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DESCRIPCION
Vacuna contra el virus respiratorio sincicial

La presente invencion se refiere a una vacuna para su uso en un procedimiento de vacunacién contra el virus
respiratorio sincicial (VRS), como se define en la reivindicacién 1 adjunta. Mas especificamente, la invencion se
refiere a una vacuna de subunidad recombinante como se define en la reivindicacion 1 adjunta, para su uso en un
procedimiento de vacunacién. El ectodominio de SH se denomina SHe. Preferentemente dicho ectodominio se
presenta como un oligémero, incluso mas preferentemente como un pentamero. La invencién se refiere ademas a
anticuerpos, especificos para dicho ectodominio, para su uso en la proteccién de un sujeto contra la infeccién por
el VRS y/o en el tratamiento de un sujeto infectado.

El alcance de la invencion se define por las reivindicaciones.
La infeccion por el VRS es la causa principal de hospitalizacién de lactantes en los paises industrializados.

Después de la infeccion primaria por el VRS, que, en general, se produce en menores de 2 afios, la inmunidad al
VRS permanece incompleta y se puede producir la reinfeccion. Ademas, el VRS puede causar una enfermedad
grave en los ancianos y, en general, se asocia con mayor mortalidad que la gripe A en afios no pandémicos (Falsey
et al., 1995). La tasa de infeccion anual global estimada por la OMS en la poblacién humana se estima en
64 millones de casos, con una cifra de mortalidad de 160 000; solo en EE. UU., de 85 000 a 144 000 lactantes son
hospitalizados cada afo como consecuencia de la infeccion por el VRS
(http://www.who.int/vaccine research/diseases/ari/en/index2.html update 2009).

El VRS pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género Pneumovirus; en humanos,
existen dos subgrupos, A y B. Aparte del VRS humano, existe una variante bovina. El genoma del VRS humano
tiene aproximadamente 15 200 nucledétidos de longitud y es una molécula de ARN de sentido negativo. El genoma
del VRS codifica 11 proteinas conocidas: glucoproteina (G), proteina de fusién (F), proteina hidréfoba pequefia
(SH), nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina grande (L), proteina de la matriz (M), proteina M2 ORF-1 (M2-
1), proteina M2 ORF-2 (M2-2), proteina 1 no estructural (NS1) y proteina 2 no estructural (NS2). G, F y SH son
proteinas de superficie transmembranarias; N, P, L, M, M2-1 son proteinas asociadas a la nucleocapside; y NS1 y
NS2 son proteinas no estructurales. Se desconoce el estado de M2-2 como proteina estructural o no estructural.
(Hacking y Hull, 2002). Los subgrupos del VRS muestran diferencias en las propiedades antigénicas de las
proteinas G, F, Ny P (Ogra, 2004). La infeccién por el VRS va seguida de la formacién de anticuerpos especificos
IgG e IgA detectables en el suero y algunos otros liquidos corporales. Varios estudios han demostrado que la
produccién de anticuerpos se dirige principalmente contra las principales proteinas transmembranarias F y G del
VRS; solo los anticuerpos especificos contra F y G son conocidos por tener actividad neutralizante del VRS in vitro.
La produccion de anticuerpos contra la proteina F a menudo muestra reactividad cruzada entre los subgrupos Ay
B, mientras que la produccion de anticuerpos contra la proteina G es especifica de los subgrupos (Orga, 2004).
Contrariamente a F y G, la proteina transmembranaria SH se considera no inmundégena (Giménez et al., 1987;
Tsutsumi et al., 1989) y, en algunas vacunas experimentales, SH incluso se ha eliminado para obtener una vacuna
atenuada no reversible (Karron et al., 2005).

Pringle C.R. et al., Vaccine, Elsevier Ltd, GB, vol. 11, n.° 4, paginas 473-478, divulgan una composicion
inmunégena que comprende un VRS con tres mutaciones sensibles a la temperatura.

Singh et al., Vaccine, Elsevier Ltd, GB, vol. 25, n.° 33, paginas 6211-6223, divulgan una composicién inmunégena
que comprende los residuos 412-524 de VRS-F.

Edward E. Walsh: "Respiratory Syncytial Virus Vaccine", Encyclopedia of Molecular Cell Biology and Molecular
Medicine, 2.2 edicién, vol. 12, 2005, paginas 297-322, indica que se han identificado epitopos de linfocitos T y B
en la proteina SH del VRS, pero no contiene ninguna referencia a su localizacion dentro de la secuencia de SH.

El desarrollo de vacunas para evitar la infecciéon por el VRS se ha complicado por el hecho de que las respuestas
inmunitarias del huésped parecen desempefiar un papel significativo en la patogenia de la enfermedad. Los
primeros intentos de vacunacién de nifios con VRS inactivado con formol mostraron que los nifios vacunados
experimentaban una enfermedad mas grave en la exposiciéon posterior al virus en comparacién con los controles
no vacunados (Kapikian et al., 1969). Se han sometido a prueba vacunas vivas atenuadas, pero a menudo
muestran una sobre o infraatenuacion en los estudios clinicos (Murata, 2009).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2714392713

Las vacunas de subunidades, que usan una proteina inmundgena o una combinacion de proteinas inmundgenas,
se consideran mas seguras porque no pueden revertir o mutar a un virus virulento. Se han desarrollado vacunas
experimentales basadas en la proteina F purificada y se han sometido a prueba en roedores, ratas algodoneras y
humanos, y se demostrd que son seguras, pero solo moderadamente inmundégenas (Falsey y Walsh, 1996; Falsey
y Walsh, 1997; Groothuis et al. 1998). En un estilo similar, se han suspendido en la fase Il ensayos clinicos con
una mezcla de proteinas F, G y M (base de datos clinicos ADISinsight). Un enfoque alternativo consistié en una
fusion genética recombinante del dominio antigénico de la proteina G del VRS humano en el extremo C-terminal
del dominio de unién a albumina de la proteina G estreptocdcica (BBG2Na; Power et al., 2001). BBG2Na se
investigd hasta un ensayo clinico de fase Il en voluntarios sanos, pero el ensayo tuvo que interrumpirse debido a
la aparicién de efectos secundarios inesperados de hipersensibilidad de tipo 3 (purpura) en algunos voluntarios
inmunizados (Meyer et al., 2008).

Un desarrollo reciente es el uso de virus recombinantes quiméricos como vectores para antigenos del VRS. Se
genomanipulé un parainfluenzavirus bovino/humano recombinante quimérico de tipo 3 (rB/HPIV-3) mediante la
sustitucion en un genoma de BPIV-3 de los genes F y HN por los genes homdlogos de HPIBV-3. La cepa de
rB/HPIV-3 quimérica resultante se us6 a continuaciéon para expresar los genes F y G del HRSV (Schmidt et al.,
2002). Esta vacuna esta actualmente en investigacion clinica.

Solo existe un numero limitado de opciones de prevencioén y tratamiento disponibles para enfermedades graves
causadas por el VRS. La intervenciéon mas ampliamente utilizada se basa en la inmunoprofilaxis pasiva con un
anticuerpo monoclonal humanizado que se deriva del anticuerpo monoclonal de ratén 1129 (Beeler y van Wyke
Coelingh, 1989). Este anticuerpo es especifico contra la proteina F del VRS y neutraliza los virus de los subgrupos
Ay B. El anticuerpo humanizado recombinante 1129 es conocido como palivizumab (también conocido como
Synagis) y se usa para el tratamiento profilactico de lactantes que tienen un alto riesgo de desarrollar
complicaciones tras la infeccion por el VRS. El anticuerpo se administra por via intramuscular mensualmente para
reducir el riesgo de infeccién por el VRS en los lactantes en riesgo debido a prematuridad, enfermedad pulmonar
cronica o cardiopatia congénita hemodinamicamente significativa (Bocchini et al., 2009). Algunos estudios han
informado de proporciones de coste-efectividad aceptables para la profilaxis del VRS con palivizumab (Prescott et
al., 2010).

Como no existe una vacuna aprobada en el mercado, todavia existe una necesidad no cubierta de desarrollo y
disponibilidad de una vacuna segura y eficaz contra el VRS. Sorprendentemente, encontramos que la parte
extracelular (ectodominio) de la pequefia proteina hidréfoba SH, conocida como SHe, se puede usar de manera
segura para la vacunacién contra la infeccion por el VRS, especialmente cuando se presenta en un vehiculo como
un oligdmero, preferentemente como un pentamero. Ademas, también se pueden usar anticuerpos policlonales o
monoclonales, dirigidos contra SHe, de forma profilactica o terapéutica para la prevencion o el tratamiento de la
infeccion por el VRS, respectivamente.

Un primer aspecto de la invencién es una vacuna como se define en la reivindicacion 1 adjunta para su uso en un
procedimiento de vacunacién contra el VRS. En un modo de realizacidon preferente, el VRS es un subgrupo A
humano o una cepa del subgrupo B humano; en otro modo de realizacion preferente, el VRS es VRS bovino. La
proteina SH es conocida por el experto en la técnica y contiene 64 (subgrupo A del VRS), 65 (subgrupo B del VRS)
residuos de aminoacidos o 81, 77 o 72 residuos de aminoacidos para el VRS bovino. En un modo de realizacion
preferente, el ectodominio de SH (SHe) consiste en los 23 aminoacidos carboxiterminales para el subgrupo A (SEQ
ID N° 1) y en los 24 aminoacidos carboxiterminales para el subgrupo B (SEQ ID N° 2). Preferentemente, la
secuencia del ectodominio se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID N° 1 (subgrupo A del ectodominio)
y la SEQ ID N° 2 (subgrupo B del ectodominio). Una molécula vehiculo es una molécula que es heterdloga para la
proteina SH; un vehiculo puede ser cualquier vehiculo conocido por el experto en la técnica como adecuado para
la presentacion de un antigeno e incluye, pero no se limita a, particulas similiviricas, tal como HBcore (Whitacre et
al., 2009), y otras VLP derivadas de proteinas de ensamblaje de la capside o la cubierta del virus. También se
puede utilizar cualquier otra construccién molecular, siempre que pueda presentar eficazmente antigenos al
sistema inmunitario, tal como la proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa pentamérica (comp.; McFarlane et
al., 2009), las tromobospondinas 3 y 4 (Malashkevich et al., 1996), la subunidad B de toxinas de tipo AB5
bacterianas (por ejemplo, la subunidad de la toxina del cdélera o la toxina termolabil de E. coli; Williams et al., 2006),
una cremallera de triptofano pentamérica (Liu et al., 2004), una cremallera de fenilalanina pentamérica (Liu et al.,
2006) o una cremallera de leucinas derivada de GCN4 tetramérica (tGCN4, De Filette et al., 2008) y Lpp-56 (Shu
et al, 2000). El vehiculo puede ser de naturaleza proteinica, asi como de naturaleza no proteinica. Los ejemplos
de naturaleza no proteinica son, como ejemplo no limitativo, liposomas, construcciones CLIPS™ (Timmerman et
al, 2007) y trimetilquitosano (Slutter et al., 2010).
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Preferentemente, dicho vehiculo presenta el SHe como un oligémero, incluso mas preferentemente como un
pentamero, presentando multiples moléculas de SHe en un supercoéntigo, presentando un SHe en un supercéntigo
multimerizante, o mediante una combinacién de ambos. El oligdmero de SHe se puede presentar como una
estructura lineal repetida, o como unidades de SHe individuales que forman un complejo oligomérico, 0 como una
combinacién de ambos. Preferentemente, dicho vehiculo es un vehiculo oligomérico (dimérico, hasta decamérico).
Incluso mas preferentemente, dicho vehiculo es un vehiculo pentamérico. En un modo de realizacién especifico,
el dominio transmembranario de SH, preferentemente sin el dominio citoplasmico, se puede usar como dominio de
oligomerizacion, fusionado o unido ademas a un vehiculo. No todas las moléculas vehiculo deben ser cargadas
por el SHe; de hecho, como ejemplo no limitativo, se puede imaginar que solo 5 unidades de un vehiculo
hexamérico se cargan con SHe, presentando de este modo un complejo de SHe pentamérico en un complejo de
vehiculo hexamérico. El ectodominio se puede unir genéticamente al vehiculo, formando una proteina de fusion;
ambos dominios se pueden fusionar directamente, o se pueden unir por una secuencia bisagra o una secuencia
espaciadora. Como se usa en el presente documento, en una construccién genéticamente fusionada, una
secuencia bisagra es una secuencia de aminoacidos que une dos dominios entre si; preferentemente, dicha
secuencia une los dos dominios de una manera flexible; preferentemente, dicha secuencia bisagra es mas corta
que 150 amino&cidos, incluso mas preferentemente mas corta que 100 aminoacidos, incluso mas preferentemente
mas corta que 50 aminoacidos, lo mas preferentemente mas corta que 20 aminoacidos. Un espaciador como se
usa en el presente documento indica una secuencia bisagra corta mas corta que 15 aminoacidos. En un modo de
realizacion preferente, una secuencia bisagra comprende la secuencia (Gly-Ser)n con n igual a uno, 2, 3, ...20. En
otro modo de realizacién preferente, la bisagra de genes de inmunoglobulina, tal como la regién bisagra de IgG1
humana, se usa como secuencia bisagra. En el caso de un enlace genético, dicho enlace se puede producir en el
extremo aminoterminal de SHe, asi como en el extremo carboxiterminal.

De forma alternativa, el ectodominio esta quimicamente unido al vehiculo. El enlace quimico es conocido por el
experto en la técnica, e incluye, pero no se limita a, péptidos que estan conjugados con el vehiculo mediante la
union covalente de los péptidos a sitios reactivos en la superficie del vehiculo. La estructura resultante es un
conjugado. Un sitio reactivo en la superficie del vehiculo es un sitio que es quimicamente activo o que se puede
activar y es accesible estéricamente para la unién covalente con un péptido. Un sitio reactivo preferente es el
nitrégeno épsilon del aminoacido lisina. Unido covalentemente se refiere a la presencia de un enlace covalente
que es estable a la hidrdlisis en condiciones fisioldgicas. Preferentemente, el enlace covalente es estable a otras
reacciones que se pueden producir en condiciones fisioldgicas, incluyendo la formacién de aductos, la oxidacion y
la reduccion. A menudo, el enlace de un péptido antigénico con un vehiculo se logra usando reactivos bifuncionales
(Hermanson, 1996). Cualquier residuo adecuado en el SHe se puede usar para enlace con el vehiculo quimico;
preferentemente, SHe esta unido al vehiculo por su extremo aminoterminal o carboxiterminal. En todavia otro modo
de realizacion, el ectodominio se une al vehiculo por una interaccion no covalente, tal como, pero no limitada a,
interacciones hidréfobas, interacciones cooperativas de enlaces de H o interacciones de Van der Waals.

La vacuna se puede administrar al sujeto que se va a tratar por cualquier via conocida por el experto en la técnica,
incluyendo, pero no limitado a, administracion intranasal, intraperitoneal, intramuscular e intradérmica.
Preferentemente, no existe una potenciacion de los sintomas de la enfermedad en la infeccion por el VRS después
de la vacunacion. La vacuna puede ser para uso animal o humano. Un uso animal preferente es para la proteccién
de ganado u otros boévidos mediante la vacunacion contra virus respiratorios bovinos relacionados con el VRS
humano, tales como, pero no limitado a, VRS bovino. La proteccion contra la infeccion por el VRS cubre usos tanto
profilacticos como terapéuticos. Mas particularmente, un uso preferente de la vacuna es para propdsitos
profilacticos. La "preparacién de una vacuna" como se usa en el presente documento significa que la composicion
inmunégena de la vacuna de acuerdo con la invencién se puede optimizar mediante la adicion de excipientes
adecuados, o se puede formular para, como ejemplo no limitativo, aumentar el periodo de validez o mejorar las
caracteristicas farmacéuticas de la vacuna.

