel, Ed.), Wiley, Weinheim, 2007 (véanse por ejemplo las paginas
252-255).

Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la
invencion pueden formularse y administrarse de cualquier manera conocida per se para anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos convencionales (incluyendo ScFv y diacuerpos) y otras proteinas farmacéuticamente activas. Tales
formulaciones y métodos para preparar las mismas quedaran claros para el experto, y por ejemplo incluyen
preparaciones adecuadas para administracion parenteral (por ejemplo, administracién intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, intramuscular, intraluminal, intraarterial o intratecal) o para administracion topica (es decir, transdérmica
o intradérmica).

Las preparaciones para administracion parenteral pueden ser, por ejemplo, disoluciones, suspensiones,
dispersiones o emulsiones estériles que son adecuadas para infusion o inyeccion. Los portadores o diluyentes
adecuados para tales preparaciones incluyen por ejemplo, sin limitacion, los mencionados en la pagina 143 del
documento WO 08/020079. Habitualmente, se preferiran disoluciones o suspensiones acuosas.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencion también
pueden administrarse usando métodos de administracion de genoterapia. Véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.399.346, que se incorpora como referencia en su totalidad. Usando un método de
administracion de genoterapla células primarias transfectadas con el gen que codifica una secuencia de
aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencién pueden transfectarse adicionalmente con promotores
especificos de tejido para seleccionar como diana 6rganos, tejido, injertos, tumores o células especificos y pueden
transfectarse adicionalmente con secuencias sefial y de estabilizacion para expresion localizada subcelularmente.

Por tanto, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencion
pueden administrarse de manera sistémica, por ejemplo, por via oral, en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un portador comestible asimilable. Pueden encerrarse
en capsulas de gelatina duras o blandas, o pueden comprimirse para dar comprimidos, o pueden incorporarse
directamente con el allmento de la dieta del paciente. Para administracién terapéutica oral, las secuencias de
aminodcidos, Nanobodies® , compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencién pueden combinarse con uno
0 mas excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas y S|m|Iares Tales composiciones y preparados deben contener al menos el 0,1% de
la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construccion o polipéptido de la invencion. Su porcentaje en
las composiciones y preparados, por supuesto, puede variar y puede estar convenientemente entre
aproximadamente el 2 a aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificacion unitaria dada. La cantidad
de la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construccion o polipéptido de la invencién en tales
composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra un nivel de dosificacion eficaz.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas, y similares pueden contener también aglutinantes, excipientes,
agentes disgregantes, lubricantes y agentes edulcorantes o aromatizantes, por ejemplo, los mencionados en las
paginas 143-144 del documento WO 08/020079. Cuando la forma de dosificacion unitaria es una capsula, puede
contener, ademas de materiales del tipo anterior, un portador liquido, tal como un aceite vegetal o un polietilenglicol.
Otros diversos materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar de otra forma la forma fisica
de la forma de dosificacion unitaria solida. Por ejemplo, pueden recubrirse comprimidos, pildoras o capsulas con
gelatina, cera, laca o azlcar y similares. Un jarabe o elixir puede contener las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencion, sacarosa o fructosa como agente
edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un colorante y aromatizante tal como aroma de cereza o
naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la preparacion de cualquier forma de dosificacion unitaria debe
ser farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no téxico en las cantidades empleadas. Ademas, las secuencias
de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencion pueden incorporarse en
dispositivos y preparados de Ilberacic'm lenta.

Los preparados y formulaciones para administracion oral también pueden proporcionarse con un recubrimiento
entérico que permitira que las construcciones de la invencion resistan el entorno gastrico y pasen al interior de los
intestinos. Mas generalmente, pueden formularse adecuadamente preparados y formulaciones para administracion
oral para su administracion a cualquier parte deseada del tubo gastrointestinal. Ademas, pueden usarse supositorios
adecuados para su administracion al tubo gastrointestinal.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de la invencion también
pueden administrarse por via intravenosa o por via intraperitoneal mediante infusidn o inyeccion, tal como se
describe adicionalmente en las paginas 144 y 145 del documento WO 08/020079.

Para administraciéon tépica, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y
polipéptidos de la invencién pueden aplicarse en forma pura, es decir, cuando son liquidos. Sin embargo, sera
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deseable generalmente administrarlos a la piel como composiciones o formulaciones, en combinacién con un
portador dermatolégicamente aceptable, que puede ser un sélido o un liquido, tal como se describe adicionalmente
en la pagina 145 del documento WO 08/020079.

Generalmente, la concentraciéon de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones vy
polipéptidos de la invencion en una composicién liquida, tal como una locién, sera de desde aproximadamente el
0,1-25% en peso, preferiblemente desde aproximadamente el 0,5-10% en peso. La concentracion en una
composicion semisodlida o sdlida tal como un gel o un polvo serd de aproximadamente el 0,1-5% en peso,
preferiblemente de aproximadamente el 0,5-2,5% en peso.

En un aspecto preferido, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos
de la invencion y/o las composiciones que comprenden los mismos se administran al tejido pulmonar. En el contexto
de la presente invencion, “tejido pulmonar” es para los fines de esta invencion equivalente a tejido de pulmén o
pulmén. El pulmén comprende 2 zonas distintas: una zona de conduccién y una respiratoria, dentro de la que se
encuentran las vias respiratorias y los compartimentos vasculares (véase por ejemplo “Pulmonary Drug Delivery”,
editado por Karoline Bechtold-Peters y Henrik Luessen, 2007, ISBN 978-3-87193-322-6 paginas 16-28).

