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DESCRIPCION
Polipéptidos F de prefusién del virus sincicial respiratorio (RSV) solubles y estabilizados

La invencioén se relaciona con el campo de la medicina. La invencion se relaciona en particular con polipéptidos F de
prefusion recombinantes del RSV y usos de los mismos, por ejemplo en composiciones inmunogénicas.

Antecedentes de la invencion

El virus sincicial respiratorio (RSV, por las iniciales en inglés de Respiratory Syncytial Virus) es un virus de ARN de
cadena negativa, no segmentada, con envoltura, de la familia Paramixoviridae, género Pneumovirus. Mundialmente, se
estima que cada afo ocurren 64 millones infecciones por RSV como resultado de lo cual ocurren 160.000 muertes
(WHO Acute Respiratory Infections Update septiembre 2009). La enfermedad mas grave ocurre en particular en
lactantes prematuros, personas de edad avanzada e individuos con compromiso inmunitario. En nifilos menores de 2
afos, el RSV es el patdgeno del tracto respiratorio mas comun, responsable de aproximadamente un 50% de las
hospitalizaciones debido a infecciones respiratorias, con un pico de hospitalizaciéon a los 2-4 meses de edad. Se ha
informado que a la edad de dos afios casi todos los nifios han sido infectados por el RSV. La infeccidon repetida durante
la vida se atribuye a una inmunidad natural poco efectiva. El nivel de carga de enfermedad por RSV, la mortalidad y la
morbidilidad en las personas de edad avanzada solo son superados por aquellos causados por las infecciones no
pandémicas de gripe A.

Para infectar una célula huésped, los paramixovirus tales como el RSV, al igual que otros virus con envoltura, tales
como el virus de la gripe y el VIH, requieren la fusién de la membrana viral con la membrana de la célula huésped. Para
el RSV la proteina de fusion conservada (proteina F del RSV) fusiona la membrana viral y la membrana celular de la
célula huésped. En modelos actuales basados en estudios de paramixovirus, la proteina F de RSV se pliega
inicialmente en una conformacion de “prefusién” metaestable. Durante la entrada a la célula, la conformacion de
prefusion sufre un nuevo plegamiento y cambios de conformacién en su conformacion de “postfusién” estable. Por
consiguiente, la proteina F del RSV es una proteina metastable que impulsa fusion de la membrana acoplando el
replegamiento irreversible de la proteina con la yuxtaposicion de la membrana plegandose inicialmente en una forma
metastable (conformacion de prefusion) que subsiguientemente sufre cambios conformacionales discretos/paso a paso
a una conformacién de menor energia (conformacién post-fusion).

Al ver la microscopia electronica de RSV-F queda claro que existen grandes diferencias estructurales entre el trimero F
prefusién y post-fusion, que recientemente han sido confirmadas por cristalografia (McLellan J.S. et al. Science
340(6136):1113-7 (2013) y McLellan J.S. et al. Science 342(6158): 592-8 (2013)). Dichas observaciones sugieren que
proteina F de prefusién y post-fusién del RSV son antigénicamente diferentes (Calder, L. J. et al. Virology 271, 122-131
(2000)).

Actualmente no hay una vacuna contra la infeccién por RSV, pero resulta deseable encontrarla. Los candidatos de
vacunas basados en la proteina F del RSV han fracasado debido a problemas, por ejemplo, de estabilidad, pureza,
reproducibilidad, y potencia. Como se acaba de indicar, las estructuras cristalinas han revelado un gran cambio
conformacional entre los estados prefusion y post-fusion. La magnitud de la reacomodaciéon sugiere que solo una
porcion de anticuerpos dirigidos a la conformacion post-fusion de RSV-F sera capaz de reaccionar de manera cruzada
con la conformacién nativa de la protuberancia prefusion en la superficie del virus. Por lo tanto, los esfuerzos por
producir una vacuna contra RSV se han enfocado en el desarrollo de vacunas que contienen formas prefusion de la
proteina F del RSV (véanse, por ejemplo, WO20101149745, WO2010/1149743, W02009/1079796, WO2012/158613).
Sin embargo, dichos esfuerzos aun no han permitido obtener polipéptidos F de prefusion del RSV estables que se
puedan utilizar como candidatos para probar en seres humanos.

Resumen de la invencion

La presente invenciéon provee polipéptidos de fusion (F) prefusion del virus sincicial respiratorio (RSV) estables y
recombinantes, es decir polipéptidos F recombinantes del RSV estabilizados en la conformacién de prefusién como se
define en las reivindicaciones. Los polipéptidos F del RSV de la invencion comprenden al menos un epitope que es
especifico para la conformacién de la proteina F de prefusion. En ciertas formas de realizacion, los polipéptidos F de
prefusién del RSV son solubles. En ciertas formas de realizacion, los polipéptidos estan unidos a membrana. La
invencion también provee moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo
con la invencién y vectores que comprenden a dichas moléculas de acido nucleico.

La invencion también se relaciona con composiciones, preferiblemente composiciones inmunogénicas, que comprenden
un polipéptido F de RSV, una molécula de acido nucleico y/o un vector, y con el uso de los mismos en la induccién de
una respuesta inmune contra la proteina F del RSV, en particular el uso de los mismos como una vacuna.
Preferiblemente, la respuesta inmune que se induce se caracteriza por anticuerpos que neutralizan el RSV y/o por una
inmunidad protectora contra el RSV.
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Descripcion breve de las Figuras

Figura 1: A) Cromatograma de filtracion en gel con Superdex200 del eluato A2_F24 N671+S215P proveniente de la
columna de intercambio de iones. Las flechas indican los puntos de elucién de una proteina estandar (1-Tiroglobulina
669 kDa, 2-Ferritina 440 kDa y 3-IgG 150 kDa). B) Analisis por SDS-PAGE de la proteina F de prefusién que contienen
picos del cromatograma SEG en condiciones reductoras.

Figura 2: Transferencia de Western de NativePAGE® cargada con muestras que contienen 1) sobrenadante de células
que expresan una construccion prefusién con la cremallera de isoleucina (S) F43; 2) Sobrenadante de células que
expresan principalmente la proteina F post-fusion del RSV trimérica (banda superior), y 3) A2_F24 N67I trimérica de
prefusién purificada.

Figura 3: Niveles de expresién de las construcciones puntuales mutadas con relacion a la A2_F24 no mutada.

La Figura 4 muestra los resultados del método descrito en el Ejemplo 6(A), determinacién de la temperatura donde se
pierde el 50% de la unién de CR9501, (B) muestra una comparaciéon de la estabilidad de polipéptido F de prefusion
(A2_F24 N671+S215P) y el ectodominio sin modificar cuando se avalta por un 50% de pérdida de unién del anticuerpo
CR9501 especifico para prefusion.

Figura 5: Mediciones por tecnologia Octet que muestran la pérdida de unién del anticuerpo CR9501 especifico para
prefusion dependiente del tiempo de almacenamiento con las construcciones de prefusion, A) A2_F24 (SEQ ID N°: 19),
B) A2_F24 K465Q, C) A2_F24 S46G, D) A2_F24 N671y E) A2_F24 E92D los dias 1, 5y 33.

Figura 6: Mediciones por tecnologia Octet que muestran la pérdida de unién dependiente del tiempo de almacenamiento
del anticuerpo monoclonal CR9501 especifico para prefusion con las construcciones de prefusion, A) A2_F24 K465Q, B)
A2_F24 K465Q+N671, C) A2_F24 S46G, D) A2_F24 S46G+E92D, E) A2_F24 S46G+N671, F) A2_F24 E92D, G) A2_F24
S46G+E92D, H) A2_F24 N67I+E92D y 1) A2_F24 E92D+S215P los dias 1, 5y 33.