Como ejemplo no limitativo, se pueden mezclar composiciones inmundégenas que comprenden SHe del subgrupo
A del VRS y SHe del subgrupo B del VRS para obtener una vacuna con una especificidad mas amplia. Dicha
vacuna puede ser para uso humano o veterinario. Aparte de la composicion inmundgena, la vacuna comprende
uno o mas de otros compuestos, tal como un adyuvante. Preferentemente, la vacuna es una vacuna para la
proteccién de seres humanos contra la infeccion por el VRS o, en animales, contra virus respiratorios de los
animales relacionados con el VRS humano, tal como, pero no limitado a, VRS bovino.

La composicién inmunégena de la vacuna de la invencion se puede usar para la deteccién y/o purificacion de
anticuerpos, dirigida contra el ectodominio del VRS. Dichos anticuerpos se pueden aislar después de vacunar a un
sujeto con la composicién inmundégena de la invencién; de forma alternativa, también se pueden obtener
anticuerpos similares y/o células productoras de anticuerpos de un sujeto humano o animal infectado por el VRS
y, después de un desarrollo apropiado conocido en la técnica, usar para la produccion de anticuerpos especificos
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contra SHe, preferentemente anticuerpos de tipo humano que se pueden usar para propésitos profilacticos o
terapéuticos como se describe anteriormente.

Otro aspecto de la invencion es un anticuerpo monoclonal que inhibe el VRS, dirigido contra el ectodominio de la
proteina SH del VRS. La inhibicién del VRS, como se usa en el presente documento, significa que, tras la infeccion,
el titulo del virus pulmonar es menor en los animales tratados en comparacién con los animales no tratados, segun
lo medido en un modelo animal adecuado. Preferentemente, dicho anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
monoclonal humano o humanizado.

Todavia otro aspecto de la invencién es una composicién farmacéutica, que comprende un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el ectodominio de la proteina SH del VRS, de acuerdo con la invencién. De hecho, un érgano de un
animal no humano inmunizado, preferentemente el bazo de dicho animal, o una muestra de sangre de un animal
0 un sujeto humano inmunizado, se puede usar como material de partida para la produccién de anticuerpos
monoclonales y derivados tales como, pero no limitado a, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos multivalentes
0 anticuerpos unidos a compuestos antiviricos. Dichos anticuerpos monoclonales y derivados se usan para
inmunizacion pasiva o para el tratamiento de la infeccién por el VRS.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: A, Las secuencias de aminoacidos del ectodominio de SH del VRS humano de subtipo A (VRSh) (SEQ
ID N° 1), del ectodominio de SH del VRS humano del subtipo B (SEQ ID N° 2) y del ectodominio de SH del VHS
bovino (VRSb) (SEQ ID N° 17). B, La secuencia de aminoacidos de Flag-COMPcc-She (SEQ ID N° 35). Los nueve
primeros aminodcidos representan el epitopo Flag N-terminal. Los aminoacidos (AA) en letra cursiva representan
el dominio de superhélice de COMP de rata (AA 25-72). El AA subrayado representa el ectodominio de la pequefia
proteina hidréfoba del VRS A (SHe). C, Representacion esquematica de la proteina pentamérica Flag-COMPcc-
SHe. D, Representacion esquematica de la proteina pentamérica COMPcc-SHe.

Figura 2: Purificacion y determinacion de la masa molecular relativa de Flag-COMPcc-SHe. A, Curvas de elucion
de aldolasa (1), conalbumina (2), albdmina (3), quimotripsinégeno (4), ribonucleasa A (5) y Flag-COMPcc-SHe (6
en 7) por filtracién en gel en una columna de Superdex 75. B, Tincion con azul de Coomassie de un analisis por
SDS-PAGE de Flag-COMPcc-SHe después de la filtraciéon en gel (pico 6 del panel A). C, Resumen de las proteinas
usadas para calibrar la columna de filtracién en gel, su peso molecular relativo (Mr), el volumen al que se eluyeron
de la columna (Ve) y el Kav calculado (Kav = (Ve-V0)/(Vtot-V0), con VO = el volumen vacio de la columna = 9,05y
Vtot = el volumen del lecho de la columna = 19,816). EI Mr de Flag-COMPcc-SHe presente en el pico 6 se calculd
en base a su Ve y la curva de calibracion presentada en el panel D. D, La curva de calibraciéon de la columna de
filtraciéon en gel de Superdex 75 usada para purificar Flag-COMPcc-SHe pentamérica.

Figura 3: La vacunacién de ratones Balb/c con Flag-COMPcc-SHe en combinacion con LTR192G induce
anticuerpos especificos contra She. A, B y C, Determinacién basada en ELISA de los titulos de anticuerpos IgG
especificos contra péptidos de SHe presentes en la mezcla de sueros de ratones después de la primera, segunda
o tercera inmunizacién con las vacunas indicadas. D, Anticuerpos IgG, IgG1 y IgG2a especificos contra péptidos
de SHe presentes en la mezcla de sueros de ratones a los que se vacuné con PBS, M2e-1GCN4/LTR192G o Flag-
COMPcc-SHe/LTR192G.

Figura 4: La vacunacion con Flag-COMPcc-SHe, como en la leyenda de la figura 3, induce anticuerpos que pueden
reconocer el ectodominio de SH en la superficie de las células. A, Andlisis por citometria de flujo de células
HEK293T que expresan GFP y SH del VRS tefiidas con diferentes diluciones de suero de ratones vacunados con
Flag-COMPcc-SHe. B, Analisis por citometria de flujo de células HEK que expresan GFP y SH del VRS tefidas
con suero de ratones vacunados con Flag-COMPcc-SHe o M2e-tGCN4 (control negativo). C, Andlisis por citometria
de flujo de células HEK que expresan GFP y luciferasa tefiidas con suero de ratones vacunados con Flag-COMPcc-
SHe o0 M2e-tGCN4.

Figura 5: La vacunacion con Flag-COMPcc-SHe inhibe la replicacién del VRS. Cuatro dias después de la
exposicion, los ratones de los grupos indicados se sacrificaron para determinar el titulo virico en los pulmones
mediante un analisis de calvas. El grafico muestra el nimero de unidades formadoras de calvas por pulmén de
cada ratén. El limite de deteccion del analisis de calvas es de 10 UFC por pulmén. La diferencia en el titulo de VRS
en los pulmones entre los ratones vacunados con Flag-COMPcc-SHe y los ratones vacunados con M2e-tGCN4
fue altamente significativa (*** p <0,0005).

Figura 6: La vacunaciéon con Flag-COMPcc-SHe no induce una enfermedad potenciada tras la infeccién por el
VRS. El grafico muestra el peso corporal relativo de cada ratén, calculado como la proporcion entre el peso en el
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dia del sacrificio (cuatro dias después de la infeccion) y el peso en el dia de la infeccidn virica, multiplicado por
100.

Figura 7: Enlace quimico de péptidos SHe(cc4s) con los bucles inmunodominantes de particulas similiviricas de
mHBc. Analisis por SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie de mHBc en las diferentes etapas del enlace quimico
como se indicé por encima del gel: mHBc = mHBc purificado, mHBc-SMBS + sMBS = mHBc después de la adicion
del conector quimico Sulfo-MBS, mHBc-SMBS = mHBc-SMBS después la cromatografia de exclusién por tamario,
mHBC-SHe(cc4s) + SHe(ccds) = mHBc-SMBS purificado después de incubacion con el péptido de SHe(cc4s),
mHBC-SHe(cc4s) = SHe unido a VLP de mHBc después de purificacion mediante cromatografia de exclusion por
tamafno.

Figura 8: mHBc-SHe(cc4s) conserva su conformacion de VLP. El grafico representa la distribucién por tamafo de
mHBc-SHe(cc4s) y la VLP 1604 de M2e-mBHc segun lo determinado por dispersién dinamica de la luz. La
distribucién por tamafio se expresa en funcién del volumen.

Figura 9: Purificacién de SHe-tGCN4. Analisis por SDS-PAGE seguido de tincién con azul de Coomassie de SHe-
tGCN4 después de la purificacion mediante una serie de etapas cromatograficas de columna: intercambio aniénico,
interaccion hidréfoba y cromatografia de filtracion en gel. Los paneles izquierdo y derecho representan el analisis
por SDS-PAGE en condiciones reductoras (en presencia de beta-mercaptoetanol) o no reductoras (en ausencia
de beta-mercaptoetanol), respectivamente. Las flechas indican proteinas SHe-tGCN4 monoméricas y diméricas.

Figura 10: La vacunacion tanto con SHe-tGCN4 como con mHBc-SHe(cc4s) induce anticuerpos especificos contra
péptidos de SHe. A, La figura representa los titulos de los anticuerpos IgG especificos contra SHe presentes en la
mezcla de sueros de ratones de los grupos indicados después de la primera inmunizacion, la primera inmunizacion
de refuerzo (refuerzo) y la segunda inmunizacién de refuerzo (refuerzo 2), como se analizé por ELISA de péptidos
de SHe. B, La figura representa los titulos de anticuerpos IgG, IgG1 y IgG2a especificos contra SHe presentes en
la mezcla de sueros de ratones de los grupos indicados después de la segunda inmunizacién de refuerzo, segun
lo determinado por ELISA de péptidos.

Figura 11: La vacunacion tanto con SHe-tGCN4 como con mHBc-SHe(cc4s) disminuye la replicacion pulmonar
del VRS. Tres dias después de la exposicion, se sacrificaron los ratones para determinar el titulo virico en los
pulmones mediante QRt-PCR. El grafico superior representa la expresion relativa del ARN genémico del VRS,
normalizado a los niveles de ARNm de GADPH presentes en las muestras de cada ratén en los grupos indicados.
Se indican las diferencias estadisticas entre los grupos vacunados. El panel inferior (B) es idéntico al panel superior
(A), pero también incluye los resultados de los ratones vacunados con PBS.

Figura 12: Ni la vacunacion con mHBc-SHe (cc4s) ni con tGCN4-SHe inducen una enfermedad potenciada tras la
infeccion por el VRS. La figura muestra el peso corporal relativo promedio de cada grupo de ratones indicado,
calculado como la proporcion entre el peso en el dia indicado y el peso en el dia de infeccion (dia 0), multiplicado
por 100.

Figura 13: 3D11 y 3G8 son dos Ac monoclonales especificos contra SHe de los subtipos 1gG1 e IgG2a,
respectivamente. El grafico muestra la unién de series de dilucion de 1 ug/ul de los anticuerpos monoclonales
3D11 y 3G8 con el péptido de SHe en un ensayo ELISA detectada por anticuerpos secundarios especificos IgG1
de ratén o IgG2a de raton.

Figura 14: Los AcM 3D11 y 3G8 se unen al ectodominio de SH del VRS en células vivas que expresan la proteina
SH del VRS en su superficie celular. A, Analisis por citometria de flujo de la unién de los AcM 3D11 y 3G8 y los
respectivos anticuerpos de control emparejados por isotipo con células Hek293T que expresan GFP vy la proteina
SH del VRS. B, Anadlisis por citometria de flujo de la unién de los AcM 3D11 y 3G8 a células Hek293T que expresan
GFP en combinacion con la proteina SH del VRS o una proteina de control (luciferasa).

Figura 15: Union de los AcM 3D11 y 3G8 a la superficie celular de células infectadas por el VRS. Se infectaron
células Vero con 0,5MOI de VRS A2. Veinte horas después de la transfeccién, las células se fijaron, se
permeabilizaron y se tifieron con 3D11 o 3G8 en combinacién con un suero de anticuerpo policlonal anti-VRS para
identificar las células infectadas y no infectadas. Los paneles superiores representan una visiéon general de la
inmunotincién (tincion nuclear DAPI, 3D11 y suero policlonal de VRS), incluyendo células infectadas y no
infectadas. Los paneles inferiores representan imagenes confocales de una célula infectada, indicada en el panel
superior.

Figura 16: La inmunizacién pasiva con anticuerpos monoclonales especificos contra SHe redujo la infeccion por
el VRS en ratones. Se trataron ratones Balb/c con PBS, Acm 3G8 especifico contra SHe o anticuerpos de control
por isotipo por medio de administracién intranasal un dia antes y un dia después de la exposicién al VRS. Cada
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simbolo representa el titulo de virus en los pulmones de ratones individuales, cuatro dias después de la exposicién
al VRS. (** p <0,01).

Figura 17: La vacunacion intraperitoneal de ratones Balb/c con KLH-SHe en combinacién con adyuvante
incompleto de Freund induce anticuerpos especificos contra SHe y reduce la replicacion del VRS. A, Determinacion
basada en ELISA de los anticuerpos IgG especificos contra She presentes en los sueros de ratones individuales
después de la tercera inmunizacion (refuerzo 2) con las vacunas indicadas. B, Determinacion basada en ELISA de
anticuerpos 1gG, 1gG1 e IgG2a especificos contra SHe presentes en la mezcla de sueros de ratones que se
vacunaron con KLH-SHe. C, La vacunacion con KLH-SHe no induce una enfermedad potenciada tras la infeccion
por el VRS. El grafico muestra el peso corporal relativo de cada ratén, calculado como la proporcién entre el peso
en el dia del sacrificio (cinco dias después de la infeccién) y el peso en el dia de la infeccién virica, multiplicado
por 100. La diferencia en el peso corporal relativo entre los ratones vacunados con KLH-SHe y los ratones
vacunados con KLH es significativa (p 0,005, prueba de la U de Mann-Whitney). D, La vacunacion con KLH-SHe
altera la replicacion del VRS. Cinco dias después de la exposicion con 108 UFC del VRS, se sacrificaron los ratones
de los grupos indicados y se prepararon homogeneizados de pulmén para determinar el titulo virico en los
pulmones mediante un analisis de calvas. El grafico muestra el nimero de unidades formadoras de calvas por
pulmén de cada ratén. El limite de deteccion del analisis de calvas es de 20 UFC por pulmén. La diferencia en el
titulo de VRS en los pulmones entre los ratones vacunados con KLH-SHe y los ratones vacunados con KLH es
significativa (p <0,005, prueba de la U de Mann-Whitney). E, Para ratones vacunados con KLH-SHe, unos titulos
altos de anticuerpos séricos especificos contra SHe se correlacionan fuertemente con una reduccion de la
replicacion del VRS. El grafico muestra para cada ratéon vacunado con KLH-SHe el titulo de anticuerpos IgG séricos
especificos contra SHe y el nimero de UFC/pulmén que se podian detectar cinco dias después de la infeccién. En
el grafico se muestran la curva de mejor ajuste (potencia) y su R2 (coeficiente de determinacion).