Para administracion pulmonar, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y
polipéptidos de la invencién pueden aplicarse en forma pura, es decir, cuando son liquidos o un polvo seco. Sin
embargo, se preferira administrarlos al tejldo pulmonar como una composicién o formulaciéon que comprende una
secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construccion y/o polipéptido de la invencion y un portador
adecuado para administracion pulmonar. Por consiguiente la presente |nvenC|on también se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construccion y/o
polipéptido de la invencion y un portador adecuado para administracion pulmonar. Se conocen en la técnica
portadores adecuados para administracion pulmonar.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion también
pueden administrarse como micro- o nanoparticulas de farmacos puros con tamafos de particula y distribuciones
favorables para administracién pulmonar.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un dISpOSItIVO farmacéutico adecuado para la
administracion pulmonar de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o
polipéptidos de la invencion y adecuado en el uso de una composicion que comprende los mismos. Este dispositivo
puede ser un inhalador para liquidos (por ejemplo una suspension de gotitas o particulas sdlidas finas) que
comprende la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construcciones y/o polipéptido de la |nvenC|on
Preferiblemente este dispositivo es un aerosol que comprende la secuencia de aminoacidos, Nanobody,
compuesto, construccién y/o polipéptido de la invencion. EI dispositivo puede ser también un inhalador de polvo seco
que comprende la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto, construccion y/o polipéptido de la invencion
en forma de un polvo seco.

En un metodo preferido, la administracion al tejido pulmonar se realiza inhalando las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencién y/o la composicién que comprende los
mismos en una nube de aerosol. Segun la invencidn, la inhalacion de la nube de aerosol puede realizarse mediante
un dispositivo inhalador. EI dispositivo debe generar a partir de una formulacién que comprende las secuencias de
aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion (y/o composicion que
comprende los mismos) una nube de aerosol del tamafio (distribucion) de particula deseado en el momento
apropiado deI ciclo de inhalacién del mamifero, que contiene la dosis correcta de las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion (“Pulmonary drug delivery”, Bechtold-
Peters y Luessen, eds., ISBN 978-3-87193-322-6, pagina 125).

En el contexto de la presente invencion, “aerosol” indica una suspension de particulas solidas finas o gotitas liquidas
(o combinacion de las mismas) en un gas en el que para los fines de esta invencion las particulas y/o gotitas
comprenden las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la
invencion.

El dispositivo debe generar a partir de la formulacion una nube de aerosol del tamafo (distribucién) de particula
deseado en el momento apropiado del CIC|O de inhalaciéon del mamifero, que contiene la dosis correcta de
secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencién. Deben
considerarse los siguientes 4 requisitos (formulacic’)n, tamafio de particula, tiempo y dosis) (“Pulmonary Drug
Delivery”, Bechtold-Peters y Luessen, eds., citado anteriormente, paginas 125y 126):

- las formulaciones que se usan en los dispositivos pueden variar de disoluciones o suspensiones acuosas usadas
en nebulizadores a las disoluciones 0 suspensiones a base de propelente usadas en inhalador de dosis medida o
incluso mezclas de polvo especialmente disefiadas por ingenieria para los inhaladores de polvo seco. Todas estas
diferentes formulaciones requieren diferentes principios para la generacion del aerosol, lo que enfatiza la
dependencia mutua del dispositivo y la formulacion;
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- puesto que el sitio de deposicion de particulas de aerosol depende de su tamafio (aerodinamico) y velocidad, el
tamano de particula deseado de la nube de aerosol varia dependiendo del sitio de deposicién deseado en el pulmén,
lo que se refiere al objetivo terapéutico de la administracion;

- puesto que la nube de aerosol puede ajustarse para que se libere a diferentes momentos durante el ciclo de
inhalacion generado por el mamifero, se prefiere que para los agentes de la invencion (que van a depositarse en las
partes periféricas del pulmon) el aerosol se libere al comienzo del ciclo de inhalacion;

- las dosis pueden variar considerablemente y, por ejemplo, pueden variar, por ejemplo, para un humano desde unos
pocos microgramos hasta varios cientos de microgramos o incluso miligramos, por ejemplo aproximadamente hasta
aproximadamente de 10 a 100 miligramos.

Se describen por ejemplo diversos sistemas de inhalacion en las paginas 129 a 148 en la revision (“Pulmonary Drug
Delivery”, Bechtold-Peters y Lessen, eds., citado anteriormente) e incluyen, pero no se limitan a, nebulizadores,
inhaladores de dosis medida, inhaladores de liquidos de dosis medida e inhaladores de polvo seco. También pueden
usarse dispositivos que tienen en cuenta el patron de respiracion optimizado e individualizado para maniobras de
inhalacion controlada (véase la tecnologia AKITA® en la pagina 157 de “Pulmonary Drug Delivery”, Bechtold-Peters y
Luessen, eds., citado anteriormente).

Sin embargo, no sélo eI dispositivo es importante para la administracion pulmonar de las secuencias de
aminodcidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion sino que también la
formulacién correcta es crltlca para lograr una administracion eficaz. Esto puede lograrse en principio usando uno de
los siguientes enfoques:

- admlnlstraC|on de disoluciones o suspensiones acuosas que comprenden las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencién (por ejemplo, gotas nasales) dentro de
las cawdades nasales;

- nebuhzamon de disoluciones o suspensiones acuosas que comprenden las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies® , compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion;

- atomizacion por medio de propelentes licuados; y
- dispersion de polvos secos.

Por tanto las formulaciones de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o
polipéptidos de la invencioén tienen que adaptarse y ajustarse al dispositivo de inhalacion elegido. Se describen por
ejemplo formulacmnes apropiadas, es decir, los excipientes ademas de las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos, construcciones y/o polipéptidos de la invencion, en el capitulo IV de “Pulmonary Drug
Delivery”, Bechtold Peters y Luessen, eds., citado anteriormente. En este sentido, se hace también referencia a la
solicitud provisional de EE. UU. n.° US 61/303.447, prioridad del documento W02011/098552.

La cantidad de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos, construcciones y polipéptidos de Ia
invencion requerida para su uso en el tratamiento variara no solo con la secuencia de aminoacidos, Nanobody ,
compuestos, construcciones o polipéptido particular seleccionado sino también con la via de administracién, la
naturaleza del estado que esta tratandose y la edad y estado del paciente y en ultima instancia estara a juicio del
médico o doctor encargado. También la dosificacion de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos,
construcciones y polipéptidos de la invencion varia dependiendo de la célula huésped diana, tumor, teJIdO, injerto u
érgano.