Figura 7: Titulos de VNA de ratones la sexta semana después de un régimen de imprimacion-refuerzo en la semana 0 y
4 con inmundgenos y dosis de acuerdo con la tabla 14.

Figura 8: Titulos de VNA de ratas algodoneras la séptima semana después de un régimen de imprimacion-refuerzo en la
semana 0 y 4 con inmundgenos y dosis de acuerdo con la tabla 15.

Figura 9: Carga viral en pulmoén y nariz 5 dias después de la exposicion i.n. a RSV.
Descripcion detallada de la invencion

La proteina de fusion (F) del virus sincicial respiratorio (RSV) esta relacionada con la fusidon de la membrana viral con la
membrana de la célula huésped, lo que es necesario para la infeccion. EI ARNm de la F de RSV se traduce en una
proteina precursora de 574 aminoacidos denominada FO, que contiene una secuencia de péptido sefial en el extremo N-
terminal (por ejemplo los residuos de aminoacidos 1-26 de SEQ ID N°: 1) que es eliminado por una peptidasa de sefal
en el reticulo endoplasmatico. FO se cliva en dos sitios (entre los residuos de aminoacidos 109/110 y 136/137) por
proteasas celulares (en particular furina) en el trans-Golgi, eliminando una secuencia intermedia glicosilada corta (que
también se denomina una regién p27, que comprende a los residuos de aminoacidos 110 a 136, y que genera dos
dominios o subunidades denominadas F1 y F2. El dominio F1 (residuos de aminoacidos 137-574) contiene un péptido
de fusion hidrofébico en su extremo N-terminal y el extremo C-terminal contiene la regién transmembrana (TM)
(residuos de aminoacidos 530-550) y citoplasmatica (residuos de aminoacidos 551-574). El dominio F2 (residuos de
aminoacidos 27-109) esta unido covalentemente a F1 por dos puentes disulfuro. Los heterodimeros F1-F2 se
ensamblan como homotrimeros en el virion.

Actualmente no hay una vacuna contra la infeccion por RSV, pero seria deseable descubrirla. Un enfoque potencial para
producir una vacuna es una vacuna de subunidades basada en la proteina F de RSV purificada. Sin embargo, para este
enfoque es deseable que la proteina F del RSV purificada se encuentre en una conformacién que se parezca a la
conformacion del estado prefusion de la proteina F del RSV, que es estable con el transcurso del tiempo, y que se
pueda producir en cantidades suficientes. Ademas, para una vacuna basada en la subunidad, es necesario truncar la
proteina F del RSV por delecion de la region transmembrana (TM) y la citoplasmatica para crear una proteina F
secretada (sF) soluble. Como la regidon TM es responsable del anclaje a la membrana y de la trimerizacion, la proteina F
soluble sin anclaje es considerablemente mas labil que la proteina de longitud completa y se volvera a plegar facilmente
en el estado final post-fusién. Por consiguiente, para obtener la proteina F soluble en la conformacion de prefusion
estable que muestre altos niveles de expresion y alta estabilidad, es necesario estabilizar la conformacién de prefusion.

La estabilizacion de otra proteina F de paramixovirus en la conformacién de prefusion se ha conseguido con éxito para
el parainfluenza de tipo 5 (PIV5). Yin et al. Nature 439: 38-44 (2006)) estabilizando por consiguiente la estructura de
prefusién de la proteina F de PIV-5 por mutacién del sitio de clivaje por furina en FO que bloquea el procesamiento para
obtener F1 y F2. Aln mas, los dominios transmembrana (TM) y citoplasmatico fueron reemplazados por un dominio de
trimerizacion helicoidal bien conocido: GCN4pll. Este dominio forma una bucle trimérico helicoidal superenrrollado y es
una modificaciéon del bucle helicoidal superenrrollado natural del péptido dimérico GCN4 (O’Shea et al., Science 243:
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538-542 (1989)). Se mostré que el péptido GCN4-pll, en el que la secuencia de aminoacidos de la cremallera de leucina
de GCN4 fue sustituida por residuos de isoleucina en cada posicién a y d de la héptada, forma una estructura
superenrrollada alfa-helicoidal de triple hebra paralela (Harbury et al., Science 262: 1401-1407 (1993)).

Para la estabilizacidon de F de RSV en la conformacion de prefusion, se intenté la misma estrategia, como por ejemplo la
mutacion del sitio de clivaje por furina, y fusién del ectodominio RSV-F a un dominio de trimerizacién GCN4pll (segun se
divulga por ejemplo, en W0O2010/149743, W02010/149745, W0O2009/079796, WO02012/158613) o al dominio de
trimerizacion de fibritina (MCLellan et al., Nature Struct. Biol. 17: 2-248-250 (2010)). Este dominio fibritina o ‘Foldon’
deriva de la fibritina T4 y fue descrito anteriormente como un dominio artificial de trimerizacion natural (Letarov et al.,
Biochemistry Moscow 64: 817-823 (1993); S-Guthe et al., J. Mol. Biol. 337: 905-915. (2004)). Sin embargo, dichos
esfuerzos no dieron como resultado una proteina F de prefusion de RSV estable. Ademas, dichos esfuerzos aln no han
dado como resultado candidatos adecuados para pruebas en seres humanos.

Ahora, la presente invencién provee polipéptidos F recombinantes de prefusion del RSV estables, es decir polipéptidos
F del RSV que estan estabilizados en la conformacion de prefusion como se define en las reivindicaciones. En la
investigacién que llevé a la presente invencidn, se introdujeron y/o combinaron varios pasos de modificacién para
obtener dichos polipéptidos F de prefusion del RSV estables solubles. Los polipéptidos F de prefusion del RSV estables
de la invencién se encuentran en la conformacion de prefusion, es decir que los mismos comprenden (muestran) al
menos un epitope especifico de la conformacion de prefusion de la proteina F. Un epitope que es especifico de la
conformacion de prefusion de la proteina F es un epitope que no se presenta en la conformacion post-fusion. Sin
considerar ninguna teoria particular, se cree que la conformacién de prefusion, o formas intermedias de la proteina F de
RSV, pueden contener epitopes iguales a los que se encuentran sobre la proteina F de RSV expresada en viriones
naturales del RSV, y por ello proporcionan ventajas para generar anticuerpos neutralizantes.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion comprenden al menos un epitope que puede ser reconocido por un
anticuerpo monoclonal con especificidad por la conformaciéon de prefusion que comprende una region CDR1 de la
cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 54, una regiéon CDR2 de la cadena pesada como la que se
representa en SEQ ID N° 55, una region CDR3 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 56, una
region CDR1 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 62, una region CDR2 de la cadena liviana
como la que se representa en SEQ ID N° 63 y una regién CDR3 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ
ID N° 64 (que se conocera de aqui en adelante como CR9501), y/o que puede ser reconocido por anticuerpo
monoclonal con especificidad por la conformacién de prefusion que comprende una region CDR1 de la cadena pesada
como la que se representa en SEQ ID N° 58, una region CDR2 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ
ID N° 59, una region CDR3 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 60, una region CDR1 de la
cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 66, una regién CDR2 de la cadena liviana como la que se
representa en SEQ ID N° 67 y una region CDR3 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 68 (que
en la presente se conoce como CR9502). CR9501 y CR9502 representan las regiones variables de la cadena pesada y
de la cadena liviana, respectivamente, por lo que los anticuerpos 58C5 y 30D8 solamente han de poder unirse de
manera especifica a la proteina F del RSV en su conformacién de prefusion, y no en su conformacién posterior a la
fusion (véase W0O2012/006596).

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusion del RSV recombinantes comprenden al menos
un epitope que puede ser reconocido por al menos un anticuerpo monoclonal que presenta especificidad por la
conformacion de prefusion, que puede ser como se describié con anterioridad, y son triméricos.