Figura 18: La vacunacion intranasal de ratones Balb/c con KLH-SHe en combinacion con LTR192G induce
anticuerpos especificos contra SHe y reduce la replicacion del VRS. A, Determinacion basada en ELISA de los
anticuerpos IgG especificos contra SHe presentes en los sueros de ratones individuales después de la tercera
inmunizacion (refuerzo 2) con las vacunas indicadas. B, Determinacién basada en ELISA de los anticuerpos 1gG,
IgG1 e IgG2a especificos contra SHe presentes en la mezcla de sueros de ratones que se vacunaron con KLHSHe.
C y D, Determinacion basada en ELISA de los anticuerpos IgG e IgA especificos contra SHe presentes en el liquido
del LBA de ratones individuales que se vacunaron con las vacunas indicadas y se infectaron por el VRS cinco dias
antes de la recogida de liquido del LBA. E, La vacunacién con KLH-SHe altera la replicacion del VRS. Cinco dias
después de la exposicion con 108 UFC del VRS, se sacrificaron los ratones de los grupos indicados para determinar
el titulo virico en los pulmones mediante un analisis de calvas. El grafico muestra el nimero de unidades
formadoras de calvas por pulmén de cada ratéon. El limite de deteccion del analisis de calvas es de 20 UFC por
pulmoén. La diferencia en el titulo de VRS en los pulmones entre los ratones vacunados con KLH-SHe y los ratones
vacunados con KLH es significativa (p 0,05, prueba de la U de Mann-Whitney). E, Para ratones vacunados con
KLH-SHe, unos titulos altos de anticuerpos IgG especificos contra SHe presentes en el liquido del LBA se
correlacionan fuertemente con una reduccién de la replicacion del VRS. Los graficos muestran para cada ratén
vacunado con KLH-SHe el titulo de anticuerpos IgG especificos contra SHe en el LBA y el niumero de UFC/pulmén
que se podian detectar cinco dias después de la infeccion. En el grafico se muestran la curva de mejor ajuste y su
R2 (coeficiente de determinacion).

Figura 19: La inmunizaciéon pasiva con antisuero de KLH-SHe reduce la infeccion por el VRS en ratones. A,
Determinacion basada en ELISA de los anticuerpos IgG especificos contra SHe presentes en los sueros de ratones
individuales después de la tercera inmunizacién (refuerzo 2) con las vacunas indicadas. B, La inmunizacién pasiva
con antisuero de KLH-SHe reduce la infeccion por el VRS en ratones. Se administré por via intranasal suero de
ratones vacunados con KLH-SHe o KLH, o PBS, a los ratones un dia antes y un dia después de la exposicion al
VRS. Cinco dias después de la exposicion con 108 UFC del VRS, se sacrificaron los ratones de los grupos
indicados y se prepararon homogeneizados de pulmén para determinar el titulo virico en los pulmones mediante
un analisis de calvas. El grafico muestra el nimero de unidades formadoras de calvas por pulmén de cada ratén.
El limite de deteccion del andlisis de calvas es de 20 UFC por pulmén. La diferencia en el titulo de VRS en los
pulmones entre los ratones vacunados con KLH-SHe y los ratones vacunados con KLH es significativa (p <0,05,
prueba de la U de Mann-Whitney). C, La inmunizacién pasiva con suero de KLH-SHe no induce una enfermedad
potenciada tras la infeccion por el VRS. El grafico muestra la media +/- EEM del peso corporal relativo de cada
raton, calculado como la proporcion entre el peso en un dia especifico y el peso en el dia de la primera inmunizacion
pasiva, multiplicado por 100. La diferencia en el peso corporal relativo entre los ratones que se trataron con suero
de KLH-SHe y los ratones que se trataron con suero de KLH es significativa (p <0,005, prueba de la U de Mann-
Whitney).
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Figura 20: Enlace quimico de péptidos de SHeB con los bucles inmunodominantes de particulas similiviricas de
mHBc. Analisis por SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie de VLP de mHBc, VLP de mHBc unidas al reticulador
heterobifuncional de SMBS (mHBc-SMBS) y las VLP de mHBc-SMBS purificadas con péptidos de SHeB unidos
quimicamente (mHBc-SHeB).

Figura 21: Union de suero de ratones vacunados con mHBc-SHeB a la superficie de las células infectadas por el
VRS B. Se infectaron células Vero con una cepa clinica del VRS B o se infectaron con inéculos inactivados. Setenta
y dos horas después de la infeccién, las células se fijaron y bien se permeabilizaron o no se permeabilizaron. Las
células infectadas y las infectadas con inéculos inactivados se tifieron con suero de un ratén vacunado con mHBc-
SHeB o con suero de ratones vacunados con KLH, como se indicé. La unién de los anticuerpos séricos contra
mHBc-B o KLH a las células se analizé usando anticuerpos contra IgG de ratén unidos a Alexa488. A, Para el
analisis microscépico, las células también se tifieron con el tinte nuclear DAPI. B, Para el analisis citométrico de
flujo, las células no permeabilizadas también se tifieron con un suero de cabra anti-VRS para identificar las células
infectadas por el VRS B. La union de los anticuerpos séricos anti-VRS de cabra a las células se determiné usando
anticuerpos contra IgG de cabra unidos a Alexa633. Los graficos representan isogramas de intensidad de
Alexa488/intensidad de Alexa633 de las células indicadas.

Figura 22: La vacunacion con mHBc-SHeB induce anticuerpos especificos contra SHeB y reduce la inflamacion
pulmonar inducida por el VRS B. A, Determinacion basada en ELISA de los anticuerpos IgG especificos contra
SHeB y SHeA presentes en la mezcla de sueros de ratones después de la primera (i.m.), la segunda (refuerzo 1)
y la tercera inmunizacién con mHBc-SHeB (refuerzo 2). B, Determinacion basada en ELISA de los anticuerpos
IgG, 1gG1 e IgG2a especificos contra SHe presentes en la mezcla de sueros de ratones que se vacunaron con
KLHSHe. C y D, Determinaciéon basada en ELISA de anticuerpos IgG especificos contra SHeB (C) y SHeA (D)
presentes en los sueros de ratones individuales que fueron vacunados con las vacunas indicadas. E, El nimero
total de células presentes en los liquidos del LBA de ratones infectados por el VRS a los que se habia vacunado
con las vacunas indicadas. Existen significativamente menos células presentes en el liquido de LBA de ratones a
los que se habia vacunado con mHBc-SHe en comparacion con el liquido de LBA de ratones a los que se habia
vacunado con mHBc. (p 0,05, prueba de la U de Mann-Whitney). F, El nimero de linfocitos T CD4+, linfocitos T
CD8+, monocitos, neutréfilos y eosindfilos presentes en los liquidos del LBA. Existen significativamente menos
linfocitos CD8+ presentes en el liquido de LBA de ratones a los que se habia vacunado con mHBc-SHe en
comparacioén con el liquido de LBA de ratones a los que se habia vacunado con mHBc. (p <0,05, prueba de la U
de Mann-Whitney).

Figura 23: Expresion y purificacion de la proteina LPP5)-SHe. A, Expresion de la proteina LPPs)-SHe. Células de
E. coli transformadas con pLH36-HisDEVD-LPP)-SHe se estimularon con 1-tio-p-d-galactoprianésido (IPTG)
1 mM o no. Cuatro horas mas tarde, se prepararon extractos en bruto por sonicacién, seguido de centrifugaciéon
(13 000 % g, 30 min, 4 °C). El sobrenadante se analizé6 mediante SDS-PAGE e inmunoelectrotransferencia usando
el anticuerpo monoclonal 3G8 especifico contra SHe. B, Andlisis de la proteina LPP(5)-SHe purificada. Después de
la purificacion, se analizé la proteina LPPs)-SHe mediante SDS-PAGE, tincién con azul de Commassie (izquierda)
e inmunoelectrotransferencia (derecha) usando el anticuerpo monoclonal 3G8 especifico contra SHe.
Figura 24: calendario de vacunacion de las ratas algodoneras. Los nimeros de grupo se refieren a:

Grupo 1: 6 ratas algodoneras (RA) sin vacuna y expuestas a VRS el dia +63 (control de infeccién)

Grupo 2: 6 RA inoculadas por via intranasal con VRS-Tracy a 2,04 x 105 UFC/RA el dia 0

Grupo 3: 6 RA cada una, vacunadas por via intraperitoneal (i.p.) con KLH-SHe + IFA

Grupo 4: 6 RA cada una, vacunadas por via intraperitoneal (i.p.) con KLH + IFA (control con vehiculo)

Grupo 5: 6 RA cada una, vacunadas por via intramuscular (i.m.) con 1:10 de Bernett de VRS inactivado con
formol (IF) cultivado en células Vero (control positivo para exacerbacion inmunitaria tras la exposicion)

EJEMPLOS
Materiales y procedimientos para los ejemplos

Clonacién y construccion de plasmidos.
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Construccion del plasmido de expresion pLT32 Flag-COMPcc-SHe. Se ordend un plasmido, que contenia la
secuencia codificante de Flag-COMPcc-SHe (Figura 1.B) en Genscript (SEQ ID N° 31). La secuencia codificante
de Flag-COMPcc-SHe se ligé como un fragmento Ndel/Notl en un vector de expresién bacteriana pLT32H abierto
con Ndel/Notl (Mertens et al., 1995)

Construccion del vector de expresion pCAGGS-Etag-SH. Se prepard ARN total de células Hep-2 infectadas por el
VRS A2 usando el kit de tejido de ARN de alta pureza (Roche, Mannheim) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después de la sintesis del ADNc, la secuencia codificante de SH del VRS A2 se amplificé utilizando los
siguientes cebadores directos e inversos (5’ ATAAGAAAGCGGCCGCTATGGAAAATACATCCATAACAATAGS'; 5
AAGATCTCTATGTGTTGACTCGAGCTCTTGGTAACTCAAAZ'). El producto de PCR se digirié6 con Notl y Bglll y
se ligd en un vector de expresiéon pCAGGS-PTB-Etag abierto con Notl/Bglll (Cornells et al., 2005). El vector
resultante pLT32-Flag-COMPcc-SHe fue depositado segun el tratado de Budapest en BCCM (BCCM/LMBP:
Technologiepark 927, 9052 Zwijnaarde, Bélgica) con el nimero de depdsito LMBP 6817 el 8 de noviembre de
2010.

La construccién del vector de expresion pCAGGS-Luc se describié anteriormente (Schepens et al., 2005;
denominado pCAGGS-HIF-RLuc)

Construccién del vector de expresion pLT32 de mHBc. La secuencia codificante de mHBc, como se describe
anteriormente por Jegerlhener et. al. como parte del plasmido "ab1", se orden6 en Geneart (SEQ ID N° 32) (De
Filette et al., 2005; Jegerlehner et al., 2002). Esta secuencia codificante se cloné como un fragmento Ndel/Notl en
un vector de expresion bacteriana pLT32H abierto con Ndel/Notl.

Construccién del vector de expresion pLT32 SHe-tGCN4-Flag. Para construir pLT32 SHe-tGCN4, la secuencia
codificante de SHe se fusion6 con la secuencia codificante de tGCN4-Flag por fusién per. El fragmento SHe para
fusién per se amplificé usando los cebadores: 5 GAATTCCATATGAACAAGTTATGTGAGTACAACG3' y 5
ATTTGTTTTAAACCTCCTGTATTTACTCGTGCCCGAGGCAASZ'y un plasmido de molde que se ordend a Geneart
(SEQ ID N° 33) y que contenia la secuencia codificante del ectodominio de SH del VRS A2
(NKLCEYNVFHNKTFELPRARVNT) (SEQ ID N° 40). El fragmento GCN4 para PCR de fusion se amplifico
utilizando los cebadores 5 CCAAGCTTCTAACATTGAGATTCCCGAGATTGAGASZ' y
5TATTAACCCTCACTAAAGGGAAGGS' y un plasmido de molde que contenia la secuencia codificante tGCN4,
fusionada en el extremo C-terminal a la secuencia codificante de 3 secuencias sucesivas del epitopo Flag (SEQ
ID N° 34; De Filette et al., 2008). Los dos fragmentos de PCR se fusionaron usando los cebadores:
5'GGAATTCCATATGAACAAGTTATGTGAGTACAACG3'y 5' TATTA ACC CTC ACTAAAG GGAAGG 3'. Este
producto de PCR de fusién se cloné como un fragmento Ndel/Hindlll en un vector de expresion bacteriana pLT32H
abierto con Ndel/Hindlll. El pLT32 SHe-tGCN4-Flag resultante se depositd segun el tratado de Budapest en BCCM
(BCCM/LMBP: Technologiepark 927, 9052 Zwijnaarde, Bélgica) con el niumero de depdsito LMBP 6818 el 8 de
noviembre de 2010.

La construccién del vector de expresion PLT32 M2e-tGCN4 se describié anteriormente (De Filette et al., 2008).

Construccion del plasmido de expresiéon pLH36-HisDEVD-LPP(5)-SHe. Se ordené en Genscript un plasmido que
contenia la secuencia codificante de la cremallera de triptéfano LPP(5) fusionada con la secuencia codificante del
ectodominio SH separada por la secuencia codificante de un conector GlyGly. Esta secuencia codificante se
amplificdé usando los cebadores directos e inversos siguientes (5 'GCGAAATGGGATCAGTGGAGCAGC-3';
5'AATATAGGATCCCTAGGTCGCCCAGTTATCCCAGCG-3'), fosforilados y digeridos con BamH\. EI pLH36-
HisDEVD-LPP-SHe se construyé mediante un ligado de tres puntos usando el fragmento de PCR descrito, el
fragmento de plasmido pLT32 digerido con BamHVPst\ y el fragmento pLH36 digerido con EcoRV/Pst\. La
secuencia del plasmido pLH36-HisDEVD-LPPs)-SHe construido se muestra en SEQ ID N° 49.

Expresion y purificacion de SHe-tGCN4, M2e-tGCN4, Fiag-COMPcc-SHe, mHBc y LPPs)-SHe.

Se cultivé un precultivo de 30 mi de E. coli transformada con pLT32SHe-tGCN4 a 28 °C en caldo de Luria y se us6
para inocular 1 litro de medio fresco. A una A600 de 0,6-0,8, las células se trataron con 1 mm de isopropil-1-tio-
galactopiranésido, se incubaron durante otras 4 horas y, a continuacién, se recogieron mediante centrifugacion
(6000 <x> g, 20 min, 4 °C). El sedimento bacteriano se resuspendié en 20 ml de tampén Tris-HCI (Tris-Hcl 50 mM,
NaCl 50 mM y EDTA 1 mM), pH 8, y se sonicé. Los residuos bacterianos se sedimentaron por centrifugacion
(20 000 <x> g, 1 h, 4 °C). El sobrenadante se aplicé a una columna de DEAE Sepharose previamente equilibrada
con tampoén Tris-HCI que contenia NaCl 50 mM (tampén A). Después de lavar, las proteinas unidas se eluyeron
mediante un gradiente en dos etapas que iba desde un 0-40 % de tampdn B (Tris-Hcl 50 mM, NaCl 1 M) y un 40-
100 % de tampdn B. Se combinaron fracciones que contenian SHe-tGCN4, se ajustaron a una saturaciéon de un
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25 % de sulfato de amonio, y se aplicaron a una columna de fenil-Sepharose previamente equilibrada con sulfato
de amonio al 25 %, Tris-HCI 50 mm, pH 8. Las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente en dos etapas. La
eluciéon en dos etapas se realizé con un 0-40 y 40-100 % de tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8 (tampodn A). Las
fracciones que contenian SHe-tGCN4 se cargaron en una columna Superdex 75. Se realizo filtracion en gel en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y las fracciones que contenian SHe-tGCN4 se combinaron y
conservaron a -70 °C.