La dosis deseada puede presentarse convenientemente en una Unica dosis o como dosis divididas administradas a
intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia. La propia subdosis puede dividirse
ademas, por ejemplo, en varias administraciones separadas libremente diferenciadas; tales como multiples
inhalaciones a partir de un insuflador o mediante aplicacion de una pluralidad de gotas en el ojo.

Un régimen de administracion podria incluir tratamiento a largo plazo, diario. Por “largo plazo” quiere decirse al
menos dos semanas y preferiblemente, varias semanas, meses o afios de duracion. Las modificaciones necesarias
en este intervalo de dosificacion puede determinarlas un experto habitual en la técnica usando sélo experimentacion
de rutina dadas las ensefianzas en el presente documento. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences (Martin,
E.W., ed. 4), Mack Publishing Co., Easton, PA. La dosificacion también puede ajustarla el médico individual en el
caso de cualquier complicacion.

La invencion se refiere ademas a aplicaciones y usos de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos,

compuestos, acidos nucleicos, células huésped, productos y composiciones descritos en el presente documento, asi
como a métodos para la prevencion y/o el tratamiento de infecciones de las vias respiratorias provocadas por VRSh.
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Algunas aplicaciones y usos preferidos pero no limitativos quedaran claros a partir de la descripcion adicional en el
presente documento.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la presente invencion
pueden usarse generalmente para bloquear la interaccion de proteina F de VRSh con la célula huésped diana y/o su
membrana, para neutralizar VRSh (diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh), para modular, inhibir y/o
prevenir la infectividad de VRSh (de diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh), para modular, inhibir y/o
prevenir la fusién (de diferentes cepas y/o mutantes de escape de VRSh) con (la membrana celular de) la célula
huésped diana y/o para modular, inhibir y/o prevenir la entrada de VRSh en la célula huésped diana (de diferentes
cepas y/o mutantes de escape de VRSh).

En un aspecto, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la
presente invencion pueden bloquear la interaccion de proteina F de VRSh con la célula huésped diana y/o su
membrana en al menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por
ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion
con la interaccién de proteina F de VRSh con la célula huésped dlana y/o su membrana en las mismas condiciones
pero sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion, medido de cualquier
manera conocida per se, por ejemplo usando uno de los ensayos descritos en el presente documento.

En otro aspecto, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la
presente invencion neutralizan la infectividad de VRSh en al menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal como
al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos
el 80%, o el 90% o mas, en comparacion con la neutrahzauon de VRSh en las mismas condiciones pero sin la
presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencién, medido de cualquier manera
adecuada conocida per se, por ejemplo usando uno de los ensayos descritos en el presente documento.

En el contexto de la presente invencion, “modulacion” o “modular” significa generalmente o bien reducir, prevenir o
inhibir la infectividad virica, fusion y/o entrada virica y/o reducir, prevenir o inhibir las rutas biolégicas que estan
mediadas por la proteina F de VRSh, tal como se mide usando un ensayo in vitro, celular o in vivo adecuado (tales
como los mencionados en el presente documento). En particular, “modulacién” o “modular” puede significar o bien
reducir, prevenir o bien inhibir la infectividad virica, fusidon y/o entrada virica y/o reducir, prevenir o inhibir las rutas
biolégicas que estan mediadas por la proteina F de VRSh tal como se mide usando un ensayo in vitro, celular o in
vivo adecuado (tales como los mencionados en el presente documento), en al menos el 1%, preferiblemente al
menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al
menos el 70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion con la infectividad virica, fusion y/o entrada virica
normal (es decir, que se produce de manera natural) y/o las rutas biolégicas normales (es decir, que se producen de
manera natural) que estan mediadas por la proteina F de VRSh en el mismo ensayo en las mismas condiciones pero
sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencion.

En un aspecto, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la
presente invencion pueden modular, inhibir y/o prevenir la infectividad de VRSh en al menos el 1%, preferiblemente
al menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al
menos el 70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparamon con la infectividad en las mismas condiciones pero
sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invencién, medido de cualquier
manera conocida per se, por ejemplo usando uno de los ensayos descritos en el presente documento.

El término “entrada virica” usado en el presente documento abarca cualquier ruta biolégica mediada por virus que es
necesaria para lograr la uniéon del virién a una célula huésped diana y/o la fusidn virica con una célula huésped
diana. Se abarca en la presente invencion que la entrada virica, que puede ser cualquier ruta biolégica mediada por
virus que es necesaria para lograr la union del virion a una célula huésped diana y/o la fusioén virica con una célula
huésped diana, puede modularse y/o reducwse y/o prevenirse y/o inhibirse mediante la unién especifica de las
secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y/o compuestos de la invencion, tal como se mide usando un
ensayo in vitro, celular o in vivo adecuado (tales como los mencionados en el presente documento). En particular, la
entrada virica, que puede estar mediada por la proteina F de VRSh, puede modularse reducirse, prevenirse o
inhibirse mediante la unién especifica de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y/o compuestos
de la invencién a la proteina F de VRSh, tal como se mide usando un ensayo in v1tro, celular o in vivo adecuado
(tales como los mencionados en el presente documento), en al menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal
como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion con la entrada virica normal (es decir, que se produce de manera
natural) (tal como se define en el presente documento), que puede estar mediada por la proteina F de VRSh, en eI
mismo ensayo en las mismas condiciones pero sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody ,
polipéptido y/o compuesto de la invencién. Por tanto, también se abarca que la unién virica y/o fusion virica pueda
modularse y/o reducirse y/o prevenirse y/o inhibirse mediante la unién especifica de las secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, polipéptidos y/o compuestos de la invencion a la proteina F de VRSh, tal como se mide usando un
ensayo in wtro, celular o in vivo adecuado (tales como los mencionados en el presente documento). En particular, la
union virica y/o fusion virica, que pueden estar mediadas por la proteina F de VRSh, pueden modularse, reducirse,
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prevenirse o inhibirse mediante la unién especifica de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos y/o
compuestos de la invencion a la proteina F de VRSh, tal como se mide usando un ensayo in vitro, celular o in vivo
adecuado (tales como los mencionados en el presente documento), en al menos el 1%, preferiblemente al menos el
5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el
70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion con la union virica y/o fusién virica normal (es decir, que se
produce de manera natural), que pueden estar mediadas por proteina F de VRSh en el mismo ensayo en las
mismas condiciones pero sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody polipéptido y/o compuesto
de la invencion.