Los polipéptidos F de prefusion del RSV estables de acuerdo con la invencion presentan una mutacion en el residuo de
aminoacido N o T en la posicién 67 y/o una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicion 215.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusién del RSV estables de acuerdo con la invencion
comprenden un dominio F1, un dominio F2 y una secuencia de conexion entre el dominio F1 y el dominio F2 que
comprende entre 1y 10 residuos de aminoacidos, y también presentan una mutacién en el residuo de aminoacido No T
en la posicidon 67 y/o una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicion 215.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusién del RSV estables de acuerdo con la invencion
comprenden un dominio F1 truncado, un dominio F2 y una secuencia de conexién entre el dominio F1 y el dominio F2
que comprende entre 1y 10 residuos de aminoacidos, y también presentan una mutacion en el residuo de aminoacido N
o T en la posicién 67 y/o una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicion 215.

En este contexto, los polipéptidos de acuerdo con la invencion presentan al menos una mutacién de estabilizacién en el
dominio F1 y/o en el dominio F2, en comparacion con el dominio F1 y/o el dominio F2 de una proteina F del RSV salvaje.

De acuerdo con la invencion, los polipéptidos F de prefusién del RSV comprenden una mutacién en el residuo de
aminoacido N o T en la posicién 67 (N/T671) por un residuo de | y/o una mutacién en el residuo de aminoacido S en la
posicion 215 por un residuo de P (S215P).

Se sabe que el RSV toma la forma de un unico serotipo, que a su vez puede dividirse en dos subgrupos antigénicos: Ay
B. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas F maduras procesadas presentan una identidad de
aproximadamente 93%. En el contexto de esta solicitud, las posiciones de los aminoacidos se expresan con relacion a
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la secuencia de la proteina F del RSV de la cepa A2 (SEQ ID N° 1). Tal como se lo emplea en la presente, el término
“posicién x”, aplicado a un residuo de aminoacido en la proteina F del RSV, hace referencia a un aminoacido que se
encuentra en la posicion x de la proteina F del RSV de la cepa A2, cuya secuencia se representa en SEQ ID N° 1. En el
sistema de numeracion que se emplea en esta solicitud, el nUmero 1 hace referencia al aminoacido que se encuentra en
el extremo N de la proteina inmadura FO (SEQ ID N° 1). Por lo tanto, cuando se emplea una cepa del RSV que es
diferente de la cepa A2, las posiciones en las que se encuentran los aminoacidos en la proteina F se numeran con
relacion a las posiciones en la proteina F de la cepa A2, cuya secuencia se representa en SEQ ID N° 1, para lo cual se
alinea la secuencia de la proteina F de la cepa del RSV que no es la cepa A2 con la secuencia de la proteina F que se
representa en SEQ ID N° 1, con la insercion de los espacios necesarios para las faltas de coincidencia. El alineamiento
de las secuencias puede llevarse a cabo con diversos métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, con los
programas CLUSTALW, Bioedit o CLC Workbench.

En el contexto de la invencion, un aminoacido puede ser un aminoacido de origen natural (que también se conoce como
un aminoacido “convencional”’) o una variante de un aminoacido de origen natural, como es el caso de los D-
aminodacidos (los enantiémeros D de los aminoacidos que presentan un centro quiral) o las variantes que no se
encuentran de manera natural en las proteinas, tales como la norleucina. Los aminoacidos convencionales pueden
clasificarse en diversos grupos en funcién de sus propiedades. Los factores mas importantes para determinar la
estructura de las proteinas y las interacciones entre las proteinas incluyen la carga, la hidrofilicidad, la hidrofobicidad, el
tamafio y los grupos funcionales. Algunos aminoacidos presentan propiedades especiales, como es el caso de la
cisteina, que puede formar enlaces covalentes disulfuro con otros residuos de cisteina, la prolina, que puede dar como
resultado giros en el esqueleto de un polipéptido, o la glicina, que es mas flexible que otros aminoacidos. En la tabla 11
se representan las abreviaturas y las propiedades de los aminoacidos convencionales.

Aquellos versados en la técnica han de apreciar que las mutaciones pueden introducirse en las proteinas de acuerdo
con procedimientos convencionales de biologia molecular. Las mutaciones de acuerdo con la invencion preferiblemente
dan como resultado un incremento en el nivel de expresion y/o la estabilidad de los polipéptidos F de prefusion del RSV,
en comparacion con los polipéptidos F del RSV que no las presentan.

En determinadas formas de realizacién, los polipéptidos F de prefusién del RSV son solubles.

En determinadas formas de realizacién, los polipéptidos F de prefusion del RSV también comprenden un dominio de
trimerizacion heterélogo conectado con el dominio F1 truncado. De acuerdo con la invencion, se ha comprobado que
cuando se conecta un dominio de trimerizacion heterélogo con el residuo de aminoacido que se encuentra en el extremo
C de un dominio F1 truncado, y cuando opcionalmente se combina el producto resultante con una secuencia de
conexioén entre el dominio F1 y el dominio F2 y se ponen en practica una o mas mutaciones de estabilizacién, pueden
obtenerse polipéptidos F del RSV que pueden expresarse en una medida notable y que pueden unirse a los anticuerpos
con especificidad por la conformacion de prefusion, en funcion de lo cual puede concluirse que los polipéptidos
presentan una conformacion de prefusion. Por otro lado, estos polipéptidos F del RSV se encuentran estabilizados en la
conformacion de prefusion, por lo que, incluso después de ser procesados, pueden unirse a los anticuerpos con
especificidad por la conformacion de prefusion CR9501 y/o CR9502, en funcién de lo cual puede concluirse que se
conservan los epitopes propios de la conformacion de prefusion.

En otras formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusion del RSV comprenden una o mas mutaciones adicionales
(en comparacion con la proteina F salvaje del RSV) que se seleccionan del grupo que consiste en

(a) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 46,
(b) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 77,
(c) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 80,
(d) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 92,
(e) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 175,
(f) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 184,
(9) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 185,
(h) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 201,
(i) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 209,
3) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 421,
(k) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 426,
()] una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 465,
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(m) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 486,
(n) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 487 y
(o) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 508.

En formas de realizacién preferidas, las una o mas mutaciones adicionales se seleccionan del grupo que consiste en

(a) una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicion 46 por un residuo de G (S46G),

(b) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 77 por un residuo de E (K77E),

(c) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 80 por un residuo de E (K80E),

(d) una mutacion en el residuo de aminoacido E en la posicién 92 por un residuo de D (E92D),

(e) una mutacion en el residuo de aminoacido N en la posicién 175 por un residuo de P (N175P),

(f) una mutacion en el residuo de aminoacido G en la posiciéon 184 por un residuo de N (G184N),

(9) una mutacion en el residuo de aminoacido V en la posicién 185 por un residuo de N (V185N),

(h) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 201 por un residuo de Q (K201Q),

(i) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 209 por un residuo de Q (K209Q),

@) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 421 por un residuo de N (K421N),

(k) una mutacion en el residuo de aminoacido N en la posicion 426 por un residuo de S (N426S),

() una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 465 por un residuo de E o de Q (K465Q),
(m) una mutacion en el residuo de aminoacido D en la posicién 486 por un residuo de N (D486N),

(n) una mutacion en el residuo de aminoacido E en la posicion 487 por un residuo de Q, de N o de | (E487Q/N/I) y
(o) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 508 por un residuo de E (K508E).

Una vez mas, vale destacar que las posiciones en las que se encuentran los residuos de aminoacidos se numeran con
relacion a las posiciones en SEQ ID N° 1. Aquellos versados en la técnica han de poder determinar la relacion de
correspondencia entre los residuos de aminoacidos en las proteinas F de otras cepas del RSV.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusion del RSV comprenden al menos dos mutaciones
(en comparacion con la proteina F salvaje del RSV). En formas de realizacion preferidas, las al menos dos mutaciones
abarcan una mutacién en el residuo de aminoacido N o T en la posicién 67 por un residuo de | (N/T671) y una mutacion
en el residuo de aminoacido S en la posicion 215 por un residuo de P (S215P).