La expresion y purificacion de flag-COMPcc-SHe fue idéntica a SHe-tGCN4 aparte del uso de una columna de Q
Sepharose para cromatografia de intercambio anidnico en lugar de una columna de DEAE Sepharose.

La expresioén y purificacion de M2e-tGCN4 se describio antes (De Filette et al., 2008). La expresion y purificacion
de mHBc fue idéntica a SHe-tGCN4 aparte del uso de una columna Sephacryl S400 para cromatografia de filtraciéon
em gel en lugar de una columna Superdex 75.

Expresion y purificacion de LPP)-SHe. Se cultivé un precultivo de 30 ml de células de E. coli transformadas con
pLH36-HisDEVD-LPP)-SHe a 28 °C en caldo de Luria con ampicilina y se us6 para inocular 3 litros de medio
fresco. A una Asoo de 0,6-0,8, las células se trataron con isopropil-1-tio-B3-d-galactopiranésido 1 mM, se incubaron
durante otras 4 horas y, a continuacion, se recogieron mediante centrifugacion (6000 <x> g, 20 min, 4 °C). El
sedimento bacteriano se resuspendié en 300 ml de tampoén que contenia NaH2PO4/Na2HPO4 20 mM, NaCl 300 mM
e imidazol 5 mM, pH 7,5 y se sonicé. Los residuos bacterianos se sedimentaron por centrifugacion (20 000 x g,
1 h, 4 °C). El sobrenadante se cargé en una columna de niquel-Sepharose previamente equilibrada con tampén
que contenia imidazol 5 mM. Después de lavar, las proteinas unidas se eluyeron mediante un gradiente de imidazol
en etapas (50 mM, 100 mM, 200 mM y 400 mM). Se combinaron fracciones que contenian LPPs)-SHe, se
desalaron y se purificaron ademas en una columna de Q-Sepharose. La muestra se aplicé a una columna de DEAE
Sepharose previamente equilibrada con tampén Tris-HCI que contenia NaCl 50 mM (tampdén A). Después de lavar,
las proteinas unidas se eluyeron mediante un gradiente en dos etapas que iba desde un 0-40 % de tampon B (Tris-
Hcl 50 mM, NaCl 1) y un 40-100 % de tampon. Las fracciones que contenian LPP)-SHe se cargaron en una
columna Superdex 75. Se realiz6 filtracion en gel en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y las fracciones
que contenian LPP)-SHe

Adyuvantes

Se us6 un mutante bionactivado de enterotoxina de E. coli termolabil, LTR192G, para administracion intranasal
(i.n.); esta preparacion fue generosamente proporcionada por el Dr. J. Clements (Departamento de Microbiologia
e Inmunologia, Tulane University Medical Center, Nueva Orleans, LA, EE. UU.) (Norton et al., 2010).

Enlace quimico y caracterizacion de particulas de She-HBc.

Se ordend SHe(cc4s), un péptido de SHe purificado por HPLC sintetizado quimicamente en el que la cisteina
natural se reemplazé por una serina y al que se le afadié una cisteina en el extremo N, a Pepscan (Pepscan,
Lelystad). El péptido SHe(cc4s) se fusiond por medio de su residuo de cisteina N-terminal a una lisina en el bucle
inmunodominante de mHBc en la superficie de las VLP de HBc mediante un enlace quimico usando el sulfo-MBS
heterobifuccional (Pierce), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, 400 ug de mHBc, disueltos
en 200 ul de PBS, se incubaron con Sulfo-MBS (a una concentracion final de 1 mg/ml) durante una hora. Después
de la retirada de moléculas de Sulfo-MBS no unidas mediante cromatografia de exclusién por tamafio, las VLP de
mHBc unidas a sulfo-MBS se diluyeron en 2 ml de H20. Posteriormente, se le afiadié 100 ul de péptido SHe(cc4s)
(disuelto en 100 ml de PBS) y se incubd durante una hora a temperatura ambiente para permitir la reticulacién del
péptido con las VLP de mHBc. Finalmente, se retir6 el péptido SHe(cc4s) libre mediante cromatografia de exclusion
por tamafo. La pureza y eficacia de la reticulacién se sometié a prueba por medio de SDS-PAGE seguido de
tincion con Coomassie.

Células

Se cultivaron células Hep-2 (ATCC, CCL-23), células Vero (ATCC, CCL-81), células HEK293T (un regalo del Dr.
M. Hall) y células A549 ATCC, CCL-185) en medio DMEM complementado con de suero de ternera fetal (FCS)
inactivado por calor al 10 %, penicilina al 1 %, estreptomicina al 1 %, L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales
(Invitrogen, Carlsbad, Carlifornia) y piruvato de sodio 1 mM.

Ratones y virus.
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Se obtuvieron ratones BALB/c hembra libres de patdégenos especificos de Charles River (Charles River Wiga,
Sulzfeld, Alemania). Los animales se alojaron en un ambiente de temperatura controlada con ciclos de
luz/oscuridad de 12 h; se administraron alimentos y agua a voluntad. Se inmunizaron los ratones a las 8 semanas
de edad después de adaptacion durante 1 semana en la sala de los animales.

La instalacién para animales desarrolla su actividad con el numero de licencia del gobierno flamenco LA1400091.
Todos los experimentos se realizaron en las condiciones especificadas por la ley (Directiva Europea y Real Decreto
belga de 14 de noviembre de 1993) y fueron autorizados por el Comité de Etica Institucional sobre animales de
experimentacion.

Se propagot el VRS A2, un subtipo A del RSV, (ATCC, Rockville) infectando monocapas de células Vero, con
0,1 MOI en presencia de medio de crecimiento que contenia FCS al 1 %. De cinco a siete dias después de la
infeccion, las células y el medio de crecimiento se recogieron, se combinaron y se clarificaron por centrifugacion
(450 x g). Para concentrar el virus, el sobrenadante clarificado se incubd durante 4 horas a 4 °C en presencia de
polietilenglicol al 10 % (PEG6000). Después de la centrifugacion (30 minutos a 3000 x g), el sedimento se
resuspendio en solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS), que contenia sacarosa al 20 %, se dividié en partes
alicuotas y se conservo a -80 °C.

Inmunizaciones e infecciones intranasales.

Para la inmunizacioén o infeccion intranasal, se anestesi6 ligeramente a los ratones con isoflurano. El volumen final
usado para la administracion de vacuna + adyuvante o virus fue de 50 pl (25 yl por fosa nasal).

Se formularon vacunas + adyuvante en PBS, mientras que el in6culo virico se formulé en HBSS.
Determinacion del titulo virico en los pulmones mediante anadlisis de calvas.

Tres o cuatro dias después de la exposicién, los ratones fueron sacrificados. Los pulmones de los ratones se
extrajeron asépticamente y se homogeneizaron con un homogeneizador Heidolph RZR 2020 durante 30 segundos
en 1 ml de HBSS que contenia un 10 % de sacarosa. Los homogeneizados de pulmon se aclararon posteriormente
mediante centrifugacion a 4 °C y se usaron para la titulacion del virus en células Hep-2. Se infectaron monocapas
de células Hep-2 con 50 pl de diluciones 1:3 sucesivas de los homogeneizados de pulmoén en una placa de 96
pocillos en medio OPTIMEM sin suero (Invitrogen) complementado con penicilina y estreptomicina. Cuatro horas
mas tarde, las células se lavaron dos veces con medio DEMEM que contenia FCS al 2 % y se incubaron durante
5 dias a 37 °C en 50 pl de medio de recubrimiento (medio DEMEM completo que contenia FCS al 1 %, agarosa al
0,5 %). Las células se fijaron afiadiendo 50 pl de una solucién de paraformaldehido al 4 % en la parte superior del
recubrimiento de agarosa. Después de fijacion durante la noche a 4 °C, se retiraron el medio de recubrimiento y la
solucion de paraformaldehido, las células se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon con PBS que contenia
BSA al 1% (PBS/BSA). Posteriormente, se afiadié suero policlonal de cabra anti-VRS (AB1128, Chemicon
International) (1/4000). Después de lavar tres veces con PBS/BSA, las células se incubaron con anticuerpos contra
IgG de cabra conjugados con HRP (SC2020, Santa Cruz) durante 30 minutos. Los anticuerpos no fijadores se
retiraron lavando cuatro veces con PBS/BSA que contenia Triton-X100 al 0,01 % y una vez con PBS. Finalmente,
las calvas se visualizaron mediante el uso de sustrato de peroxidasa TrueBlue (KPL, Gaithersburg). Se contaron
las calvas de diferentes diluciones y para cada dilucién se calculd el numero de UFC por pulmén (1 ml) como:
numero de calvas presentes en la dilucion x la dilucién x 20 (= 1000 pl de volumen de sobrenadante total/50 pl del
volumen de sobrenadante usado para infectar el primer pocillo de la serie de dilucion). EI nimero de UFC/pulmén
se calculd como el numero promedio de UFC/pulmén calculado para las diferentes diluciones. Como cada
sobrenadante de los pulmones homogeneizados se someti6 a prueba por duplicado, el numero final de
UFC/pulmodn se calculé como el promedio de estos duplicados.

Determinacion del titulo virico en los pulmones por gRT-PCR.

Para determinar la carga del VRS en los pulmones mediante gqRT-PCR, se prepararon homogeneizados de pulmon
y se clarificaron como se describe anteriormente. Se preparé ARN total de estos homogeneizados de pulmén
mediante el uso del kit de tejido de ARN de alta pureza (Roche, Mannheim) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se preparé ADNc mediante el uso de cebadores hexaméricos y el kit de sintesis de ADNc Transcriptor
First Strand (Roche, Mannheim). Los niveles relativos de ADNc genémico de M de VRS se determinaron mediante
el uso de qRT-PCR usando cebadores especificos para el ARN gendmico del gen M del VRS A2
(5TCACGAAGGCTCCACATACA3'y 5 CAGGGTCATCGTCTTTTTC3') y una

sonda de nucledtidos (n.° 150 Universal Probe Library, Roche) marcada con fluoresceina (FAM) en el extremo 5'
y con un tinte oscuro extintor de fluorescencia cerca del extremo 3'. La cantidad relativa de ARNm de GADPH se
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determind6 mediante  qRT-PCR  usando cebadores especificos para GADPH de ratén
(5TGAAGCAGGCATCTGAGGG3' y 5 GAAGGTGGAAGAGTGGGAGS' y LightCycler 480 SYBR Green | Maseter
Mix (Roche). La cantidad relativa de ARN gendmico del VRS por homogeneizado de pulmén se calculdé como la
proporcion entre la cantidad relativa de ARN del gen M del VRS y la cantidad relativa de ARNm de GADPH de
raton.

ELISA de péptidos

Dos semanas después de cada inmunizacién, se recogieron muestras de sangre de la vena lateral de la cola. La
sangria final se realiz6 mediante puncién cardiaca de animales anestesiados con avertina. La sangre se dej6
coagular durante 30 minutos a 37 °C y se obtuvo suero tomando el sobrenadante de dos centrifugaciones
posteriores.

Se determinaron los titulos de anticuerpos séricos mediante ELISA usando mezclas de sueros del grupo. Para
determinar los titulos de anticuerpos especificos contra M2e o SHe, se recubrieron placas de microtitulacién (F96
MaxiSorp tipo Il, Nunc) con 50 ul de una solucién de 2 ug/ml de péptido de M2e o solucion de 2 ug/ml de péptido
de SHe en tampdn de bicarbonato de sodio 50 mM, pH 9.7, respectivamente, y se incubaron durante la noche a
37 °C. Después de lavar, las placas se bloquearon durante 1 h con 200 ul de BSA al 1 % en PBS. Después de
1 hora de incubacion, las placas se lavaron de nuevo. Una serie de diluciones 1/3 de las diferentes muestras de
suero, comenzando con una dilucién 1/100, se cargaron en las placas recubiertas con péptido. Los anticuerpos
unidos se detectaron con un anticuerpo marcado con peroxidasa dirigido contra los isotipos IgG1 o IgG2a de ratén
(Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, EE. UU.) y se diluyeron 1/6000 en PBS + BSA al 1 %
+ Tween 20 al 0,05 %. Después de lavar, las placas de microtitulacion se incubaron durante 5 minutos con sustrato
TMB (tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich). La reaccion se detuvo mediante la adiciéon de un volumen igual de
H3PO4 1 My se midié la absorbancia a 450 nm. Los titulos de punto final se definen como la dilucién mas alta que
produce un valor de DO dos veces mayor que el del fondo (suero previo a la inmunizacién).

Anadlisis citométrico de flujo.

Se transfectaron células Hek293T con los vectores de expresion indicados. Veinticuatro horas después, las células
se separaron usando un tampon de disociacion libre de enzimas (Invitrogen, Carslbad, California), se lavaron una
vez con PBS y se incubaron durante una hora en PBS que contenia BSA al 1 % (PBS/BSA). Posteriormente, las
células se incubaron con el suero o anticuerpos indicados en las concentraciones indicadas. Una hora después,
las células se lavaron 3 veces con PBS/BSA y se incubaron con los anticuerpos secundarios contra IgG de raton
Alexa 633 durante 30 minutos. Después de lavar las células cuatro veces con PBS/BSA y una vez con PBS, las
células se analizaron utilizando un citémetro de flujo Becton Dickinson LSR 1. Se seleccionaron células individuales
que expresaban GFP en base a

la superficie del pico de la sefial de dispersion lateral, la superficie del pico y la altura del pico de la sefial de
dispersion frontal y la superficie del pico de la sefial de fluorescencia verde. Finalmente, de estas células
individuales GFP positivas, se midio la sefial de fluorescencia de alexa 633.

Inmunotincion

Se infectaron células Vero con indculos inactivados o con 0,5 MOI de VRS A2 en presencia de medio sin suero.
Cuatro horas después, el virus libre se lavé y las células se incubaron en medio de crecimiento que contenia FCS
al 1 %. Dieciséis horas después, las células se lavaron una vez con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 2 %
durante 20 minutos. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y se permeabilizaron con detergente
Triton-X100 al 0,2 % durante 5 minutos. Después de lavar una vez con PBS, las células se bloquearon en
PBS/BSA. Una hora después, se le afiadio anticuerpo monoclonal 3G8 especifico contra She o anticuerpo de
control por isotipo a una concentracion final de 5 pg/ml. Después de lavar las células dos veces con PBS/BSA se
le afiadié suero de cabra anti-VRS policlonal. Una hora mas tarde, las células se lavaron tres veces con PBS/BSA.
La unioén de los anticuerpos indicados a las células se analizé mediante el uso de anticuerpos contra IgG de ratén
y de cabra marcados con los tintes fluorescentes alexa 488 y alexa 568, respectivamente. Se registraron imagenes
confocales de las células tefiidas con un microscopio confocal Zeiss.

Generacion de hibridomas que producen AcM contra SHe
Se generaron células de hibridoma estables que producian anticuerpos monoclonales especificos contra SHe
(AcM) mediante tecnologia de hibridoma (Kohler y Milstein 1975). Brevemente, se derivaron hibridomas especificos

de SHe de ratones individuales que se inmunizaron i.p. tres veces a intervalos de tres semanas con 10 ug de la
vacuna SHe-tGCN4 con Alhydrogel como adyuvante (Brenntag Biosector). Tres dias antes de la fusion, se
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administré refuerzo a los ratones un tiempo adicional con la misma formulacion y se aislaron esplenocitos que, a
continuacion, se fusionaron con células de mieloma SP2/0-Ag14 en presencia de PEG 1500 (Roche Diagnostics
GmbH, Alemania). Las células fusionadas se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con suero fetal
bovino al 10 %, BM condimed HI al 10 % (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), L-glutamina 2 mM, y beta-
mercaptoetanol 24 uM y suplemento 1x HAT (Invitrogen, Carlsbad, Carlifornia). Se identificaron hibridos que
secretaban anticuerpos especificos contra SHe mediante cribado con ELISA de péptidos de SHe y se obtuvieron
anticuerpos monoclonales que producian hibridos después de dos rondas de subclonacion mediante un
procedimiento de dilucion limitante. Los anticuerpos monoclonales se purificaron en una columna de proteina A-
Sepharose (ingenieria eléctrica, biociencias).