En este sentido, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la
presente invencion pueden modular, inhibir y/o prevenir la entrada de VRSh en la célula huésped diana en al menos
el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo en al menos el
50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion con la entrada en Ia
célula huésped diana en las mismas condiciones pero sin la presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody
o polipéptido de la invencion, por ejemplo usando uno de los ensayos descritos en el presente documento.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la presente invencion
también pueden modular, inhibir y/o prevenir la fusion de VRSh con (la membrana celular de) la célula huésped
diana en al menos el 1%, preferiblemente al menos el 5%, tal como al menos el 10% o al menos el 25%, por ejemplo
en al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80% o el 90% o mas, en comparacion con la
fusion de VRSh con (la membrana celular de) la celula huésped diana en las mismas condiciones pero sin la
presencia de la secuencia de aminoacidos, Nanobody o polipéptido de la invenciéon, medido de cualquier manera
adecuada conocida per se, por ejemplo usando uno de los ensayos descritos en el presente documento.

Los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) de la invencion han mostrado afinidad mejorada
y/o reactividad cruzada mejorada por diferentes genotipos, subtipos, mutantes de escape viricos y/o cepas de VRSh
en comparacion con la secuencia de aminoacidos monovalente o Nanobody En un aspecto, los polipéptidos
multivalentes (tales como bivalentes o trivalentes) de la invencidon pueden unirse a diferentes cepas de VRS (tal
como, por ejemplo, Long, A-2 y/o B-1). En aun otro aspecto, los polipéptidos multivalentes (tales como bivalentes o
trivalentes) de la invencion pueden unirse a diferentes mutantes de escape de VRSh (tal como se describe, por
ejemplo, en Lopez et al. 1998, J. Virol. 72: 6922-6928) y/o mutantes de escape especificos para el sitio antigénico I,
sitio antigénico IV-VI o la combinacion de ambos sitios antigénicos.

Por consiguiente, la invencion también se refiere al uso de un polipéptido multivalente (por ejemplo, trivalente,
bivalente) de la invencion, y/o de una composicién farmacéutica que comprende el mlsmo para la unién y/o
neutralizacion de diferentes cepas de un VRSh. En un aspecto preferido, se usa un Nanobody NC41 humanizado
y/o de secuenC|a optimizada bivalente (tal como, por ejemplo, un polipéptido bivalente que comprende dos
Nanobodles seleccionados de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157). En otro aspecto preferido, se usa un
Nanobody NC41 humanizado y/o de secuenC|a optimizada trivalente (tal como, por ejemplo, un polipéptido
trivalente que comprende tres Nanobodies® seleccionados de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157). En otro
aspecto preferido, se usa una de SEQ ID NO: 77-79, 142-145 y 158-165.

La invencion también se refiere al uso de un polipéptido multivalente (por ejemplo trivalente, bivalente) de la
invencion, y/o de una composicion farmacéutica que comprende el mismo para la unlon y/o neutralizacion de uno o
mas mutantes de escape de un VRSh. En un aspecto preferido, se usa un Nanobody NC41 humanizado bivalente
(tal como, por ejemplo, un polipéptido bivalente que comprende dos Nanobodles seleccionados de SEQ ID NO: 60-
76, 138-141 y 146-157). En otro aspecto preferido, se usa un Nanobody NC41 humanizado trivalente (tal como, por
ejemplo, un polipéptido trivalente que comprende tres Nanobodies® seleccionados de SEQ ID NO: 64-76, 138-141 y
146-157). En otro aspecto preferido, se usa una de SEQ ID NO: 77-79, 142-145 y 158-165.

La invencién también se refiere a un método para la prevencion y/o el tratamiento de al menos una enfermedad
virica, comprendiendo dicho método administrar, a un sujeto que lo nece3|ta una cantidad farmacéuticamente activa
de una secuencia de aminoacidos de la invencion, de un Nanobody de la invencion, de un polipéptido de la
invencion, de un compuesto o construccion de la invencién y/o de una composicion farmacéutica que comprende los
mismos.

Como tales, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, compuestos y composiciones de la presente
invencion pueden usarse para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con
infeccion por VRSh. Los ejemplos de tales enfermedades y trastornos asociados con infeccion por VRSh quedaran
claros para el experto basandose en la divulgacion en el presente documento, y por ejemplo incluyen las siguientes
enfermedades y trastornos: enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de
vias bajas, bronquiolitis (inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmdn), neumonia, disnea, tos,
sibilancias (recurrentes) y asma.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un método para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis
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(inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmén), neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o
asma provocados por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, a un SUjetO que lo neceS|ta una cantidad
farmacéuticamente activa de al menos una secuencia de aminoacidos de la invencion, Nanobody de la invencion,
polipéptido de la invencién, compuesto o construccién de la invencién o construccién monovalente de la invencién, o
una composicion de la invencion.

La invencién también se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos de la invencién, un Nanobody® de la
invencion, un polipéptido de la invencién, un compuesto o construccién de la invencién o construccion monovalente
de la invencion en la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis
(inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmén), neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o
asma; y/o para su uso en uno o mas de los métodos descritos en el presente documento.

La invencion también se refiere a una secuencia de aminoacidos de la invencién, un Nanobody® de la invencién, un
polipéptido de la invencidén, un compuesto o construccién de la invencidon o construccion monovalente de la
invencion para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedad respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas,
infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis (inflamacion de las vias respiratorias pequefias en el pulmon),
neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o asma.

En el contexto de la presente invencion, el término “prevencion y/o tratamiento” no sélo comprende prevenir y/o
tratar la enfermedad, sino que también comprende generalmente prevenir la aparicion de la enfermedad, ralentizar o
invertir el progreso de la enfermedad, prevenir o ralentizar la aparicién de uno o mas sintomas asociados con la
enfermedad, reducir y/o aliviar uno o mas sintomas asociados con la enfermedad, reducir la gravedad y/o la
duracion de la enfermedad y/o de cualquier sintoma asociado con la misma y/o prevenir un aumento adicional de la
gravedad de la enfermedad y/o de cualquier sintoma asociado con la misma, prevenir, reducir o invertir cualquier
danio fisiolégico provocado por la enfermedad, y generalmente cualquier accion farmacoldgica que es beneficiosa
para el paciente que esta tratandose.