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusién del RSV comprenden al menos una mutacion
adicional que se selecciona del grupo que consiste en

(a) una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicion 46 por un residuo de G,
(b) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 77 por un residuo de E,
(c) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 80 por un residuo de E,
(d) una mutacion en el residuo de aminoacido E en la posicion 92 por un residuo de D,
(e) una mutacion en el residuo de aminoacido N en la posicion 175 por un residuo de P,
() una mutacion en el residuo de aminoacido G en la posiciéon 184 por un residuo de N,
(9) una mutacion en el residuo de aminoéacido V en la posicion 185 por un residuo de N,
(h) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 201 por un residuo de Q,
(i) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 209 por un residuo de Q,
@) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 421 por un residuo de N,
(k) una mutacion en el residuo de aminoacido N en la posicion 426 por un residuo de S,
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0] una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 465 por un residuo de E o Q,

(m) una mutacién en el residuo de aminoacido D en la posicién 486 por un residuo de N,

(n) una mutacion en el residuo de aminoacido E en la posicion 487 por un residuo de Q,de Node ly
(o) una mutacion en el residuo de aminoacido K o R en la posicion 508 por un residuo de E.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos comprenden al menos tres mutaciones.

En determinadas formas de realizacion, el dominio de trimerizacion heterélogo comprende la secuencia de aminoacidos
EKKIEAIEKKIEAIEKKIEA (SEQ ID N° 3). En otras formas de realizaciéon, el dominio de trimerizacion heterdlogo
comprende la secuencia de aminoacidos GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID N° 4).

Segun se describié con anterioridad, en determinadas formas de realizacién, los polipéptidos de acuerdo con la
invencion comprenden un dominio F1 truncado. Tal como se lo emplea en la presente, el término “truncado”, aplicado a
un dominio F1, hace referencia a un dominio F1 que no se encuentra completo, por lo que se trata de un dominio F1 de
cuyo extremo N o C se han eliminado uno o mas residuos de aminoacidos. De acuerdo con la invencién, puede haberse
suprimido al menos el dominio transmembrana y la cola citoplasmética para posibilitar la expresion como un
ectodominio soluble.

En otras formas de realizacion, el dominio F1 se encuentra truncado después del residuo de aminoacido 495 de la
proteina F del RSV (que se representa en SEQ ID N° 1), lo que implica que carece de la porcién correspondiente al
extremo C del dominio F1, que comienza en el residuo de aminoacido 496 (que se representa en SEQ ID N° 1). En otras
formas de realizacion, el dominio F1 se encuentra truncado después del residuo de aminoacido 513 de la proteina F del
RSV. En determinadas formas de realizacién, el dominio F1 se encuentra truncado después del residuo de aminoacido
486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509,
510, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 521, 522, 523, 525 o0 525.

En determinadas formas de realizacion, el dominio de trimerizaciéon esta unido al residuo de aminoacido 495 del dominio
F1 de la proteina F del RSV. En determinadas formas de realizacién, el dominio de trimerizacién es como el que se
representa en SEQ ID N° 4 y esta unido al residuo de aminoacido 495 del dominio F1 de la proteina F del RSV.

En otras formas de realizacion, el dominio de trimerizacion esta unido al residuo de aminoacido 513 del dominio F1 de la
proteina F del RSV. En determinadas formas de realizacién, el dominio de trimerizacién es como el que se representa
en SEQ ID N° 3 y esta unido al residuo de aminoacido 513 del dominio F1 de la proteina F del RSV.

En determinadas formas de realizacion, el dominio F1, que puede estar truncado, y el dominio F2 se encuentran unidos
por una secuencia de conexidn, que mas precisamente se halla entre el aminoacido que se encuentra en el extremo C
del dominio F2 y el aminoacido que se encuentra en el extremo N del dominio F1 (que puede estar truncado). En
determinadas formas de realizacidon, la secuencia de conexion (que también puede conocerse como conector)
comprende entre 1 y 10 residuos de aminoacidos, preferiblemente comprende entre 2 y 9 residuos de aminoacidos, mas
preferiblemente comprende entre 3 y 8 residuos de aminoacidos, aun mas preferiblemente comprende entre 4 y 7
residuos de aminoacidos, e incluso mas preferiblemente comprende 5 o 6 residuos de aminoacidos. En la técnica se
conocen numerosos conectores que presentan una conformacion neutra, que pueden resultar Utiles en el contexto de la
presente invencién y que no pueden provocar alteraciones en la conformacion de prefusion de los polipéptidos F del
RSV. En formas de realizacion preferidas, el conector comprende la secuencia de aminoacidos GSGSG (SEQ ID N° 5).

En determinadas formas de realizacion, el dominio F1 y/o el dominio F2 provienen de una cepa A del RSV. En
determinadas formas de realizacion, el dominio F1 y/o el dominio F2 provienen de la cepa A2 del RSV y presentan una
secuencia como la que se representa en SEQ ID N° 1.

En determinadas formas de realizacién, el dominio F1 y/o el dominio F2 provienen de una cepa A del RSV y presentan
una secuencia como la que se representa en SEQ ID N° 69.

En determinadas formas de realizacion, el dominio F1 y/o el dominio F2 provienen de una cepa B del RSV. En
determinadas formas de realizacién, el dominio F1 y/o el dominio F2 provienen de una cepa B del RSV y presentan una
secuencia como la que se representa en SEQ ID N° 2.

En determinadas formas de realizacién, el dominio F1 y el dominio F2 provienen de una misma cepa del RSV. En
determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusion del RSV son polipéptidos quiméricos, es decir,
comprenden un dominio F1 y un dominio F2 que provienen de cepas diferentes del RSV.

En determinadas formas de realizacion, el nivel de expresion de los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con
la invencion es mayor que el que presenta el ectodominio del polipéptido F del RSV salvaje, que carece de mutaciones
(es decir, que carece de la region transmembrana y la region citoplasmatica). En determinadas formas de realizacién, el
nivel de expresion de los polipéptidos de acuerdo con la invencion es al menos 5 veces, y preferiblemente es hasta 10
veces mayor que el de los polipéptidos salvajes. En determinadas formas de realizacion, el nivel de expresion de los
polipéptidos de acuerdo con la invencién es mas de 10 veces mayor que el de los polipéptidos salvajes.

Los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencién son estables, es decir, no adoptan una
conformacion posterior a la fusién en una proporcion significativa cuando se los procesa, por ejemplo, cuando se los
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purifica, cuando se los somete a varios ciclos de congelacion y descongelacion, cuando se los almacena o cuando se
los somete a otros procedimientos.