Los hibridomas resultantes se depositaron segun el tratado de Budapest en BCCM (BCCM/LMBP: Technologiepark
927, 9052 Zwijnaarde, Bélgica) con los nimeros de depdsito LMBP 7795CB para 3G8 el 8 de noviembre de 2010
y LMBP 7796CB para 3D11 el 10 de noviembre de 2010, respectivamente.

Ejemplo 1: Disefio, expresion y purificacion de Flag-COMPcc-She

La proteina SH se expresa en la superficie de viriones del VRS y la membrana plasmatica de células infectadas
por el VRS como un pentamero. La organizacion pentamericana de SH estd organizada por el dominio
transmembranario de SH, que se oligomeriza como una superhélice de 5 hélices alfa paralelas. Para presentar el
ectodominio de SH C-terminal (SHe) del VRS A como un pentamero que imita su conformacion natural, SHe se
fusioné genéticamente con el dominio corto de la superhélice pentamérica de la proteina oligomérica de la matriz
cartilaginosa de rata (COMPcc) que también estd compuesta por 5 helices alfa paralelas (Malashkevich et al.,
1996; Figura 1). Se fusion6 un epitopo Flag con el extremo N de COMP, dando Flag-COMPcc-SHe. Flag-COMPcc-
SHe se clond en un vector de expresion pLT-32 (Mertens et al., 1995), se expresoé en E. coliy se purific. El analisis
por filtracion en gel revelé que Flag-COMPcc-SHe se eluyé como un complejo de 55-60 kDa, lo que indica que las
proteinas Flag-COMPcc-SHe de 11 kDa si se oligomerizan, de hecho, en pentameros (Figura 2).

Ejemplo 2: La vacunacién con Flag-COMPcc-SHe induce anticuerpos especificos contra SHe y proteccién
contra infecciones por el VRS

Para someter a prueba si la vacunacion con Flag-COMPcc-SHe podia evocar proteccién contra la infeccién por el
VRS, usamos un modelo de infeccién por el VRS en raton BALB/c. Se inmunizaron ratones BALB/c tres veces por
via intranasal con 25 pg de Flag-COMPcc-SHe en combinacién con 1 ug de adyuvante LTR192G de enterotoxina
termolabil de E. coli. Como controles negativos se usaron PBS y el ectodominio M2 de Influenza A fusionado a un
supercontigo de GNC4 tetramérico (M2e-tGNC4) (De Filette et al., 2008). Las inmunizaciones se realizaron cada
quince dias. Se us6 una unica infeccion por el VRS (5 x 105 UFC) como control positivo. Entre la primera y la
segunda semana después de cada inmunizacién, se recogié sangre para investigar la induccién de anticuerpos
IgG especificos contra SHe. La presencia de anticuerpos especificos contra SHe se sometié a prueba por primera
vez mediante ELISA de péptidos de SHe. Se us6 ELISA de péptido de M2e como control negativo. La figura 3
demuestra que los anticuerpos IgG especificos contra el péptido de SHe se inducen y refuerzan, respectivamente,
después de la segunda y tercera inmunizaciéon con Flag-COMPcc-SHe. Tres inmunizaciones de Flag-COMPcc-
SHe/LTR192G sucesivas dieron como resultado niveles altos de anticuerpos IgG2a especificos contra SHe, pero
solo niveles bajos de anticuerpos IgG1 especificos contra SHe, lo que indica una respuesta inmunitaria
orientada/impulsada por Th1. No se pudieron detectar anticuerpos IgG especificos contra SHe en ratones
vacunados con PBS o M2e-tGCN4/LTR192G (Figura 3A, B y C). Como se esperaba, no se pudieron detectar
anticuerpos especificos contra M2e en los sueros de los datos de ratones vacunados con Flag-COMPcc-
SHe/LTR192G o PBS. Los ratones que fueron inmunizados con M2e-tGCN4 acumularon un titulo alto de
anticuerpos IgG2a especificos contra M2e, de acuerdo con los resultados anteriores (De Filette et al., 2008).

A continuacién, investigamos si anticuerpos especificos contra SHe presentes en el antisuero de Flag-COMPcc-
SHe podian unirse a células que expresaban la proteina SH del VRS en su superficie mediante citometria de flujo.
Se transfectaron células HEK-293T con un vector de expresién GFP, en combinacién con un vector de expresion
de SH (pCAGGS-Etag-SH) o un vector de expresion de luciferasa (pCAGGS-Luc)

como control negativo. Veinticuatro horas después de la transfeccion, las células se separaron, se tifieron con
diferentes diluciones de antisuero de Flag-COMPcc-SHe o M2e-tGCN4 y se analizaron mediante citometria de
flujo. La figura 4 ilustra que, a diferencia del antisuero de M2e-tGCN4, el suero de ratones vacunados con Flag-
COMPcc-SHe se une especificamente a la proteina SH expresada en la superficie de las células vivas.

Para someter a prueba si la vacuna Flag-COMPcc-SHe/LTR192G puede provocar proteccion contra la infeccion

por el VRS, los ratones fueron expuestos a 1 x 108 UFC de VRS A2, nueve semanas después de la ultima
inmunizacioén. Cuatro dias después de la infeccion, se sacrificaron los ratones para determinar el titulo virico en los
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pulmones mediante analisis de calvas. La figura 5 ilustra que, en comparacion con los ratones vacunados con PBS
y M2e-tGCN4, la vacunacién con Flag-COMPcc-SHe redujo la replicacion del VRS. No se detectd ningun virus en
el ratén que fue infectado por VRS vivo antes de la exposicion.

Es bien conocido que la vacunacién con virus inactivado con formol o proteina G del VRS puede inducir la
potenciacion de la enfermedad tras la infeccion, lo que da como resultado una morbilidad significativa, por la
induccién de una respuesta inmunitaria de Th2 desequilibrada (Prince et al., 1986). Para someter a prueba si
también la vacunacién con Flag-COMPcc-SHe podria inducir una potenciacién de la enfermedad, monitorizamos
el peso corporal antes y después de la exposicion al VRS (Figura 6). No se observé pérdida de peso en ninguno
de los grupos de ratones después de la exposicién al VRS. Esto sugiere firmemente que la vacunacién con Flag-
COMPcc-SHe no da como resultado una potenciacion de la enfermedad tras la infeccion por el VRS.

Ejemplo 3: Diseio, construccion y purificacion de mHBc-SHe

La particula similivirica (VLP) de proteina del ndcleo del virus de la hepatitis B (HBc) puede presentar antigenos
como una matriz densa. De este modo, mHBc-VLP pueden inducir una fuerte respuesta inmunitaria humoral hacia
el antigeno presentado (Boisgerault et al., 2002). Por lo tanto, como alternativa a la presentaciéon de SHe como un
pentamero, se presentd el ectodominio de SH en el bucle de la regién inmunodominante de mHBc-VLP. Se
obtuvieron HBc-SHe-VLP mediante enlace quimico de péptidos de SHe con mHBc, un mutante de HBc en el que
se introdujo una lisina en la parte superior de la regiéon inmunodominante de HBc (De Filette et al., 2005). Para
permitir el enlace quimico, se le afiadié un residuo de cisteina al extremo N de SHe. Ademas, el residuo de cisteina,
presente en la posicion 4 del péptido de SHe, se reemplazé por un residuo de serina. Este péptido se llamaba
SHe-CC48S. Después de la purificacion de las mHBc-SHe-VLP, mediante cromatografia de exclusiéon por tamario,
se examino el grado de reticulacién mediante SDS PAGE. La figura 7 ilustra que aproximadamente un 50 % de las
proteinas HBc esta unido quimicamente a un péptido SHe-CC4S. Las bandas de migraciéon mas lenta
probablemente representan monémeros mHBc a los que se unieron 2 o 3 péptidos SHe(cc4s). Para someter a
prueba si las proteinas mHBc unidas a SHeCC4S todavia se ensamblan en VLP del tamafio esperado (30-34 nm),
se realizaron analisis de dispersion dinamica de la luz en las particulas de mHBc-SHe generadas y la VLP 1604
M2e-HBc como referencia completamente funcional. La figura 8 ilustra que la distribucién por tamafio de mHBc-
SHe-CC4S se superpone con la del control 1604 M2e-HBc, con un maximo a 30 nm, que se corresponde con el
tamano informado de las VLP de HBc (Clarke et al., 1987).

Ejemplo 4: Disefio, construccion y depuraciéon de SHe-tGCN4-Flag

Ademas de presentar el péptido de SHe en la superficie de las VLP de mHBc, SHe se fusion6 también con tGCN4,
que es conocido que induce una fuerte respuesta humoral hacia péptidos fusionados (Ref marina GCN4). SHe y
un epitopo Flag se unieron genéticamente a los extremos 5'y 3', respectivamente, de la secuencia codificante de
tGCN4 y se clonaron en un vector de expresion PLT32. Después de la expresién en E. coli, se purific6 SHe-tGCN4-
Flag recombinante mediante cromatografia de intercambio aniénico, de interaccion hidréfoba y de filtracion en gel
(Figura 9).

Ejemplo 5: La vacunacion con mHBc-SHe(CC4S) y SHe-tGCN4 induce anticuerpos especificos contra SHe
y proteccion frente a infecciones por el VRS

Para someter a prueba si la vacunacién con mHBc-SHe(CC4S) y SHe-tGCN4 puede evocar proteccion frente a
infecciones por el VRS, se vacunaron ratones Balb/c tres veces por via intranasal con 10 ug de mHBc-SHe(CC4S)
y SHe-tGCN4 en combinacién con 1 ug de adyuvante LTR192G. Se usaron PBS y mHBc vacio, este ultimo en
combinacion con 1 ug de LTR192G, como controles negativos. Las inmunizaciones se realizaron cada 3 semanas.
Una sola infeccion por el VRS (5. 105 UFC) se usd como control positivo. Entre la segunda y la tercera semana
después de cada inmunizacién, se recogié sangre para investigar la induccién de anticuerpos IgG especificos
contra SHe. La presencia de anticuerpos especificos contra SHe se sometié a prueba mediante ELISA de péptidos
de SHe. La figura 10A demuestra que los anticuerpos IgG especificos contra el péptido de SHe se inducen y
refuerzan, respectivamente, después de la segunda y tercera inmunizacion con mHBc-SHe(CC4S) y SHe-tGCN4.
Tres inmunizaciones de Flag-COMPcc-SHe/LTR192G sucesivas dieron como resultado niveles altos de
anticuerpos 1gG2a especificos contra SHe y niveles algo mas bajos de anticuerpos IgG1 especificos contra SHe,
lo que indica una respuesta inmunitaria orientada/impulsada por Th1 (Figura 10 B).

Para someter a prueba si la vacunacién con mHBc-SHe(CC4S) o SHe-tGCN4 puede obstaculizar la infecciéon por
el VRS, se expuso a los ratones a 5.108 UFC de VRS-A2 3 semanas después de la tltima inmunizacion de refuerzo.
Tres dias después de la exposicion, se sacrificaron los ratones para determinar los niveles de VRS-A2 en los
pulmones mediante «PCR. La figura 11 muestra que todos los ratones que fueron vacunados con mHBc-
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SHe(CC4S) o SHe-tGCN4 o los ratones que se infectaron previamente por el VRS tienen niveles pulmonares mas
bajos de ARN gendmico del VRS que los ratones que fueron vacunados con mHBc. Estos datos confirman nuestra
observacion anterior de que la vacunacion basada en SHe mucosa puede proteger parcialmente a los ratones
frente a la replicacion del VRS. Sorprendentemente, todos los ratones que fueron vacunados con un mHBc vacio
en combinacién con el adyuvante LTR192G mostraron niveles mas bajos de VRS que los ratones que fueron
inmunizados con PBS sin adyuvante LTR192G. Esto podria explicarse por el efecto de

LTR192G en el sistema inmunitario innato del ratén. Se ha demostrado que la enterotoxina termolabil de E. coli
proporciona proteccidon genérica frente a las infecciones viricas pulmonares, incluyendo el VRS por medio de la
impronta innata (ref. Williams y Hussel 2004). El efecto de la impronta innata por LTR192G en la replicacién virica
pulmonar parece ser pasajero, ya que el impacto de TLR192R en la replicacion del VRS se reduce fuertemente
cuando la infeccion virica se produce nueve semanas después de la ultima administracion de LTR192G.
Nuevamente, ninguno de los ratones mostrd una pérdida significativa de peso corporal, lo que indica que la
vacunacion con SHe cuando se presenta mediante VLP o tGCN4 no esta induciendo potenciacion de la
enfermedad tras la exposicion (Figura 12).

Ejemplo 6: Produccion y sometimiento a prueba de anticuerpos monoclonales especificos contra SHe.

Para investigar si anticuerpos especificos contra SHe que pueden interactuar con células infectadas pueden
proporcionar proteccién contra infecciones por el VRS, desarrollamos anticuerpos monoclonales especificos contra
SHe basados en ratones inmunizados con SHe-TGCN4. Para la produccion de anticuerpos, se seleccionaron,
subclonaron y usaron un hibridoma de subtipo IgG1 (3D11) y uno de IgG2a (3G8) que producian anticuerpos que
se unian eficazmente al péptido de SHe en un ELISA. Los 3D11 y 3G8 se purificaron por medio de cromatografia
de afinidad con proteina A y se sometieron a prueba para determinar la eficacia de unién a SHe por medio de un
ELISA. La figura 13 muestra que 3D11 y 3G8 se pueden unir al péptido de SHe recubierto y son, respectivamente,
del subtipo IgG1 e IgG2a.

Como los anticuerpos pueden proteger contra infecciones viricas mediante el reconocimiento y la destruccién de
células infectadas por (ADCC) o CDC, investigamos si los AcM 3D11 y 3G8 especificos contra SHe pueden
reconocer SH en la superficie de las células. Por lo tanto, se transfectaron células Hek293T con un vector de
expresion de SH del VRS o con un vector de luciferasa Firefly de control (Schepens et al., 2005), ambos en
combinacién con un vector de expresion de GFP. Veinticuatro horas después de la transfeccion, se tifieron células
vivas con diferentes concentraciones de los anticuerpos monoclonales especificos contra SHe (3D11y 3G8) o los
anticuerpos especificos contra M2e de la gripe emparejados por isotipo (IgG1 14C2 y un AcM 1G2a especifico
contra M2e). Se us6 suero policlonal de ratones inmunizados con Flag-COMPcc-SHe como control positivo. La
figura 14 demuestra que el suero policlonal con Flag-COMPcc-SHe, pero también los AcM 3D11 y 3G8 se pueden
unir facilmente a células que expresan SH pero no a células de control. Por el contrario, ninguno de los anticuerpos
IgG1 e IgG2a especificos contra M2e de la gripe se podian unirse a células que expresan SH. Estos datos
demuestran claramente que tanto 3D11 como 3G8 pueden reconocer el ectodominio de SH expresado en la
superficie de las células.