El sujeto que va a tratarse puede ser cualquier animal de sangre caliente, pero es en particular un mamifero, y mas
en particular un ser humano. Tal como quedara claro para el experto, el sujeto que va a tratarse sera en particular
una persona que padece, o corre el riesgo de, las enfermedades y los trastornos mencionados en el presente
documento.

Mas en particular, la presente invencion puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de
infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, a un sujeto que lo necesita, una cantidad
farmacéuticamente activa de un polipéptido multivalente (por ejemplo, trivalente o bivalente) o compuesto de la
invencion, y/o de una composicion farmacéutica que comprende el mismo. Mas en particular, la presente invencion
puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo dicho
método administrar, a un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un compuesto o
polipéptido bivalente de la invencién. Mas en particular, la presente invencién puede referirse a un método para la
prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendlendo dicho método administrar, a un sujeto que lo
necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un Nanobody NC41 humanizado y/o de secuencia optimizada
bivalente (tal como, por ejemplo, un polipéptido bivalente que comprende dos Nanobodies® seleccionados de SEQ
ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157). Mas en particular, la presente invencion puede referirse a un método para la
prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, a un sujeto que lo
necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un compuesto o polipéptido trivalente de la invencién. Mas en
particular, la presente invencion puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por
VRSh, comprendiendo dIChO método administrar, a un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente
activa de un Nanobody NC41 humanizado trivalente (tal como, por ejemplo, un polipéptido trivalente que
comprende tres Nanobodies® seleccionados de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157). Mas en particular, la
presente invencion puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh,
comprendiendo dicho método administrar, a un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de
una de SEQ ID NO: 77-79, 142-145 y 158-165.

Mas en particular, la presente invenciéon puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de
infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método administrar al tejido pulmonar de un sujeto que lo neceS|ta una
cantidad farmacéuticamente activa de una secuencia de aminoacidos de la invencién, de un Nanobody de la
invencion, de un polipéptido de la invencién, y/o de una composicién farmacéutica que comprende los mismos.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para inmunoterapia, y en particular para inmunoterapia pasiva,
método que comprende administrar, a un sujeto que padece o corre el riesgo de las enfermedades y trastornos
mencionados en el presente documento una cantidad farmacéuticamente activa de una secuencia de aminoacidos
de la invencién, de un Nanobody de la invencién, de un polipéptido de la invencién, de un compuesto o
construccion de la invencion y/o de una composicion farmacéutica que comprende los mismos.

En los métodos anteriores, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o construcciones y/o
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polipéptidos de la invencién y/o las composiciones que comprenden los mismos pueden administrarse de cualquier
manera adecuada, dependiendo de la formulacion o composicion farmacéutica especifica que va a usarse. Por
tanto, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies® y/o polipéptidos de la invencién y/o las composiciones que
comprenden los mismos pueden administrarse por ejemplo por via oral, por via intraperitoneal (por ejemplo, por via
intravenosa, por via transcutanea, por via intramuscular, o por medio de cualquier otra via de administracion que
evita el tubo gastrointestinal), por via intranasal, por via transdérmica, por via topica, por medio de un supositorio,
mediante inhalacion, de nuevo dependiendo de la formulacion o composicién farmacéutica especifica que va a
usarse. El médico podra seleccionar una via de administraciéon adecuada y una formulacién o composicion
farmacéutica adecuada que va a usarse en tal administracion, dependiendo de la enfermedad o trastorno que va a
prevenirse o tratarse y otros factores bien conocidos por el médico.

Por tanto, en general las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o construcciones y polipéptidos
segun la invencioén y/o las composiciones que comprenden los mismos pueden administrarse de cualqwer manera
adecuada; por ejemplo pero sin limitarse a ello, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o
construcciones y polipéptidos segun la invencion y las composiciones que comprenden los mismos pueden
administrarse por via intranasal y/o mediante inhalacion y/o mediante cualquier otra forma adecuada de
administracién pulmonar; los métodos para administracion pulmonar y/o administracion intranasal y/o administracion
mediante inhalacién de un Nanobody secuencia de aminoacidos, compuesto o construccion y/o polipéptido de la
invencion los conocera el experto y se describen por ejemplo en el manual “Drug Delivery: Principles and
Applications” (2005) de Binghe Wang, Teruna Siahaan y Richard Soltero (Eds. Wiley Interscience (John Wiley &
Sons)); en la solicitud internacional WO 08/049897 de Ablynx N.V. titulada “Administracion intranasal de polipéptidos
y proteinas”; en “Pharmacology PreTest™ Self-Assessment and Review” (11.2 edicion) de Rosenfeld G.C., Loose-
Mitchell D.S.; y en “Pharmacology” (3.2 edicion) de Lippincott Williams & Wilkins, Nueva York; Shlafer M. McGraw-Hill
Medical Publishing Division, Nueva York; Yang K.Y., Graff L.R., Caughey A.B. Blueprints Pharmacology, Blackwell
Publishing.

Por consiguiente, la presente invencion tamblen se refiere a un método para administrar una cantidad eficaz de una
secuencia de aminoacidos, Nanobody , compuesto o construccion y/o polipéptido de la invencién y/o una
composiciéon que comprende los mismos, en el que dicho método comprende la etapa de administrar la secuencia
de aminoacidos, Nanobody compuesto o construccion y/o polipéptido y/o comp05|C|on que comprende los mismos
al tejido pulmonar. En tal método, la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o construccion y/o
polipéptido y/o una composicion que comprende los mismos pueden administrarse mediante cualquier método
conocido en la técnica para la administracion pulmonar tal como, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o
dispositivo de administracién intranasal o aerosol.