En determinadas formas de realizacion, cuando se los almacena a 4°C, los polipéptidos F de prefusion del RSV de
acuerdo con la invencion presentan una estabilidad durante el almacenamiento que es superior a la de los polipéptidos
F del RSV que carecen de mutaciones. En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos son estables cuando se
los almacena a 4°C durante al menos 30 dias, preferiblemente durante al menos 60 dias, mas preferiblemente durante
al menos 6 meses, y aun mas preferiblemente durante al menos 1 afo. El término “estables durante el
almacenamiento”, tal como se lo emplea en la presente, aplicado a los polipéptidos de acuerdo con la invencién, hace
referencia a la conservacion de al menos un epitope propio de la conformacién de prefusidn, que puede reaccionar con
el anticuerpo correspondiente (por ejemplo, CR9501), después de un almacenamiento en una solucién (por ejemplo, en
un medio de cultivo apropiado) a 4°C, durante al menos 30 dias, lo cual puede determinarse, por ejemplo, con
cualquiera de los métodos que se describen en los ejemplos 7 y 9. En determinadas formas de realizacion, los
polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencion presentan al menos un epitope propio de la
conformacion de prefusion durante al menos 6 meses, preferiblemente durante al menos 1 afio, cuando se los almacena
a4°C.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusién del RSV de acuerdo con la invencion presentan
una estabilidad ante el calor que es superior a la de los polipéptidos F del RSV que carecen de mutaciones. En
determinadas formas de realizacién, los polipéptidos F de prefusion del RSV son estables durante al menos 30 minutos
cuando se los expone a una temperatura de 55°C, preferiblemente a una temperatura de 58°C, y mas preferiblemente a
una temperatura de 60°C. El término “estables ante el calor’ tal como se lo emplea en la presente, aplicado a los
polipéptidos de acuerdo con la invencidn, hace referencia a la conservacién de al menos un epitope propio de la
conformacion de prefusion después de una exposicidon a una temperatura elevada (es decir, a una temperatura de 55°C
0 mas) durante al menos 30 minutos, lo cual puede determinarse, por ejemplo, con el método que se describe en el
ejemplo 6.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos presentan al menos un epitope propio de la conformacion de
prefusion después de someterlos a entre 1 y 6 ciclos de congelacion y descongelacién en un amortiguador de
formulacion apropiado.

En determinadas formas de realizacién preferidas, los polipéptidos F de prefusiéon del RSV de acuerdo con la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N° 21 a 52 y SEQ ID
N° 71 a 89. En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencion
comprenden una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N° 21 a 52 y SEQ ID
N° 71 a 89.

En el contexto de la presente invencion, las secuencias de nucleétidos se detallan desde el extremo 5’ hasta el extremo
3’, mientras que las secuencias de aminoacidos se detallan desde el extremo N hasta el extremo C, de acuerdo con la
practica habitual en la técnica.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos codificados de acuerdo con la invenciéon también comprenden
una secuencia directriz, que también se conoce en la presente como una secuencia sefial o un péptido sefial, que
corresponde a los aminoacidos 1 a 26 de SEQ ID N° 1, de SEQ ID N° 2 o de SEQ ID N° 69. Se trata de un péptido corto
(que tipicamente tiene una longitud de entre 5 y 30 aminoacidos) que suele estar presente en el extremo N de la mayor
parte de las proteinas que han sido sintetizadas recientemente y que tienen por destino la via de secrecion. En
determinadas formas de realizacion, los polipéptidos de acuerdo con la invencién no comprenden una secuencia
directriz.

En determinadas formas de realizacion, los polipéptidos comprenden una marca de His. Una marca de His o una marca
de polihistidina es un motivo de aminoacidos en las proteinas que consiste en al menos cinco residuos de histidina (H),
que suelen colocarse en el extremo N o C de una proteina y que suelen resultar Utiles para purificarla.

En determinadas formas de realizacién, los polipéptidos no comprenden una marca de His. De acuerdo con la invencién,
se ha demostrado que cuando se eliminan las marcas de His, puede obtenerse un nivel de expresion y una estabilidad
sorprendentemente superiores a los que suelen presentar los polipéptidos que comprenden marcas de His.

En la presente también se proveen moléculas de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos F del RSV de acuerdo
con la invencion.

En formas de realizacion preferidas, las moléculas de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de acuerdo con la
invencion han sido sometidas a una optimizacion a nivel de los codones para poder expresarlas en las células de
mamiferos, y preferiblemente en las células humanas. Se conocen diversos métodos apropiados para poner en practica
la optimizacion a nivel de los codones, que han sido descriptos con anterioridad (por ejemplo, en WO 96/09378). Se
considera que una secuencia ha sido sometida a una optimizacion a nivel de los codones si en ella se ha reemplazado
al menos un codon no preferido propio de la secuencia salvaje por un codén mas preferible. En la presente, un codén no
preferido es un coddn que es usado con menor frecuencia en un organismo que otro coddn que codifica el mismo
aminoacido, y un codén mas preferible es un codén que es usado con mayor frecuencia en un organismo que un codon
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no preferido. La frecuencia del uso de los codones en diversos organismos puede hallarse en tablas publicadas, por
ejemplo, en http://www.kazusa.or.jp/codon. Preferiblemente, se reemplaza mas de un codén no preferido, y mas
preferiblemente se reemplaza la mayoria o la totalidad de los codones no preferidos por codones mas preferibles.
Preferiblemente, cuando se somete una secuencia a una optimizacién a nivel de los codones, se emplean los codones
que son usados con mayor frecuencia en el organismo en cuestion. En general, el reemplazo por codones preferidos da
como resultado un incremento en la expresion.

Aquellos versados en la técnica han de comprender que diversos polinucleétidos y diversas moléculas de acidos
nucleicos pueden codificar polipéptidos idénticos, como resultado de la degeneracion del cédigo genético. Aquellos
versados en la técnica también han de comprender que, mediante el uso de procedimientos de rutina, ha de ser posible
realizar sustituciones a nivel de los nucleétidos que no afecten las secuencias de los polipéptidos codificados por las
moléculas de acidos nucleicos, de manera tal de reflejar el uso de codones del organismo que se emplee como huésped
para expresar los polipéptidos. Por lo tanto, a menos que se indique lo contrario, el término “secuencia de nucledtidos
que codifica una secuencia de aminoacidos” hace referencia a todas las secuencias de nucleétidos que son versiones
degeneradas de las secuencias de referencia y que codifican secuencias de aminoéacidos idénticas. Las secuencias de
nucleodtidos que codifican proteinas o ARN pueden comprender o no intrones.

Las secuencias de acidos nucleicos pueden clonarse con procedimientos convencionales de biologia molecular o
pueden generarse de novo, por medio de procedimientos de sintesis de ADN, los cuales pueden encargarse en
companias establecidas en el ambito de la sintesis del ADN y/o de la clonacion molecular (tales como GeneArt,
GenScripts, Invitrogen o Eurofins).

En la invencion también se proveen vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos como las que se
describieron con anterioridad. En determinadas formas de realizacién, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
invencién forma parte de un vector. Los vectores de este tipo pueden manipularse con facilidad mediante el uso de
métodos bien conocidos por aquellos versados en la técnica, y por ejemplo, pueden disefiarse de manera tal que
puedan replicarse en las células procariotas y/o en las células eucariotas. Por otro lado, numerosos vectores pueden
resultar Utiles para transformar las células eucariotas y han de poder integrarse de manera total o parcial en su genoma,
de modo tal de generar células huésped estables que comprendan los acidos nucleicos deseados en su genoma. El
vector usado podra ser cualquier vector que resulte apropiado para clonar el ADN y que pueda ser util para transcribir
un acido nucleico de interés. Los vectores apropiados para poner en practica la invencion incluyen, por ejemplo, los
adenovectores, tales como Ad26 o Ad35, los alfavirus, los paramixovirus, los virus de la viruela, los virus del herpes y
los vectores retrovirales. Aquellos versados en la técnica han de poder seleccionar los vectores apropiados para poner
en practica la expresion y han de poder insertar las secuencias de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién de una
manera funcional.