Durante la infeccidn, la proteina SH del VRS se expresa principalmente en el RE, el aparato de Golgi y la membrana
celular. Por eso, para investigar mas directamente si los anticuerpos especificos contra SH del VRS pueden
reconocer células infectadas por medio de SH, expresada en la superficie de estas células, realizamos
inmunotincion de células infectadas por el VRS e infectadas con inéculos inactivados. Se infectaron células
epiteliales pulmonares A594 humanas con 0,05 MOI de VRS o se infectaron con inéculos inactivados. Veinticuatro
horas después de la infeccion, las células se fijaron y se tifieron con los AcM 3D11 o 3G8 especificos contra SHe
en combinacién con antisuero policlonal anti-VRS.

La figura 15 ilustra que los AcM especificos contra SHe 3D11 y 3G8 pueden reconocer facilmente la SH en la
membrana celular y cerca del nucleo (probablemente correspondiente al RE y el aparato Golgi) de las células
infectadas. Esto indica que los AcM contra SHe protegen contra la infeccién por el VRS al reconocer las células
infectadas por el VRS. De esta manera, los AcM contra SHe 3D11 y 3G8 descritos en el presente documento se
pueden usar como tratamiento profilactico o terapéutico.

Ejemplo 7: La inmunizacion pasiva usando el AcM 3G8 especifico contra SHe reduce la replicacion del
VRS.

Para someter a prueba si anticuerpos especificos contra SHe pueden reducir la replicacion del VRS in vivo, se
inmunizaron ratones pasivamente con anticuerpos monoclonales especificos contra SHe. Se administraron por via
intranasal anticuerpos monoclonales 3G8 especificos contra SHe, anticuerpos de control por isotipo o PBS a
ratones un dia antes y un dia después de la exposiciéon al VRS. Tres dias después de la exposicion al VRS, se
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recogié sangre para someter a prueba la presencia de AcM en el suero de los ratones tratados. Cuatro dias
después de la exposicion al VRS, los ratones se sacrificaron para determinar el titulo virico en los pulmones. Un
ELISA de péptidos demostré la presencia de concentraciones bajasde anticuerpos especificos contra SHe y de
control por isotipo en el suero de ratones tratados con los anticuerpos respectivos (datos no mostrados). La figura
16 ilustra que los ratones que recibieron anticuerpos monoclonales especificos contra SHe tienen titulos reducidos
de VRS en los pulmones en comparacién con los ratones que se trataron con PBS o anticuerpos monoclonales de
control por isotipo. Estos datos sugieren que la administracion intranasal de anticuerpos especificos contra SHe
puede reducir la infeccién por el VRS en ratones.

Ejemplo 8: construccion de SHe-KLH

Para someter a prueba si las vacunas basadas en SHe también pueden proteger contra infecciones por el VRS
cuando esta vacuna se administra por medio de una ruta alternativa con un adyuvante alternativo y con un vehiculo
diferente, la vacuna se sometié a prueba por via intraperitoneal, con hemocianina de lapa californiana (KLH) como
vehiculo. Se unio quimicamente KLH activada con maleimida (Pierce) al péptido
(CGGGSNKLSEYNVFHNKTFELPRARVNT (SEQ ID N° 50); la secuencia correspondiente al ectodominio de SH
(SHe) del VRS A esta subrayada) correspondiente al ectodominio de SH del VRS A. Para promover el enlace
quimico direccional, se le afadié un conector CysGlyGlyGlySer al extremo N del péptido de SHe del VRS A.
Ademas, el residuo de cisteina presente en la SHe del VRS A natural se sustituyd por un residuo de serina. El
enlace quimico se realizé6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Pierce). Las proteinas KLH-SHe
reticuladas se aislaron mediante cromatografia de exclusién por tamafio.

Ejemplo 9: La vacunacion intraperitoneal con KLH-SHe reduce la replicacion del VRS en ratones.

Para someter a prueba si la vacunacion intraperitoneal (i.p.) con una vacuna basada en SHe puede evocar
proteccién contra infecciones por el VRS, se vacunaron ratones Balb/c (seis ratones por grupo) tres veces por via
intraperitoneal con 20 ug de KLH-SHe o KLH, cada uno en combinacion con 50 pl de adyuvante incompleto de
Freund (Milipore). Se us6 vacunacién con PBS sin adyuvante como un control negativo adicional. Entre la segunda
y tercera semana después de la vacunacion, se recogié sangre para determinar la induccién de anticuerpos IgG
especificos contra SHe. La presencia de anticuerpos especificos contra SHe se determind y cuantifico6 mediante el
ELISA del péptido de SHe. La figura 17 (AB) demuestra que 3 vacunaciones sucesivas con KLH-SHe inducen
niveles altos de anticuerpos IgG especificos contra SHe tanto del subtipo IgG1 como del IgG2a. No se pudieron
detectar anticuerpos IgG especificos contra SHe en sueros de ratones vacunados con PBS o KLH. Ademas, el
analisis citométrico de flujo reveld que el suero derivado de ratones que se habian vacunado por via intraperitoneal
con KLH-SHe se puede unir especificamente a células HEK293T que expresan la proteina SH del VRS en su
superficie, mientras que el suero previo a la inmunizacién no lo hacia.

Para someter a prueba si la vacunacion intraperitoneal con KLH-SHe puede reducir la infeccion por el VRS, los
ratones vacunados se infectaron con 1.108 UFC de VRS-A2, 4 semanas después de la ultima vacunacion. Cinco
dias después de la exposicion, se sacrificaron los ratones para determinar el titulo de VRS-A2 en los pulmones
mediante analisis de calvas. La figura 17D ilustra que se pudo detectar significativamente menos virus en los
pulmones de los ratones vacunados con SHe-KLH que en los pulmones de los vacunados con KLH (p >0,005,
prueba de la U de Mann-Whitney). La observacién de que, entre los ratones vacunados con KLH-SHe, los titulos
mas altos de anticuerpos séricos IgG especificos contra SHe se correlacionaron fuertemente (R?=0,95) con
niveles mas bajos de VRS en los pulmones el dia 5 posterior a la infeccién sugiere que la reduccion de la replicacion
del VRS por la vacunacién con KLH estd mediada por anticuerpos especificos contra SHe (Figura 17E). El peso
corporal de todos los ratones se monitoriz6 el dia de la infeccién y el dia del sacrificio. La figura 17C ilustra que los
ratones que fueron vacunados con KLH-SHe ganaron significativamente mas peso que los ratones que fueron
vacunados con KLH (p >0,005, prueba de la U de Mann-Whitney). Estos datos demuestran que la vacunacién
intraperitoneal con una vacuna basada en SHe puede reducir la replicacion del VRS sin inducir morbilidad. Ademas,
estos datos ilustran que junto con mHBc, tGCN4 y COMPcc, también se puede usar KLH como vehiculo de
proteinas para vacunas basadas en péptido de SHe. Ademas, estos datos ilustran que, junto con Titermax, también
se puede usar adyuvante incompleto de Freund como adyuvante apropiado para inducir inmunidad especifica
contra SH.

Ejemplo 10: La vacunacion intranasal con KLH-SHe reduce la replicacion del VRS en ratones.
Para someter a prueba si la vacunacion intranasal con KLH-SHe puede evocar proteccion contra infecciones por

el VRS, se vacunaron ratones Balb/c (seis ratones por grupo) tres veces por via intransal con 20 ug de KLH-SHe
o KLH, cada uno en combinacién con 1 ug de adyuvante LTR192G. Se usé vacunacion con PBS sin adyuvante
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como un control negativo adicional. Entre la segunda y tercera semana después de la vacunacion, se recogio
sangre para investigar la induccion de anticuerpos 1gG especificos contra SHe.

La presencia de anticuerpos especificos contra SHe se sometié a prueba mediante ELISA de péptidos de SHe. La
figura 18 (AB) demuestra que 3 vacunaciones sucesivas con KLH-SHe inducen anticuerpos IgG especificos contra
SHe tanto del subtipo IgG1 como del IgG2a. No se pudieron detectar anticuerpos IgG especificos contra SHe en
sueros de ratones vacunados con PBS o KLH. Ademas, el analisis citométrico de flujo revel6 que el suero derivado
de ratones que se vacunaron por via intranasal con suero de KLH-SHe, pero no suero previo a la inmunizacion, se
puede unir especificamente a células HEK293T que expresan la proteina SH del VRS en su superficie.

Para someter a prueba si la vacunacion intraperitoneal con KLH-SHe puede reducir la infeccion por el VRS, los
ratones vacunados se infectaron con 1.108 UFC de VRS-A2, 9 semanas después de la ultima vacunacion. Cinco
dias después de la exposicidn, se sacrificaron los ratones para recoger liquido de LBA (lavado broncoalveolar)
(3 ml). El titulo de VRS-A2 en los liquidos de LBA recogidos se determiné mediante analisis de calvas. La figura
18E ilustra que se pudo detectar significativamente menos virus en los pulmones de los ratones vacunados con
KLH-SHe que en los pulmones de los vacunados con KLH (p >0,05, prueba de la U de Mann-Whitney). La
presencia de anticuerpos IgA e IgG especificos contra SHe en los liquidos de LBA recogidos se analiz6 mediante
ELISA de péptido de SHe. Este analisis reveld que, por el contrario que en los ratones vacunados con PBS y KLH,
los liquidos del LBA de los ratones vacunados con KLH-SHe contenian anticuerpos especificos contra SHe tanto
IgG como IgA (Figura 18C-D). Los niveles de anticuerpos 1gG especificos contra SHe presentes en el liquido de
LBA de ratones vacunados con KLH-SHe se correlacionaron con los niveles de anticuerpos IgG especificos contra
SHe en el suero de los ratones respectivos. La observacion de que, entre los ratones vacunados con KLH-SHe,
titulos mas altos de anticuerpos IgG especificos contra SHe presentes en el liquido de LBA se correlacionan
fuertemente (R? = 0,97) con titulos mas bajos de VRS en los pulmones el dia 5 posterior a la infeccion sugiere que
la reduccién de la replicacion del VRS por la vacunacion con KLH esta mediada por anticuerpos especificos contra
SHe (Figura 18 F). Estos datos demuestran que la vacunacion intranasal con una vacuna basada en SHe puede
reducir la replicacion del VRS sin inducir morbilidad. Ademas, estos datos confirman que, junto con mHBc, tGCN4
y COM Pec, también se puede usar KLH como vehiculo de proteinas para vacunas basadas en péptido de SHe.

Ejemplo 11: La transferencia pasiva de antisuero de KLH-SHe protege contra la infecciéon por el VRS en
ratones.

Para investigar mas a fondo si la reduccion de la replicacion del VRS, en ratones que han sido vacunados con una
vacuna basada en SHe, puede estar mediada por anticuerpos especificos contra SHe del VRS, se realizaron
experimentos de transferencia pasiva. Se vacunaron por via intraperitoneal ratones Balb/c con 20 ug de KLH-SHe
o KLH, ambos en combinacién con 75 pl de adyuvante incompleto de Freund. Como control negativo adicional, se
vacunaron ratones con PBS sin adyuvante. El ELISA de péptido de SHe ilustré que los sueros de todos los ratones
que se habian vacunado con KLH-SHe contienen altos niveles de anticuerpos IgG especificos contra SHe.
Después de la sangria final, los sueros de los ratones de cada grupo se mezclaron y se inactivaron por calor a
56 °C durante 30 minutos. Para someter a prueba si sueros con KLH-SHe pueden proteger contra infecciones por
el VRS, se administraron 40 pl de sueros con KLH o KLH-SHe a ratones por via intranasal un dia antes (dia-1) y
un dia después (dia 1) de la exposicién al VRS (2.10% UFC) (dia 0). Como controles adicionales se incluyeron
ratones que fueron tratados con PBS. El peso de todos los ratones se monitorizé diariamente (Figura 19C). Cinco
dias después de la infeccion, se sacrificaron los ratones para preparar homogeneizados de pulmén. El analisis del
analisis de calvas demostré que los homogeneizados de pulmoén de ratones que habian sido tratados con suero
de KLH-SHe contenian aproximadamente 40 veces menos (proporcion de medias de titulos viricos) virus replicante
que los homogeneizados de pulmén originados de ratones tratados con suero de KLH (Figura 19 B). La
observacion de que el titulo de VRS en los pulmones de los ratones tratados con suero de KLH no difirié del titulo
de VRS en los pulmones de los ratones tratados con PBS ilustra que la administracion de suero de control no
afecta a la replicacién pulmonar del VRS en ratones.

Ejemplo 12: construccién de mHBc-SHeB

Aunque altamente conservadas dentro de su subtipo, las secuencias de aminoacidos de SHe de los virus B del
VRS difieren de las de los virus del subtipo A del VRS. Por lo tanto, como proteccién contra los virus B del VRS,
una vacuna basada en SHe los mas probablemente deba incluir la secuencia de aminoacidos de SHe de VRS B.

Se construydé una vacuna con SHe de VRS B mediante unién quimica del péptido consenso de SHe del VRS B
(SHeB: CGGGSNKLSEHKTFSNKTLEQGQMYQINT (SEQ ID N° 51) con las particulas similiviricas de mHBc. Para
promover el enlace quimico, se le afiadié un conector CysGlyGlyGlySer al extremo N del péptido de SHe del VRS
B. Ademas, el residuo de cisteina presente en la SHe del VRS B natural se sustituyd por un residuo de serina. El
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inmundégeno resultante del enlace quimico del péptido de SHe del VRS B con mHBc se denominé mHBc-SHeB.
Después de la purificacion de las VLP mHBc-SHeB mediante cromatografia de exclusion por tamafio, se analizd
el grado de reticulacién mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE y tincion con Commassie. La figura 20 ilustra
que mas de la mitad de los monémeros de HBc estan reticulados con al menos un péptido de SHe.

Ejemplo 13: La inmunizacion de ratones con mHBc-SHeB induce AcM especificos contra SHeB que se unen
a la superficie de células infectadas por VRS B.

Para someter a prueba si VLP mHBc-SHeB eran inmundégenas, se inmunizoé a un ratén BALB/c por via subcutanea
tres veces con 20 yg de mHBc-SHeB combinado con 50 pl de Titermax (Sigma). Las tres inmunizaciones se
realizaron con intervalos de dos semanas. Se realizaron sangrias un dia antes de cada inmunizacién y dos
semanas después de la inmunizacion final. Para someter a prueba si el antisuero de mHBc-SHeB puede reconocer
proteinas SH de VRS B expresadas en la superficie de células infectadas, se infectaron células Vero bien con
indculos inactivados o con una cepa clinica de virus B del VRS (amablemente proporcionado por el Dr. Marc van
Ranst, Universidad de Lovaina, Lovaina, Bélgica). Setenta y dos horas después de la infeccion, las células se
fijaron y bien se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2 % o no se permeabilizaron. A continuacion, las células se
tifieron con antisuero de mHBc-SHeB (dilucion 1/100) o antisuero de control (dilucion 1/100) derivado de ratones
BALB/c que habian sido vacunados con KLH (suero de KLH) en combinacién con adyuvante incompleto de Freund.
Las muestras se analizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia o citometria de flujo. La figura 21Ay B
ilustra que el antisuero de mHBc-SHeB puede unirse a células infectadas por el VRS B permeabilizadas y no
permeabilizadas pero no a células no infectadas. Por el contrario, el antisuero de control no se unié a células
infectadas por el VRS B. Esto demuestra que la vacunacion de ratones con mHBc-SHeB induce anticuerpos séricos
qgue pueden reconocer células infectadas por el VRS B, lo mas probablemente mediante la unién a la proteina SH
del VRS B que se expresa en la superficie de células infectadas por el VRS B.