En un aspecto preferido de la invencion, la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o construccion y/o
polipéptido se uniran y/o neutralizaran el virus presente en el tejido pulmonar. Preferiblemente en tal método para
administracion pulmonar al menos el 5%, preferiblemente al menos el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, mas
preferiblemente al menos el 50%, el 60%, el 70%, e incluso mas preferiblemente al menos el 80% o mas de la
secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o construccion y/o polipéptido de la invencion es estable en el
tejido pulmonar durante al menos 24 horas, preferiblemente al menos 48 horas, mas preferiblemente al menos 72
horas.

Se ha encontrado sorprendentemente que las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o
construcciones y/o polipéptidos de la |nvenC|on tienen una estabilidad de larga duracion en el tejido pulmonar. Por
ejemplo, se ha encontrado que un Nanobody dirigido contra VRSh sigue siendo funcional en el pulmén durante al
menos 48 horas (véase el documento WO 2009/147248). Por tanto, se cree que son posibles realizaciones de la
invencion con intervalos de tratamiento tales como una vez al dia, una vez cada 2.2, 3.2, 4.°, 5.°, 6.° o una vez a la
semana tomando la estabilidad de larga duracion estimada de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®,
compuestos o construcciones y/o polipéptidos de la invencion.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un método para administrar una secuencia de aminoacidos, Nanobody®,
compuesto o construccion y/o polipéptido de la invencion al tejido pulmonar de un sujeto sin |nact|varse
comprendiendo dicho método la etapa de administracién pulmonar de dicha secuencia de aminoacidos, Nanobody \
compuesto o construccion y/o polipéptido de la invencién a dicho sujeto.

La invencion también se refiere a un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh,
comprendiendo dicho método administrar al tejido pulmonar de un sujeto que lo neceS|ta una cantidad
farmacéuticamente activa de una secuencia de aminoacidos de la invencién, de un Nanobody de la invencion, de
un polipéptido de la invencion, de un compuesto o construccion de la invencion y/o de una composicion farmacéutica
que comprende los mismos.

Mas en particular, la invenciéon se refiere a un método para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedad
respiratoria, infeccion respiratoria de vias altas, infeccion respiratoria de vias bajas, bronquiolitis (inflamacion de las
vias respiratorias pequefias en el pulmdn), neumonia, disnea, tos, sibilancias (recurrentes) y/o asma,
comprendiendo dicho método administrar, al tejido pulmonar de un sujeto que lo necesita, una cantidad
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farmacéuticamente activa de una secuencia de aminoacidos de la invencion, de un Nanobody® de la invencion, de
un polipéptido de la invencion, de un compuesto o construccion de la invencion y/o de una composicion farmacéutica
que comprende los mismos.

Mas en particular, la presente invenciéon puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de
infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, al tejido pulmonar de un sujeto que lo necesita, una
cantidad farmacéuticamente activa de un polipéptido multivalente (por ejemplo, trivalente, bivalente) o compuesto de
la invencion, y/o de una composicion farmacéutica que comprende el mismo. Mas en particular, la presente
invencion puede referirse a un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo
dicho método administrar, al tejido pulmonar de un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de
un compuesto o polipéptido bivalente de la invencién. Mas en particular, la presente invencion puede referirse a un
método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método admlnlstrar al
tejido pulmonar de un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un Nanobody NC41
humanizado bivalente (tal como, por ejemplo, un polipéptido bivalente que comprende dos Nanobodies®

seleccionados de SEQ ID NO: 60-76, 138-141 y 146-157). Mas en particular, la presente invencion puede referirse a
un método para la prevencion y/o el tratamiento de infeccién por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, al
tejido pulmonar de un sujeto que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un compuesto o polipéptido
trivalente de la invencién. Mas en particular, la presente invencién puede referirse a un método para la prevencion
y/o el tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método admlnlstrar al tejido pulmonar de un sujeto
que lo necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de un Nanobody NC41 humanizado trivalente (tal como,
por ejemplo, un polipéptido trivalente que comprende tres Nanobodies® seleccionados de SEQ ID NO: 60-76, 138-
141 y 146-157). Mas en particular, la presente invencion puede referirse a un método para la prevencion y/o el
tratamiento de infeccion por VRSh, comprendiendo dicho método administrar, al tejido pulmonar de un sujeto que lo
necesita, una cantidad farmacéuticamente activa de una de SEQ ID NO: 77-79, 142-145 y 158-165.

También por ejemplo pero sin limitarse a ello, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o
construcciones, y polipéptidos segin la invencién y composiciones que comprenden los mismos, pueden
administrarse por via intramuscular y/o mediante cualquier forma adecuada de administracion al cerebro, tal como
cualquier forma adecuada de administracién que permite que dichas secuencias de aminoacidos, Nanobodies®,
polipéptidos, compuestos o construcciones y composiciones que comprenden los mismos se transporten a través de
la barrera hematoencefalica. Tales metodos para administracion intramuscular y/o cualquier forma adecuada de
administracion al cerebro de un Nanobody secuencia de aminoacidos y/o polipéptido de la invencioén los conocera
el experto y se describen por ejemplo en el manual “Drug Delivery: Principles and Applications” (2005) de Binghe
Wang, Teruna Siahaan y Richard Soltero (Eds. Wiley Interscience (John Wiley & Sons)); en “Pharmacology
PreTest™ Self-Assessment and Review” (11.2 edicion) de Rosenfeld G.C., Loose-Mitchell D.S.; y en “Pharmacology”
(3.2 edicion) de Lippincott Williams & Wilkins, Nueva York; Shlafer M. McGraw-Hill Medical Publishing Division,
Nueva York; Yang K.Y., Graff L.R., Caughey A.B. Blueprints Pharmacology, Blackwell Publishing.

Las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o construcciones y/o polipéptidos de la invencion y/o las
composiciones que comprenden los mismos se administran segun un régimen de tratamiento que es adecuado para
prevenir y/o tratar la enfermedad o trastorno que va a prevenirse o tratarse. El médico sera capaz generalmente de
determinar un régimen de tratamiento adecuado, dependiendo de factores tales como la enfermedad o trastorno que
va a prevenirse o tratarse, la gravedad de la enfermedad que va a tratarse y/o la gravedad de los sintomas de la
misma, la secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o construccién o polipéptido especifico de la invencién
que va a usarse, la via de administracion especifica y la formulacidon o composicion farmacéutica que va a usarse, la
edad, el género, el peso, la dieta, el estado general del paciente, y factores similares bien conocidos por el médico.