Las células huésped que comprenden moléculas de acidos nucleicos que codifican polipéptidos F de prefusion del RSV
también forman parte de la invencion. Los polipéptidos F de prefusion del RSV pueden producirse con procedimientos
relacionados con la recombinacion del ADN, que pueden estar basados en la expresion de las moléculas deseadas en
las células huésped, que por ejemplo, pueden ser células de ovario de hamster chino (CHO), células provenientes de
diversas lineas de tumores, células BHK, células provenientes de diversas lineas de origen humano, tales como las
células HEK293 o las células PER.C6, o células de levadura, células de origen fungico, células provenientes de
insectos, células provenientes de plantas transgénicas o células provenientes de animales transgénicos. En
determinadas formas de realizacién, las células provienen de un organismo multicelular. En determinadas formas de
realizacion, provienen de un animal vertebrado o de un animal invertebrado. En determinadas formas de realizacion, las
células provienen de un mamifero. En determinadas formas de realizacién, las células provienen del ser humano. En
general, para producir una proteina recombinante en una célula huésped, tal como los polipéptidos F de prefusién del
RSV de acuerdo con la invencién, puede introducirse en la célula huésped una molécula de acido nucleico heterdloga
que codifica el polipéptido en cuestién, en un formato que puede expresarse, y puede cultivarse la célula bajo
condiciones apropiadas para expresar la molécula de acido nucleico y para posibilitar la expresion del polipéptido en la
célula. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina y que adopta un formato que puede expresarse puede
tomar la forma de un casete de expresion. En este contexto, los casetes de expresion también suelen comprender otras
secuencias que son necesarias para llevar a cabo la expresion del acido nucleico deseado, como es el caso de los
potenciadores, los promotores o las sefales de poliadenilaciéon, entre otras. Aquellos versados en la técnica han
conocer diversos promotores apropiados para efectuar la expresion de los genes deseados en las células huésped
correspondientes. Los promotores pueden ser constitutivos o pueden estar regulados, y pueden obtenerse a partir de
diversas fuentes, tales como los virus, las células procariotas o las células eucariotas, o pueden disefiarse por medios
artificiales.

Los medios para cultivar las células pueden obtenerse en diversos proveedores comerciales, y la seleccion del medio de
cultivo apropiado ha de realizarse en funcion de la naturaleza de la célula huésped donde se desee expresar la proteina
interés, que en este caso puede ser cualquiera de los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencion.
El medio de cultivo puede comprender o no suero.

El término “molécula de acido nucleico heterdloga” (que puede usarse como sinénimo del término “transgen”) hace
referencia a una molécula de acido nucleico que no se encuentra presente de manera natural en una célula huésped. A
modo de ejemplo, puede introducirsela mediante el uso de un vector, de acuerdo con procedimientos convencionales de
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biologia molecular. Un transgen generalmente esta unido operativamente a secuencias de control que son apropiadas
para efectuar la expresion, lo cual puede ser el resultado de la introduccién de los acidos nucleicos que codifican los uno
0 mas transgenes bajo el control de promotores apropiados y de la adicion eventual de otras secuencias reguladoras.
Ha de ser posible emplear una variedad de promotores conocidos por aquellos versados en la técnica para llevar a cabo
la expresion de los transgenes deseados, como es el caso de los promotores de origen viral, los promotores
provenientes de los mamiferos o los promotores sintéticos, entre otros. A modo de ejemplo no limitativo, un promotor
apropiado para efectuar la expresion en las células eucariotas puede ser un promotor proveniente del CMV (US
5385839), tal como el promotor temprano inmediato del CMV, que puede encontrarse entre los nucleétidos -735 y +95
del gen que codifica el potenciador/promotor temprano inmediato del CMV. Hacia el extremo 5 de los transgenes,
puede haber una sefial de poliadenilacién apropiada, tal como la sefial de poliA de la hormona de crecimiento bovina
(US 5122458). Como alternativa, pueden usarse diversos vectores de expresion de uso habitual en la técnica, que
pueden obtenerse a partir de una variedad de fuentes comerciales, tales como las series de vectores pcDNA o pEF, de
Invitrogen, las series de vectores pMSCV o pTK-Hyg, de BD Sciences, o el vector pCMV-Script, de Stratagene, para
llevar a cabo la expresion recombinante de las proteinas de interés o para obtener otros promotores, otras secuencias
de terminacion, otras secuencias de poliA u otros componentes apropiados.

Las células en un cultivo pueden adoptar cualquier forma apropiada, como es el caso de las células adherentes, en cuyo
caso, por ejemplo, la adhesion puede tener lugar con la superficie del recipiente donde se realiza el cultivo, las células
asociadas a microvehiculos o las células en suspension. La mayoria de los cultivos en suspension a gran escala son
procesos operados en lotes en general o en lotes intermitentes, a causa de su sencillez y su versatilidad. En la
actualidad, se estan empleando con una frecuencia mayor los procesos continuos basados en principios de perfusion,
que también pueden resultar apropiados. Aquellos versados en la técnica también han de conocer medios apropiados
para poner en practica los cultivos, que generalmente pueden obtenerse a partir de proveedores comerciales en
grandes cantidades, o bien pueden elaborarse a medida, de acuerdo con protocolos convencionales. El cultivo puede
llevarse a cabo, por ejemplo, en placas, en botellas o en biorreactores, segun se ha indicado, en operaciones por lotes
en general, en lotes intermitentes o continuas, entre otras posibilidades. Aquellos versados en la técnica han de conocer
las condiciones apropiadas para cultivar las células (véase, por ejemplo, Tissue Culture, Academic Press, editado por
Kruse y Paterson (1973), y R. I. Freshney, Culture of animal cells: A manual of basic technique, cuarta edicién (Wiley-
Liss Inc., 2000, ISBN 0-471-34889-9)).

En la invencién también se proveen composiciones que comprenden un polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo
con la invencion, una molécula de &cido nucleico que lo codifica y/o un vector que comprende un polipéptido o una
molécula de acido nucleico como los que se han mencionado, todos los cuales pueden ser como se los describié con
anterioridad. En particular, en la invencién se proveen composiciones que comprenden un polipéptido F de prefusion del
RSV que comprende un epitope propio de la conformacién de prefusion de la proteina F del RSV, que no puede hallarse
en la conformacion posterior a la fusiéon. En la invenciéon también se proveen composiciones que comprenden una
molécula de acido nucleico y/o un vector que codifica un polipéptido F de prefusion del RSV como los que se describen
en la presente. En la invencion también se proveen composiciones inmunogénicas que comprenden un polipéptido F de
prefusién del RSV de acuerdo con la invencién, una molécula de &cido nucleico que lo codifica y/o un vector que
comprende un polipéptido o una molécula de acido nucleico como los que se han mencionado, todos los cuales pueden
ser como se los describio con anterioridad. En la invencion también se provee el uso de un polipéptido F de prefusion
del RSV estabilizado, de una molécula de acido nucleico que lo codifica y/o de un vector que comprende un polipéptido
0 una molécula de acido nucleico como los que se han mencionado, todos los cuales pueden ser como se los describio
con anterioridad, en la induccién de una respuesta inmune contra la proteina F del RSV en un sujeto. Por otro lado, se
proveen polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencidon, moléculas de acidos nucleicos que los
codifican y/o vectores que comprenden polipéptidos o moléculas de acidos nucleicos como los que se han mencionado,
que pueden ser Utiles para inducir una respuesta inmune contra la proteina F del RSV en un sujeto. Adicionalmente, se
provee el uso de los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencion, de las moléculas de acidos
nucleicos que los codifican y/o de los vectores que comprenden polipéptidos o moléculas de acidos nucleicos como los
que se han mencionado en la manufactura de medicamentos utiles para inducir una respuesta inmune contra la proteina
F del RSV en un sujeto.

Los polipéptidos F de prefusién del RSV de acuerdo con la invencién, las moléculas de acidos nucleicos que los
codifican y/o los vectores que comprenden polipéptidos o moléculas de acidos nucleicos como los que se han
mencionado pueden ser Utiles para prevenir y/o tratar las infecciones del RSV. En determinadas formas de realizacién,
la prevencion y/o el tratamiento pueden ponerse en practica en grupos de pacientes susceptibles a las infecciones del
RSV. Entre los ejemplos no limitativos de los grupos de pacientes que pueden ser tratados de acuerdo con la invencion,
pueden mencionarse los pacientes de edad avanzada (lo que abarca, por ejemplo, una edad de 50 afios 0 mas o una
edad de 60 afos o mas, y preferiblemente una edad de 65 afios o mas), los pacientes jovenes (lo que abarca, por
ejemplo, una edad de 5 afios 0 menos o una edad de 1 afio 0 menos), los pacientes hospitalizados y los pacientes que
ya han sido tratados con un compuesto antiviral pero que no han desarrollado una respuesta apropiada.