Ejemplo 14. La inmunizacién con mHBc-SHeB reduce la replicacion del VRS en ratones.

Para someter a prueba si la vacunacién con mHBc-SHeB puede proteger a los ratones de la infeccién por el VRS
B, se inmunizaron dos grupos de 6 ratones con VLP de mHBc o mHBc-SHeB, con 50 ul de adyuvante incompleto
de Freund como adyuvante. Como controles adicionales, se vacunaron seis ratones con PBS. Las vacunaciones
se realizaron por via intraperitoneal, tres veces con un intervalo de tres semanas. Se realizaron sangrias dos
semanas después de cada inmunizacién. La induccién de anticuerpos especificos contra SHe se determind
mediante ELISA de péptidos usando SHeA o SHeB como péptidos de recubrimiento. Este analisis demostré que,
en todos los ratones, tres inmunizaciones sucesivas con mHBc-SHeB indujeron titulos elevados de anticuerpos
IgG especificos contra She del VRS B de ambos subtipos IgG1 e IgG2a (Figura 22A-C). El antisuero de mHBc-
SHeB también se uni6 al péptido SHeA pero en una extensién mucho menor (Figura 22A, By D).

Experimentos previos en nuestro laboratorio y en otros laboratorios han ilustrado que se puede rescatar nada o
muy poco del virus replicante en los ratones infectados por el VRS B. No obstante, pudimos observar que las
infecciones por cepas clinicas del VRS B inducen inflamacién pulmonar y delgazamiento en ratones BALB/c (datos
no mostrados). Por lo tanto, sometimos a prueba si la vacunaciéon con mHBc-SHeB podia proteger a los ratones
de la inflamacion pulmonar inducida por el VRS B. Seis dias después de la exposicion intranasal de ratones con
2.10% UFC de una cepa clinica del VRS B, se realizé un lavado broncoalveolar (LBA). Se usaron ratones infectados
con inéculos inactivados como control negativo para el andlisis de la infiltracion celular en el LBA. El liquido del
LBA se analizé para determinar la infiltracion de células inmunitarias mediante citometria de flujo, como se describe
en Bogaert et al., 201 1. La figura 22E-F muestra que la infeccion por el VRS B da como resultado la infiltracion
pulmonar de células inmunitarias, especialmente linfocitos T CD8* que son conocidos como responsables de la
morbilidad inducida por el VRS en ratones. Sin embargo, en comparacién con los ratones vacunados con PBS o
mHBc, los ratones vacunados con mHBc-SHeB mostraron una infiltracion celular pulmonar significativamente
menor. Estos datos demuestran que la vacunaciéon con mHBc-SHeB reduce la patologia inmunitaria relacionada
con el VRS.

Ejemplo 15: diseio, expresion y purificacion de la proteina LPP(5-SHe.

Como supercontigo de proteinas alternativo para presentar SHe como un pentamero, usamos la cremallera de
triptéfano pentamérica descrita por Liu et al. (LPPs)), que se deriva de la lipoproteina LPP-56 de E. coli (Liu et al.,
2004). La secuencia codificante de la cremallera de triptéfano LPPs) se fusiond genéticamente con la secuencia
codificante de SHe y se cloné en un vector de expresion de E. coli (pLH36) que contenia un péptido de hexahistidina
y un sitio de escision de caspasa como se describe en Mertens et al., 1995. Este plasmido de expresion se
denominé pLH36-HisDEVD-LPP-SHe (SEQ ID N° 49). La expresién de este plasmido da la proteina LPP)-SHe
quimérica (SEQ ID N° 52) (MHHHHHHPGGSDEVDAKWDQWSSDWQTWNAKWDQWSNDWNAWRSDWQ
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AKDDWARWNQRWDNWATGGNKLCEYNVFHNKTFELPRARVNT, la secuencia His-tag estd subrayada, los
conectores estan en cursiva, el sitio de escisiéon de caspasa DEVD esta en cursiva + subrayado, la cremallera de
triptofano LPP pentamérica esta en negrita y el ectodominio de SH del VRS A esta en negrita + cursiva). Después
de la induccion de la expresion en E. coli, la proteina LPP)-SHe se purificd por cromatografia posterior de afinidad
con niquel, intercambio anidnico y filtracion en gel. La figura 23 demuestra que la proteina LPP)-SHe se puede
reconocer por anticuerpos monoclonales 3G8 especificos contra She, tanto en un extracto celular en bruto (23A)
como en una proteina purificada (24B).

Ejemplo 16: Inmunizacion de ratas algodoneras

Para someter a prueba la eficacia de la vacuna en un modelo animal independiente, se usan ratas algodoneras.
Las ratas algodoneras (Sigmondon hispidus) son susceptibles a la infeccion por el VRS (Prince et al., 1978). Se
usan cinco grupos de seis ratas algodoneras cada uno. Dos grupos de animales se inmunizan por via
intraperitoneal (i.p.) con 100 ug de KLH (control con vehiculo) o 100 uyg de KLH-SHe (es decir, un conjugado
quimico del péptido de SHe derivado de VRS-A con KLH como vehiculo). Los antigenos de las vacunas con KLH
y KLH-SHe se formulan con adyuvante incompleto de Freund y se usan para inmunizar ratas algodoneras los
dias 0, 21 y 42. Un tercer grupo de animales se inmuniza por via intramuscular con VRS inactivado con formol
(VRS-IF) en presencia de adyuvante de alumbre. El ultimo grupo sirve como control positivo para la induccién de
la enfermedad potenciada por la vacuna que se manifiesta tras la exposicién posterior al VRS. Un cuarto grupo se
infecta con 2,04 x 10° unidades formadoras de calvas por rata algodonera de VRS-Tracy el dia 0 y sirve como
control positivo para la proteccion contra la exposicion posterior. Un quinto grupo de ratas algodoneras permanece
sin tratamiento hasta el dia de la exposicién y sirvi6 como control para la exposicién al VRS. La pauta de la
vacunacién se muestra en la figura 24.

Se recogen sueros antes de cada inmunizacion y en el dia de la exposicion. El dia 63, se expusieron las ratas
algodoneras por via intranasal a 2,04 x 10° unidades formadoras de calvas de VRS-Tracy. El virus de la exposicion
se administra por via intranasal en un volumen de 100 microlitros, mientras que los animales estan ligeramente
anestesiados con isoflurano. El dia 68, se recoge suero y se sacrifican todos los animales para recoger los
pulmones para la titulacion del virus y el analisis histopatolégico. Cada pulmén se divide en dos para realizar un
analisis histopatoldgico y la titulacién del virus. Los pulmones izquierdos se atan y se usan para el analisis
histopatolégico. Los Iobulos del pulmon derecho se lavan usando 3 ml de medio de Iscove con glicerina al 15 %.
El liquido de lavado se conserva en hielo hasta la titulacion. Ademas, se preparan lavados nasales con 2 ml (1 ml
para cada narina) en el mismo medio.

La carga virica en el pulmon y los lavados nasales se determina mediante analisis de calvas en células HEp2. Se
infectan células durante 90 minutos con una dilucién sucesiva de las muestras de lavado. Después de la retirada
del indculo, las células se cubren con metilcelulosa al 2 % en MEM que contiene antibiéticos. Después de 6 dias
de incubacion a 37 °C en una incubadora de COz2, se contratifien las calvas con una solucién de cristal violeta al
0,1 %/formol al 10 % y se dejan a temperatura ambiente durante 24 horas.

Para el andlisis histopatoldgico, el pulmén izquierdo se perfunde con formol tamponada neutro al 10 %. El tejido
pulmonar fijo se procesa posteriormente con un micrétomo para producir secciones que se tifien con hematoxilina
y eosina y se puntina por el grado de lesiones histopatolégicas. Se analizan muestras de suero para determinar
la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-SHe y anti-VRS mediante ELISA de péptidos y mediante un ensayo
de microneutralizacion. Para el ELISA de péptidos, las placas se recubren durante la noche a 37 °C con 2 ug de
péptido de SHe en 50 pl de tampdn de carbonato 0,1 M, pH 9,6. Después del recubrimiento, se bloquean las placas
con leche en polvo al 3 % (p/v) en PBS, seguido de la aplicacion de diluciones sucesivas al 3 % en sueros de rata
algodonera. Las IgG de rata algodoneras especificas contra SHe retenidas se detectan usando anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante y sustrato de tetrametilbenzidina. El titulo de punto final
de IgG contra péptido de SHe en las muestras se define como la dilucién mas alta para la cual la absorbancia es
al menos dos veces mas alta que la del suero previo a la inmunizacion.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes se determinan para el VRS-A y -B en placas de microtitulacion de 96
pocillos con células HEp2. Se mezclan diluciones sucesivas de las muestras de suero de una cantidad fija de virus
de indculo. El titulo de anticuerpos neutralizantes se define como la diluciéon sérica a la cual se observa una
reduccion >50 % del efecto citopatico. Este efecto citopatico se refiere a la destrucciéon de células y se determina
visualmente después de que las células se fijen con formol tamponado neutro al 10 % y se tifian con cristal violeta.
Los resultados muestran que los animales, vacunados con KLH-SHe en adyuvante de Freund, desarrollan
anticuerpos neutralizantes y estan claramente protegidos, mientras que el control con vehiculo no muestra ninguna
proteccion.
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<213> virus respiratorio sincicial
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Asn Lys Leu Ser Glu His Lys Thr Phe Cys Asn Asn Thr Leu Glu Leu
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Gly Gln Met His Gln Ile Asn Thr
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<223> Xaa puede ser Cys o Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser Tyr o His

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser Asn o Lys

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)
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<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial
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<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 11
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Gly Gln Met Tyr Gln Ile Asn Thr
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<211> 24

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial
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Asp Arg His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
10 15

Thr Gln Leu Ile Thr Arg Ala His Glu
25 30
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40

Asp His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
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25 30
Asn
40
Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
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Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asp His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Arg Thr Lys Leu Arg Ser Asp Thr Gln Leu Ile Thr Arg Ala His Glu
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Glu Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn
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<400> 23
Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Lys Thr Arg Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Arg Ala His Glu
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Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn
35 40
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<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 24
Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Lys Thr Arg Leu Lys Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Arg Ala His Glu
20 25 30

Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn
35 40

<210> 25
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<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 25
Asn Lys Leu Cys Val Leu Asn Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Arg Thr Arg Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Arg Ala His Glu
20 25 30
Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn

35 40
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<213> virus respiratorio sincicial

<400> 26
Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asn His His Thr Asn Ser Leu Glu Ile
1 5 10 15

Lys Thr Arg Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Lys Ala His Glu
20 25 30

Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn
35 40

<210> 27

<211>40

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 27
Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Lys Thr Arg Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Thr Thr Arg Ala His Glu
20 25 30

Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn
35 40
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<211>40

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 28

Asn Lys Leu Cys Val Leu Ser Asn His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Arg Thr Arg Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Arg Ala His Glu

20 25 30

Gly Ser Ile Asn Gln Ser Ser Asn

35 40
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<400> 29
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<210> 30

<211> 31

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 30
Asn Lys Leu Cys Asp Leu Asn Asp His His Thr Asn Ser Leu Asp Ile
1 5 10 15

Arg Thr Gly Leu Arg Asn Asp Thr Gln Ser Ile Thr Arg Ala His
20 25 30

<210> 31

<211> 2973

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido puc57-comp5SHe

<220>

<221> misc_feature

<222> (440)..(442)

<223> Marco de lectura de coddn de iniciaciéon Flag-COMPcc-SHe
<220>

<221> misc_feature

<222> (671)..(673)

<223> Marco de lectura de codon de finalizacion Flag-COMPcc-SHe

<400> 31
tcgegegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca

cagcttgtct gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggegceg tcagegggtg

ttggcgggtg tcggggetgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtge

30

60

120

180



accatatgcg
attcgccatt
tacgccagcet
tttceccagte
tgcatctaga
gatgctgcegt
tcaccgtgtg
caacaaactg
tgtgaacacc
gaggcctgceca
atccgctcac
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctcecctegt
tcecetteggg
aggtegtteg
ccttatecegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag

gactcceegt

gtgtgaaata
caggctgcge
ggcgaaaggg
acgacgttgt
tattggcata
gaactgcagg
aaagaaatta
tgcgaatata
taaaagctta
tgcaagcecttg
aattccacac
gagctaactc
gtgccagetg
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct

cgtgtagata

ccgcacagat
aactgttggg
ggatgtgetg
aaaacgacgg
tggattacaa
aaaccaatgc
ccttectgaa
atgtttttca
tgcatgegge
gcgtaatcat
aacatacgag
acattaattg
cattaatgaa
tcectegetcea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgee
ccgacaggac
gttccgaccce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagcga

actacgatac

ES 2714392713

gcgtaaggag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
agatgatgat
agccctgcag
aaatacggtc
taataaaacc
cgcattggga
ggtcatagcect
ccggaagcat
cgttgegete
tcggceccaacg
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccectgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgcetg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt

gggagggctt

aaaataccge
ggtgcgggece
aagttgggta
cgagcteggt
gataaagatc
gatgttecgtg
atggaatgtg
tttgaactge
tceegggece
gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgcccget
cgcggggaga
gcgcteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggecgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttecageee
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatce

accatctgge

31

atcaggcgcec
tcttegetat
acgccagggt
acctcgegaa
tggcceccaca
aactgctgcecg
acgcttgegg
ctcgtgecacg
gtcgactgcea
tgaaattgtt
gcctggggtg
ttccagtcgg
ggcggtttge
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
cccectggaa
tccgecttte
agttcggtgt
gacecgctgeg
tecgeccactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct

cccagtgetg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



10

15

caatgatacc
ccggaagggce
attgttgceceg
ccattgctac
gttcccaacg
ccttcggtece
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccceg

ataaaaatag

<210> 32
<211> 525
<212> ADN

gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tccgatcgtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
ttceggggega
tecgtgcacce
aacaggaagg
catactcttc
atacatattt
aaaagtgcca

gcgtatcacg

<213> Secuencia artificial

<220>

cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgcet
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtcet

aggcccttte

<223> vector de expresién de mHBc

<400> 32
gggcgaattg

ccgtggaact
ataccgcgag
ataccgeget
tgggcgtgaa
tgaacaccaa
cctttggeeg
cgccggcecata
tgtgctageg
<210> 33

<211> 358
<212> ADN

ggtaccggaa
gctgtetttt
cgecgetgtat
gcgtcaggeg
cctggaagat
catgggcctg
tgaaaccgtg
tecgtecegeeg

gccgcaaaag

<213> Secuencia artificial

<220>

ttccatatgg
ctgccgageg
cgtgaagcgce
attctgtget
ggcggcaaag
aaatttcgtce
ctggaatatc
aacgcgccga

gaaaagagct

ES 2714392713

ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggccge
tgccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat

gtc

atatcgatcc
atttttttcc
tggaaagccce
ggggcgaact
gcggcagecg
agctgetgtg
tggtgagctt
ttctgagcac

ccagcettttg

atcagcaata
cgcctceccatce
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcettt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg

tattatcatg

gtacaaagaa
gagcgtgegt
ggaacatagc
gatgaccctg
tgatctggtg
gtttcatatc
tggcgtgtgg
cctgececggaa

ttcce

32

aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctceg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctettgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgegea

acattaacct

tttggcgega
gatctgctgg
agcccgecatce
gccacctggg
gtgagctatg
agcagcctga
attcgtactc

accaccgtgg

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2973

60

120

180

240

300

360

420

480

525
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15

20

<223> vector de expresiéon de SHe

<400> 33
gggcgaattg

gcaacaaact
gtgtgaatac
ataacaagac
ctaacaagtt

gagtaaatac

<210> 34
<211> 3250
<212> ADN

ggtaccctge
gtgcgaatat
cagcggcgge
gttcgaactg
atgtgagtac

atctggtggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Plasmido de molde

<220>

<221> misc_feature

<222> (3150).