Generalmente el régimen de tratamiento comprendera la administracion de una o mas secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos o construcciones y/o polipéptidos de la invencion, o de una o mas composiciones que
comprenden los mismos, en una o mas cantidades o dosis farmacéuticamente eficaces. La(s) cantidad(es)
especifica(s) o dosis que van a administrarse puede determinarlas el médico, de nuevo basandose en los factores
mencionados anteriormente.

Generalmente, para la prevencion y/o el tratamiento de las enfermedades y los trastornos mencionados en el
presente documento y dependiendo de la enfermedad o el trastorno especifico que va a tratarse, la potencia de la
secuencia de aminoacidos, Nanobody compuesto o construccion y polipéptido especifico de la invencién que va a
usarse, la via especifica de admlnlstraC|on y la formulacién o composicidon farmacéutica especifica usada, las
secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos 0 construcciones y polipéptidos de la invencidon se
administraran generalmente en una cantldad de entre 1 gramo y 1 microgramo por kg de peso corporal al dia,
preferiblemente entre 0,1 gramos y 10 microgramos por kg de peso corporal al dia, lo mas preferiblemente entre
0,01 gramos y 100 microgramos por kg de peso corporal al dia tal como aproximadamente 0,1, 0,5, 1, 2, 5 o
10 miligramos por kg de peso corporal al dia, o bien de manera continua (por ejemplo, mediante infusién), como una
Unica dosis dlarla o como multiples dosis divididas durante el dia. Pueden administrarse secuencias de aminoacidos,
Nanobodies®, compuestos o construcciones y polipéptidos de la invencion que contienen un resto que prolonga la
semivida en una cantidad de entre 1 miligramo y 100 miligramos por kg de peso corporal, preferiblemente entre
1 miligramo y 50 miligramos por kg de peso corporal, tal como aproximadamente 10, 15, 20 o 30 miligramos por kg
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de peso corporal una o dos veces al mes. El médico serda capaz generalmente de determinar una dosis diaria
adecuada, dependiendo de los factores mencionados en el presente documento. También quedara claro que en
casos especificos, el médico puede elegir desviarse de estas cantidades, por ejemplo basandose en los factores
mencionados anteriormente y su juicio experto. Generalmente, puede obtenerse algo de orientacion sobre las
cantidades que van a administrarse a partir de las cantidades habitualmente administradas para anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo convencionales comparables contra la misma diana administrados por medio de
esencialmente la misma via, teniendo en cuenta sin embargo diferencias en afinidad/avidez, eficacia, biodistribucion,
semivida y factores similares bien conocidos por el experto.

Cuando se administra la secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o construccion y/o polipéptido y/o una
composicion que comprende el mismo al tejido pulmonar, el régimen de tratamiento puede ser de una vez o dos
veces al dia, preferiblemente una vez al dia, o una vez cada 2, 3, 4, 5, 6 0 7 dias.

Habitualmente, en el método anterior, se usara una Unica secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
construccion o polipéptido de la invencion. Sin embargo, esta dentro del alcance de la invencion usar dos o mas
secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o construcciones y/o polipéptidos de la invencion en
combinacion.

Los Nanobodies®, secuencias de aminoacidos, compuestos o construcciones y polipéptidos de la invencion también
pueden usarse en combinacién con uno o mas compuestos o principios farmacéuticamente activos adicionales, es
decir, como un régimen de tratamiento combinado, que puede conducir o no a un efecto sinérgico. De nuevo, el
médico sera capaz de seleccionar tales compuestos o principios adicionales, asi como un régimen de tratamiento
combinado adecuado, basandose en los factores mencionados anteriormente y su juicio experto.

En particular, las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, compuestos o construcciones y polipéptidos de la
invencion pueden usarse en combinacion con otros compuestos o principios farmacéuticamente activos que son o
pueden usarse para la prevencion y/o el tratamiento de las enfermedades y trastornos mencionados en el presente
documento, como resultado de lo cual puede obtenerse o no un efecto sinérgico. Los ejemplos de tales compuestos
y principios, asi como vias, métodos y formulaciones o composiciones farmacéuticas para administrarlos quedaran
claros para el médico.

Cuando dos o mas sustancias o principios van a usarse como parte de un régimen de tratamiento combinado,
pueden administrarse por medio de la misma via de administracién o por medio de diferentes vias de administracion,
a esencialmente el mismo tiempo o en diferentes veces (por ejemplo, esencialmente de manera simultanea,
consecutiva, o segun un régimen alterno). Cuando las sustancias o principios van a administrarse simultaneamente
por medio de la misma via de administracién, pueden administrarse como formulaciones o composiciones
farmacéuticas diferentes o parte de una formulaciéon o composicion farmacéutica combinada, tal como quedara claro
para el experto.

Ademas, cuando dos o mas sustancias o principios activos van a usarse como parte de un régimen de tratamiento
combinado, cada una de las sustancias o principios puede administrarse en la misma cantidad y segun el mismo
régimen tal como se usa cuando el compuesto o principio se usa por si mismo, y tal uso combinado puede conducir
o no a un efecto sinérgico. Sin embargo, cuando el uso combinado de las dos 0 mas sustancias o principios activos
conduce a un efecto sinérgico, puede ser también posible reducir la cantidad de una, mas o todas las sustancias o
principios que van a administrarse, al tiempo que todavia se logra la accion terapéutica deseada. Esto puede ser util
por ejemplo para evitar, limitar o reducir cualquier efecto secundario no deseado que esté asociado con el uso de
una o mas de las sustancias o principios cuando se usan en sus cantidades habituales, al tiempo que todavia se
obtiene el efecto terapéutico o farmacéutico deseado.