A modo de ejemplo, los polipéptidos F de prefusion del RSV de acuerdo con la invencion, las moléculas de acidos
nucleicos que los codifican y/o los vectores que comprenden polipéptidos o moléculas de acidos nucleicos como los que
se han mencionado pueden usarse de manera individual para tratar y/o prevenir una enfermedad o una afeccién
provocada por el RSV, o bien pueden usarse en combinacién con otros compuestos apropiados para poner en practica
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un protocolo profilactico y/o terapéutico, como es el caso de las vacunas, los agentes antivirales y/o los anticuerpos
monoclonales (existentes o futuros).

El término “cantidad eficaz para el uso terapéutico” hace referencia a una cantidad de un polipéptido F de prefusién del
RSV de acuerdo con la invencion, de una molécula de &cido nucleico que lo codifica y/o de un vector que comprende un
polipéptido o una molécula de acido nucleico como los que se han mencionado que es eficaz para prevenir, mejorar y/o
tratar una enfermedad o una afeccion asociada a una infeccion del RSV. La prevencion puede estar relacionada con la
inhibicion o la disminucion de la dispersion RSV o con la inhibicion o la demora del inicio, el desarrollo o el progreso de
uno o mas de los sintomas propios de una infeccidon de la RSV. La mejora puede estar relacionada con la disminucion
de los sintomas visibles o perceptibles de una enfermedad, de la viremia o de cualquier otra manifestacion mensurable.

Para poner en practica la administracion en los sujetos que lo necesitan, que pueden ser pacientes humanos, en el
contexto de la invencidon pueden emplearse composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido F de
prefusién del RSV de acuerdo con la invencién, una molécula de &cido nucleico que lo codifica y/o un vector que
comprende un polipéptido o una molécula de acido nucleico como los que se han mencionado, asi como un vehiculo o
un excipiente farmacéuticamente aceptable. En este contexto, el término “farmacéuticamente aceptable” denota que el
vehiculo o el excipiente, en las dosis y las concentraciones que se empleen, no daran como resultado efectos
indeseables o dafiinos en los sujetos que los reciban. Los vehiculos y los excipientes farmacéuticamente aceptables son
bien conocidos en la técnica (véase Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, editado por A. R. Gennaro,
Mack Publishing Company (1990), Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins, editado por S.
Frokjaer y L. Hovgaard, Taylor & Francis (2000), y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 32 edicion, editado por A.
Kibbe, Pharmaceutical Press (2000)). Los polipéptidos F del RSV o las moléculas de acidos nucleicos que los codifican
preferiblemente se formulan y se administran en forma de soluciones estériles, aunque también pueden emplearse
preparaciones liofilizadas. Las soluciones estériles suelen prepararse sobre la base de una filtracién bajo condiciones
estériles o con otros métodos conocidos en la técnica. Posteriormente, las soluciones pueden liofilizarse o colocarse en
recipientes apropiados. El pH de estas soluciones generalmente se encuentra en el rango de entre 3.0 y 9.5, por
ejemplo, entre 5.0 y 7.5. Los polipéptidos F del RSV tipicamente se administran en forma de soluciones que
comprenden amortiguadores farmacéuticamente aceptables, y que también pueden comprender sales o agentes
estabilizadores como la albumina. En determinadas formas de realizacion, se agrega un detergente. En determinadas
formas de realizacion, los polipéptidos F del RSV pueden formularse en preparaciones inyectables.

En determinadas formas de realizacion, una composicion de acuerdo con la invencion también comprende uno o mas
coadyuvantes. En este contexto, los coadyuvantes son sustancias conocidas en la técnica que resultan utiles para
potenciar la respuesta inmune contra un determinante antigénico en particular. Los “coadyuvante” y “estimulante
inmune” se emplean como sindénimos en la presente y hacen referencia a una o mas sustancias que son utiles para
estimular el sistema inmune, por lo que, de acuerdo con la invencion, un coadyuvante puede ser Util para potenciar la
respuesta inmune contra los polipéptidos F del RSV de acuerdo con la invencidon. Entre los ejemplos de los
coadyuvantes apropiados para poner en practica la invencién, pueden mencionarse las sales de aluminio, tales como el
hidroxido de aluminio y/o el fosfato de aluminio, las composiciones del tipo de las emulsiones oleosas (que también se
conocen como emulsiones de aceite en agua), que abarcan las emulsiones de escualeno en agua, tales como MF59
(véase, por ejemplo, WO 90/14837), las formulaciones de saponina, tales como QS21 o los complejos de
inmunoestimulacion (ISCOMS; véase, por ejemplo, US 5057540, WO 90/03184, WO 96/11711, WO 2004/004762 o WO
2005/002620), los derivados de origen bacteriano o microbiano, tales como el lipido de monofosforilo A (MPL), el MPL
3-O-desacilado (3dMPL), los oligonucleétidos que comprenden motivos de CpG, las toxinas bacterianas que pueden
ribosilar el ADP o sus variantes mutadas, tales como la enterotoxina labil ante el calor LT de E. coli o la toxina CT del
colera y las proteinas de origen eucariota (como es el caso de los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos, que
pueden estar dirigidos contra antigenos especificos o contra componentes como CD1a, CD3, CD7 o CD80, o los
ligandos de receptores especificos, tales como CD40L, GMCSF o GCSF), que pueden ser utiles para estimular una
respuesta inmune cuando interactian con las células receptoras. En determinadas formas de realizacion, las
composiciones de acuerdo con la invencion comprenden aluminio como coadyuvante, por ejemplo, en forma de
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, fosfato de potasio y aluminio o cualquier combinacién de éstos, en una
cantidad de entre 0.05 y 5 mg por dosis, por ejemplo, de entre 0.075 y 1.0 mg por dosis.

Los polipéptidos F de prefusion del RSV también pueden administrarse en combinacién con nanoparticulas o
conjugados con nanoparticulas, en cuyo caso pueden tomar la forma de polimeros, de liposomas, de virosomas o de
particulas similares a los virus, entre otras posibilidades. Los polipéptidos F de prefusién pueden combinarse con las
nanoparticulas, pueden encapsularse en las nanoparticulas o pueden conjugarse con las nanoparticulas en presencia o
ausencia de coadyuvantes. La encapsulacién en liposomas se describe, por ejemplo, en US 4235877. La conjugacioén
con macromoléculas se describe, por ejemplo, en US 4372945 y en US 4474757.

En otras formas de realizacién, las composiciones no comprenden coadyuvantes.