.(3150)

<223>nesa,c,got

<400> 34

atgaacaatg
ttaaaacaaa
gagctggcca
catgatggtg
gcttatgcecat
cggccgactt
aaccccettgg
gcgetcatac
taaccccttg
tcecggeegga
gatacaatta
tattattcge
aaggctcctt

aattccaagce

ctaccttcaa
tcgaagacaa
ggatcaagaa
attataaaga
gcggecgceat
ggcctteect
ggcctctaaa
gatatgaacg
gggcctctaa
tagcttatcg
aaggctcctt
aattccaagce
ttggageccett

tctgectege

agaaccacgt
aacgtgttcce
agcggtggtt
ccacgtgccce
aacgtattcc

gctagcaggg

ctatacaaac
gctggaagaa
actgctggge
ccacgacatt
ctagagggcc
ttagtgaggg
cgggtcttga
ttgagactgce
acgggtcttg
ctagaggtcg
ttggagcctt
taattcacct
tttttttgga

gcgttteggt
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gggtgggtgt
acaataaaac
cgaataaact
gcgtcaacac

acaacaagac

acctggtaga

gttaacccta
atcctttcga
gaagaattcg
gactataagg
cggatcccte
ttaataaact
ggggtttttt
cgctgagtta
aggggttttt
aaattcacct
tttttttgga
cgaaagcaag
gattttcaac

gatgacggtg

taacttggaa
ctttgaactg
gtgtgaatac
ctctggtggt
atttgagttg

gctccagett

tttctcacat
aactgtacca
aaggaatgga
atgatgatga
gaggtcgacg
tggtgagcaa
gctgaaagga
tcagtgagca
tgctgaaagg
cgaaagcaag
gattttcaac
ctgataaacc
gtgaaaaaat

aaaacctctg

33

gatggcggca
ccgegtgege
aatgtcttte
agcggcggct
cctecgggcac

ttgttcce

caggggaggt

catcgaaaac
ctacaaggat
caaataggaa
aattcgagcect
taactagcat
ggaactatat
ataactagca
aggaactata
ctgataaacc
gtgaaaaaat
gatacaatta
tattattcge

acacatgcag

60

120

240

300

358

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ctcecctagge
cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagctcccecte
tectecectteg
gtaggtcgtt
cgcettatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgcetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccee
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgce
tgccattget
cggttcccaa
ctcctteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtcea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
atgatgatat
tttgttgaat

acgcagaccg

aattgcatgt
gcgtttttece
aggtggcgaa
gtgecgetete
ggaagcgtgg
cgctccaagce
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatcect
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgecgagacce
gccgagcgea
cgggaagcta
gcaggcatcg
cgatcaaggc
ccteccgatcecg
ctgcataatt
tcaaccaagt
acacgggata
tecttegggge
actcgtgeac
aaaacaggaa
ctcatactct
atttttatct
aaatcgaact

ttcegtggea

gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttecegac
cgctttcecteca
tgggctgtgt
gtcttgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagce
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcec
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgce
tccttttteca
tgtgcaatgt
tttgetgagt

aagcaaaagt
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ccagcaaaag
cccccectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgcet
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggce
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgecagtt
ctegtegttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatce
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattatgta
aacatcagag
tgaaggatca

tcaaaatcac

gccaggaacce
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggeggtg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tccgecteca
aatagtttgce
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgetgttga
tttactttceca
ggaataaggg
agcagacagt
attttgagac
gatcacgcat

caactggtcc

34

gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcecececctgg
tgtecegecett
tcagtteggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gcceccagtge
taaaccagcce
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagecte
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagegttte
cgacacggaa
tttattgtte
acaacgtggce
cttecececgaca

acctacaaca

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



10

15

20

25

30

aagctctcat caaccgtggc tccctcactt
ggtatgagtc agcaacacct tcttcacgag
gatgcgtcecg gecgtagagga tctcectcacct
ttcatataaa aaacatacag ataaccatct
cataaatacc actggcggtg atactgagca
gtgacgctct taaaattaag ccctgaagaa
tgtgtgatac gaaacgaagc attggaattn
cactataggg agaccacaac ggtttccctc
agatatacat
<210> 35
<211>77
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Vacuna con Flag-COMPcc-SHe
<400> 35
Met Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp
1 5
Arg Glu Leu Gln Glu Thr Asn Ala
20
Leu Arg His Gln Val Lys Glu Ile
35 40
Glu Cys Asp Ala Cys Gly Asn Lys
50 55
Asn Lys Thr Phe Glu Leu Pro Arg
65 70
<210> 36
<211>42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 36

ataagaaagc ggccgctatg gaaaatacat ccataacaat ag

<210> 37
<211>41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2714392713

tctggctgga
gcagacctca
accaaacaat
gcggtgataa
catcagcagg
gggcagcatt
cggatctcga

tagaaataat

Lys Asp Leu

10

Ala
25

Leu Gln

Thr Phe Leu

Leu Cys Glu

Ala Arg Val

75

tgatggggcg
gcgccggtga
gcccccectge
attatctctg
acgcactgac
caaagcagaa
tccecggaaat

tttgtttaac

Ala Pro

Asp Val

30

Asn
45

Lys

Tyr Asn

60

Asn Thr

42

35

attcaggcct
tgcecggecac
aaaaaataaa
gcggtgttga
caccatgaag
ggctttgggg
taatacgact

tttaagaagg

Gln Met Leu

15

Arg Glu Leu

Thr Val Met

Val Phe His

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3250
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20

25

30

35

40

45

50

55
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<220>
<223> Cebador

<400> 37
gaagatctct atgtgttgac tcgagctctt ggtaactcaa a

<210> 38

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
ggaattccat atgaacaagt tatgtgagta caacg

<210> 39

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
gatttgtttt aaacctcctg tatttactcg tgcccgagge aa

<210> 40

<211>23

<212> PRT

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 40

Asn Lys Leu Cys Glu Tyr Asn Val Phe His Asn Lys Thr Phe Glu Leu

1 5 10

Pro Arg Ala Arg Val Asn Thr
20

<210> 41

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
cccaagctic taacattgag attcccgaga ttgaga

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

41

35

42

36

36
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<220>
<223> Cebador

<400> 42
tattaaccct cactaaaggg aagg 24

<210> 43

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
ggaattccat atgaacaagt tatgtgagta caacg

<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
tattaaccct cactaaaggg aagg 24

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
tcacgaaggc tccacataca 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
gcagggtcat cgtcttitic 20

<210> 47

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47

35

37
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15

20

tgaagcaggc atctgaggg

<210> 48
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 48

cgaaggtgga agagtgggag

<210> 49
<211> 3252
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

19
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<223> Plasmido pLH36-HisDEVD-LPP)-SHe

<400> 49
gctgaaagga

gaaagcaagc
attttcaacg
tgataaaccg
tgaaaaaatt
aaacctctga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa

cgegcagaaa

ggaactatat
tgataaaccg
tgaaaaaatt
atacaattaa
attattcgca
cacatgcagc
taaaaaggcc
aaatcgacge
tcececectgga
gtcecgecttt
cagttcggtg
cgaccgetge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetcetg
acaaaccacc

aaaaggatct

ccggecggat
atacaattaa
attattcgca
aggctccttt
attccaagct
tcecctaggea
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctececettegg
taggtcgtte
gccttatceeg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg

caagaagatc

agcttatcge
aggctecettt
attccaagct
tggagccttt
ctgcctegeg
attgcatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgcetetee
gaagcgtgge
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt

ctttgatctt

tagaggtcga
tggagcettt
aattcacctce
ttttttggag
cgtttceggtg
agcaaaaggc
taggctccge
cccgacagga
tgttcecgacce
gctttetcat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag

ttctacgggg

38

aattcacctc
ttttttggag
gaaagcaagc
attttcaacg
atgacggtga
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgcegetta
agctcacgcect
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta

tctgacgetce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgcett
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcagacagtt
ttttgagaca
atcacgcatc
aactggtcca
gatggggcga
cgceggtgat
cccccctgea
ttatctctgg
cgcactgacc
aaagcagaag
cccggaaatt
ttgtttaact
cggacgaagt
aatgggatca

atgattggge

aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgecc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttagce
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttcet
gacacggaaa
ttattgttca
caacgtggct
ttcecegacaa
cctacaacaa
ttcaggecctg
gccggccacg
aaaaataaat
cggtgttgac
accatgaagg
gctttggggt
aatacgactc
ttaagaagga
ggatgcgaaa
gtggagcaac

gcgetggaac

taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcececeg
gcaatgatac
gccggaaggyg
aattgttgec
gccattgetg
ggttcccaac
tcectteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
tgatgatata
ttgttgaata
cgcagaccgt
agctctcatc
gtatgagtca
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cagcgetggg
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tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tecgtgtagat
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gaccggcgge
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aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggcet
gctccagatt
gcaactttat
tcgecagtta
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aagttggccg
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gcgaatataa
agggatccct
gttaataaac
aggggttttt
ccgctgagtt
gaggggtttt
<210> 50

<211>28
<212> PRT

cgtgtttcat
cgaggtcgac
ttggtgagca
tgctgaaagg
atcagtgagc

tt

aacaaaacct
gaattcgagc
ataactagca
aggaactata

aataactagc

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 50

1

Cys Gly Gly Gly Ser Asn Lys Leu
5

Lys Thr Phe Glu Leu Pro Arg Ala

<210> 51
<211>29
<212> PRT

20

<213> virus respiratorio sincicial

<400> 51

Cys Gly Gly Gly Ser Asn Lys Leu

1

5

Lys Thr Leu Glu Gln Gly Gln Met

<210> 52
<211>90
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina LPP(5)-SHe quimérica

<400> 52

Met His His His His His His Pro

1

5

Lys Trp Asp Gln Trp Ser Ser Asp

20

Asp Gln Trp Ser Asn Asp Trp Asn
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ttgaactgce gcgegegege
tcggeccgact tggecttece
taaccccttg gggectctaa
tgcgctcata cgatatgaac

ataacccctt ggggcctcta

gtgaacacct
tttagtgagg
acgggtcttg
gttgagactg

aacgggtctt

Ser Glu Tyr Asn Val Phe His Asn

10

Arg Val Asn Thr
25

15

Ser Glu His Lys Thr Phe Ser Asn

10

Tyr Gln Ile Asn Thr
25

15

Gly Gly Ser Asp Glu Val Asp Ala

10

15

Trp Gln Thr Trp Asn Ala Lys Trp

25 30

Ala Trp Arg Ser Asp Trp Gln Ala
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35 40 45

Trp Lys Asp Asp Trp Ala Arg Trp Asn Gln Arg Trp Asp Asn Trp Ala
50 55 60

Thr Gly Gly Asn Lys Leu Cys Glu Tyr Asn Val Phe His Asn Lys Thr
65 70 75 80

Phe Glu Leu Pro Arg Ala Arg Val Asn Thr
85 90

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53
gcgaaatggg atcagtggag cagc 24

<210> 54

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
aatataggat ccctaggteg cccagttate ccageg 36
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REIVINDICACIONES

Una vacuna para su uso en un procedimiento de vacunacion contra la infeccién por el VRS, comprendiendo la
vacuna una composicion inmundégena y un adyuvante, caracterizada por que la composicion inmundgena
consiste en el ectodominio de la pequefia proteina hidréfoba de un virus respiratorio sincicial (VRS) y un
vehiculo, en la que el vehiculo es una molécula que es heterdloga para la pequefia proteina hidréfoba del virus
respiratorio sincicial (VRS) y en la que, ademas, dicho ectodominio esta unido quimica o genéticamente al
vehiculo.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho ectodominio se presenta como un
oligémero.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en la que dicho ectodominio consiste en SEQ ID
N°10SEQID N° 2.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que dicho oligdmero es un pentamero.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicho vehiculo se selecciona del grupo
que consiste en proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa (comp), Lpp-56 y una particula similivirica.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho vehiculo es un vehiculo no proteinico.

La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que dicho vehiculo no proteinico es un liposoma
o un trimetilquitosano.

Un anticuerpo especifico contra el ectodominio de la pequefa proteina hidréfoba del VRS, para su uso en un
procedimiento para prevenir o tratar la infeccién por el VRS.

Una composicion farmacéutica, que comprende un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 8,
para su uso en un procedimiento para prevenir o tratar la infeccion por el VRS.
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Figura1

A

Ectodominio de SH del VRSH A: NKLCEYNVFHNKTFELPRARVNT
Ectodominio de SH del VRSH B: NKLSEHKTFCNNTLELGQMHQINT

Ectodominio de SH del VRSB: NKLCDFNDHHTNSLDIRTRLRNDTQLITRAHEGSINQSSN

B

MDYKDDDDK DLAPQMLRELQETNAALQDVRELLRHQVKEITFLKNTVMECDACG
NKLCEYNVFHNKTFELPRARVNT
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Figura 2
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Marcador
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10 kDa -

ES 2714392 T3

pico proteina Mr (kDa) Ve (ml) Kav = (Ve-V0)/Vtot-VO
Pico 1 Aldolase 158 9,05 0,000
Pico 2 Conalbumina 75 9,85 0,070
Pico 3 Albumina 43 10,5 0,138
Pico 4 Quimotripsindgeno 25 2.4 0,312
Pico 5 Ribonucleasa a 13,7 13,6 0,423
Pico 6 Flag-COMPcc-SHe 63,0 10,3 0,091
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Kav
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0,35000
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Curva de calibracion de Superdex 75 HR 10/30

=-0,2182Ln(x) + 2,5025
R? = 0,9749

43 000 &

10 000

100 000
Log de Mr
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 15
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UFC/pulmén

ES 2714392713

Peso corporal relativo

110 =
p >0,005
(o] , !
2
% 105 - ‘f
= Asd ﬂ
& 100 = v
] v
(o]
o ]
o 95- »
90 T y '
PBS KLH-SHe KLH
Titulo de VRS pulmonar p >0,005
20000 - .
vy
15000 = M
A J
|
10 000 -
A
A 4
5000 ~
AA
' 'i
0 T 4 i

PBS KLH-SHe KLH

59



ES 2714392713

I

IgG sérica frente a UFC/pulmoén
10 000 000

1000 000 -
R?=0,954

100 000 -

10 000 -

1000 «

100

titulo de punto final de IgG en suero

o 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

UFC/pulmoén
Figura 18

A

1000 000 1 ELISA de péptido de SHe: IgG sérica

100 000 *

10 000 1 -

titulo de punto final
]

1000 1

100 . .
PBS KLH-SHe KLH

60



ES 2714392713

ELISA de péptido de SHe: IgG sérica
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Figura 19
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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