La eficacia del régimen de tratamiento usado segun la invenciéon puede determinarse y/o seguirse de cualquier
manera conocida per se para la enfermedad o trastorno implicado, tal como quedara claro para el médico. El médico
también sera capaz de, cuando sea apropiado y en una base de caso a caso, cambiar o modificar un régimen de
tratamiento particular, para lograr el efecto terapéutico deseado, para evitar, limitar o reducir los efectos secundarios
no deseados, y/o para lograr un equilibrio apropiado entre el logro del efecto terapéutico deseado por un lado y
evitar, limitar o reducir efectos secundarios no deseados por otro lado.

Generalmente, el régimen de tratamiento se seguira hasta que se logra el efecto terapéutico deseado y/o durante
tanto tiempo como se mantenga el efecto terapéutico deseado. De nuevo, esto puede determinarlo el médico.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
construccioén, o polipéptido de la invenciéon en la preparacién de una composicion farmacéutica para la prevencion
y/o el tratamiento de al menos una enfermedad virica; y/o para su uso en uno o mas de los métodos de tratamiento
mencionados en el presente documento.

El sujeto que va a tratarse puede ser cualquier animal de sangre caliente, pero es en particular un mamifero, y mas
en particular un ser humano. Tal como quedara claro para el experto, el sujeto que va a tratarse sera en particular
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una persona que padece, o corre el riesgo de, las enfermedades y trastornos mencionados en el presente
documento.

La invencion también se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o construccion o
polipéptido de la invencién en la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento
de al menos una enfermedad o trastorno que puede prevenirse y/o tratarse administrando una secuencia de
aminoacidos, Nanobody®, compuesto o construccién o polipéptido de la invencién a un paciente.

Mas en particular, la invencién se refiere al uso de una secuencia de aminoacidos, Nanobody®, compuesto o
construccion o polipéptido de la invencion en la preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion y/o
el tratamiento de enfermedades viricas, y en particular para la prevencion y el tratamiento de una o mas de las
enfermedades y trastornos enumerados en el presente documento.

De nuevo, en una composicién farmacéutica de este tipo, las una o mas secuencias de aminoacidos, Nanobodies®,
compuestos o construcciones o polipéptidos de la invencién también pueden combinarse adecuadamente con uno o
mas de otros principios activos, tales como los mencionados en el presente documento.

Usos adicionales de las secuencias de aminoacidos, Nanobodies®, polipéptidos, acidos nucleicos, construcciones
genéticas y huéspedes y células huésped de la invencién quedaran claros para el experto basandose en la
divulgacion en el presente documento. Por ejemplo, y sin limitacién, las secuencias de aminoacidos de la invencion
pueden unirse a un portador o soporte solido adecuado para proporcionar un medio que puede usarse de una
manera conocida per se para purificar una proteina de la envoltura de un virus a partir de composiciones y
preparaciones que comprenden la misma. También pueden usarse derivados de las secuencias de aminoacidos de
la invencion que comprenden un marcador detectable adecuado como marcadores para determinar (cualitativa o
cuantitativamente) la presencia de una proteina de la envoltura de un virus en una composicién o preparacion o
como marcador para detectar selectivamente la presencia de una proteina de la envoltura de un virus en la
superficie de una célula o tejido (por ejemplo, en combinacién con técnicas de clasificacion de células adecuadas).

La invencion se describira ahora adicionalmente por medio de los siguientes aspectos, ejemplos y figuras preferidos
no limitativos:

El contenido completo de todas las referencias (incluyendo referencias bibliograficas, patentes expedidas, solicitudes
de patente publicadas y solicitudes de patente en tramitacion junto con la presente) mencionadas a lo largo de toda
esta solicitud se incorporan expresamente por el presente documento como referencia, en particular para la
ensefianza a la que se hizo referencia anteriormente en el presente documento.

Las reivindicaciones en el archivo definen esencialmente la invencion y los siguientes aspectos también se divulgan
en el presente documento.

Las reivindicaciones en el archivo definen esencialmente la invencion y los siguientes aspectos también se divulgan
en el presente documento.

Aspecto A-1. Secuencia de aminoacidos que esta dirigida contra y/o se une especificamente a la proteina F de
VRSh y que comprende al menos un tramo de residuos de aminoacido elegido de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido.

Aspecto A-2. Secuencia de aminoacidos segun el aspecto A-1, que comprende dos o mas tramos de residuos de
aminoacido en los que un tramo se elige de los siguientes:

a) SEQ ID NO: 102;

b) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
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preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 102, siempre que:

i) dicho tramo de residuos de aminoacido tenga un acido aspartico (Asp, D) en la posicién 6 (posicion 54
determinada segun la numeracion de Kabat); y

ii) la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de
VRSh con una afinidad igual, aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia
de plasmon superficial) y/o la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido
tenga una potencia igual, aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en
comparacién con la secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la
diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

y al menos un tramo se elige de:
c) SEQ ID NO: 98;

d) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 98, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido;

e) SEQID NO: 121;y

f) un tramo de residuos de aminoacido que tiene una diferencia de no mas de 3, preferiblemente no mas de 2, mas
preferiblemente no mas de 1 aminoacido con SEQ ID NO: 121, siempre que la secuencia de aminoacidos que
comprende dicho tramo de residuos de aminoacido se una a la proteina F de VRSh con una afinidad igual,
aproximadamente igual o superior (midiéndose dicha afinidad mediante resonancia de plasmoén superficial) y/o la
secuencia de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido tenga una potencia igual,
aproximadamente igual o superior (tal como se define en el presente documento) en comparacién con la secuencia
de aminoacidos que comprende dicho tramo de residuos de aminoacido sin la diferencia de 3, 2 o 1 aminoacido,

de manera que el tramo de residuos de aminoacido que corresponde a uno de a) y b) debe estar presente siempre
en la secuencia de aminoacidos de la invencion y de manera que el segundo tramo de residuos de aminoacido se
elige de uno de c), d), e) y f).

Aspecto A-3. Secuencia de aminoacidos segun el aspecto A-1 o A-2, que comprende tres 0 mas tramos de residuos
de aminoacido, en la que el primer tramo de residuos de aminoacido se e