En determinadas formas de realizacion, en la invencion se proveen métodos apropiados para elaborar vacunas contra el
virus sincicial respiratorio (RSV), que comprenden proveer una composicién de acuerdo con la invencién y formularla de
una manera farmacéuticamente aceptable. El término “vacuna” hace referencia a un agente o una composicién que
comprende un componente activo que es eficaz para conferirle a un sujeto un grado de inmunidad determinado ante un
patégeno o una enfermedad en particular, que puede dar como resultado minimo una disminucién en la severidad, la
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duracion u otras caracteristicas de los sintomas asociados a la infecciéon provocada por el patégeno en cuestion o
asociados a la enfermedad que se desea tratar (lo cual puede abarcar una anulacién completa de los sintomas). En el
contexto de la presente invencion, una vacuna comprende una cantidad eficaz de un polipéptido F de prefusiéon del RSV
de acuerdo con la invencion, de una molécula de acido nucleico que lo codifica y/o de un vector que comprende un
polipéptido o una molécula de acido nucleico como los que se han mencionado, que es util para estimular una respuesta
inmune contra la proteina F del RSV. De esta manera, puede proveerse un método util para prevenir las enfermedades
severas en la porcioén inferior del tracto respiratorio, que pueden dar como resultado una hospitalizacién, para disminuir
la frecuencia de las complicaciones de las infecciones del RSV, tales como la neumonia o la bronquiolitis, o para
mermar la capacidad de replicacion del RSV en los sujetos. Por otra parte, el término “vacuna”, tal como se lo emplea
en la presente, hace referencia a una composiciéon farmacéutica que tipicamente comprende al menos un diluyente, un
vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptable, y que puede comprender ingredientes activos adicionales. En
determinadas formas de realizaciéon, puede tratarse de una vacuna combinada, que puede comprender otros
componentes apropiados para inducir una respuesta inmune, por ejemplo, contra otras proteinas del RSV y/o contra
otros agentes infecciosos. A modo de ejemplo, la administracién de los componentes activos adicionales puede
realizarse por separado o de manera simultanea, mediante el uso de productos combinados.

Las composiciones pueden administrarse a sujetos como los pacientes humanos. La dosis total de los polipéptidos F del
RSV en una composicion que puede administrarse en una sola ocasién puede ser, por ejemplo, de entre
aproximadamente 0.01 ug y aproximadamente 10 mg, de entre aproximadamente 1 ug y aproximadamente 1 mg o de
entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 100 pg. Aquellos versados en la técnica han de saber como
determinar la dosis recomendable, sobre la base de procedimientos experimentales de rutina.

La administracién de las composiciones de acuerdo con la invencidn puede efectuarse a través de una variedad de vias
convencionales, entre las que puede mencionarse a modo de ejemplo no limitativo la administracién parenteral, que
abarca la administracién intradérmica, la administracion intramuscular, la administracion subcutanea, la administracion
transcutanea y la administracion a través de las mucosas, como es el caso de la administracion intranasal o la
administracion oral. En una forma de realizacion, una composicion se administra por medio de una inyeccion
intramuscular. Aquellos versados en la técnica han de conocer diversos medios para administrar una composicién, por
ejemplo, mediante el uso de una vacuna, con el propésito de inducir una respuesta inmune contra uno o mas antigenos.

En el contexto de la presente invencion, un sujeto preferiblemente es un mamifero, tal como un roedor, por ejemplo, un
raton o una rata, un primate no humano o un ser humano. Preferiblemente, el sujeto es un sujeto humano.

Los polipéptidos, las moléculas de acidos nucleicos, los vectores y/o las composiciones de acuerdo con la invencion
también pueden administrarse a través de vacunaciones iniciales o de refuerzo, en regimenes homdlogos o heterélogos.
Si se emplea una vacunacioén de refuerzo, la aplicacion tipicamente se realiza entre una semana y un afio después de la
administracion de la composicion inicial (que puede conocerse como la “vacunacion inicial”), y preferiblemente se realiza
entre dos semanas y cuatro meses después de la vacunacion inicial. En determinadas formas de realizacion, se recurre
a una administracion inicial y a al menos una administracion de refuerzo.

Por otro lado, los polipéptidos de acuerdo con la invenciéon pueden usarse como herramientas de diagndstico, por
ejemplo, para analizar el estado del sistema inmune de un individuo, para lo cual puede comprobarse si hay anticuerpos
que pueden unirse a los polipéptidos de acuerdo con la invencion en el suero de dicho individuo. En este contexto, la
invenciéon también se relaciona con un método de diagnodstico in vitro que es Util para detectar la presencia de una
infeccion del RSV en un paciente, que comprende (a) poner en contacto una muestra bioldgica proveniente del paciente
con un polipéptido de acuerdo con la invencién y (b) detectar la presencia de complejos compuestos por el anticuerpo y
el polipéptido.

Ejemplos
EJEMPLO 1
Preparacion de polipéptidos F de prefusion del RSV estables: conectores y dominios de trimerizacion

En la investigacion que condujo a la presente invencién, se disefiaron variantes estabilizadas de la proteina F de
prefusidon soluble (sF) por estabilizacién de las dos regiones principales que inician el replegamiento. La primera
estrategia fue detener al péptido de fusion en su posicion y evitar que fuera liberado de la region de cabeza por fijacion y
union de los dominios F1-F2 mediante un bucle corto. Se puede impedir la liberacién del péptido de fusion
reestableciendo una unién covalente entre el extremo N-terminal de F1 y el extremo C-terminal de F2. Segun se
muestra en este ejemplo, se probaron varios conectores diferentes. La insercion de un bucle de 5 aminoacidos entre F1
y F2, que comprende en particular la secuencia de aminoacidos GSGSG (SEQ ID N°: 5), era la mas exitosa. Este
conector se disefié basado en las distancias medidas en un modelo de homologia 3D que fue generado para el tipo A2
de RSV-F basado en la alineacién de secuencias con la secuencia F del tipo 5 de parainfluenza cuya estructura 3D ya
fue publicada (Yin et. al., 2006).
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ACO83301HRSVAZref
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FUS_HRSVIB

ACO83301HRSVA2ref

ARR4TBBLPIVS
FUS_HRSV1B

ACO83301HRSVA2ref

AAR4T7881PIVS
FUS_HRSV1B

ACO83301HRSVAZref

AAR47881PIVS
FUS_HRSV1B

ACO83301HRSVAZref
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------------- MGTIIQFLVVSCLLAGAGSLDPAALMOQIGVIPTNVRQLMYYTEASSA
—————— MELLIHRSSAIFLTLAVNALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYT

—————— MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYT

. %k * . - . * - .

FIVVKLMPTIDSPISGCNI--TSISSYNATVIKLLQPIGENLETIRNQLIP--TRRRRR-
SVITIELSNIKET--KCNGTDTKVELIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAAINNRARREAP

SVITIELSNIKKN--KCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATHNNRARRELP

* * %k - . . - * - . * . . * %k

----------------- FAGVVIGLAALGVATAAQVTAAVALVKANENAAATILNLENAIQ
QYMNYTINTTKNLNVSISKKRERRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALL

RFMNYTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVINKIKSALL

- . . .. .k . * - e sk ke

KTNAAVADVVQATQSLGTAVQAVQDHINSVVSPAITAANCKAQDAIIGSILNLYLTELTT
STNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY INNRLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQOMNSRLLE
STNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLENYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLE
NS L U R S T T - B TR S RSP HH o ¥

IFHNQITNP-ALSPITIQALRILLGSTLPTVVEKSFNTQISAAELLSSGLLTGQIVGLDL
ITREFSVNAGVTTPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSHVQIVRQQSYSIMSII

ITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITHNDQKELMSHNVQIVRQQSYSIMSII

* . . * ke . * ke - - . . - - - .

TYMOQMVIKIELPTLTVQPATQIIDLATISAFI--NNQEVMAQL--PTRVMVTG--SLIQA
KEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWELHTSPLCTTNIKEGSHNICLTRTDRGWYCDNAGSVSEFE

KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSEF

ke * - .. . - * .

YPASQCTITPNTVYCRYNDAQVLSDDTMACLQGN---LTRCTFSPVVGSFLTREVLEFDGIL
PQADTCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLG-

PQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLG-

* * . * ke k - . * - * * . . - *
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AAR4TBB1PIVS VYANCRS-MLCKCMQPAAVILQPSSSPVTVIDMYKCVSLQLDNLRFTITQLANVTYNSTI
FUS_HRSVIB AIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSHNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLYVKG
ACO83301HRSVA2ref AIVSCYGKTECTASHNENRGI IKTFSHNGCDYVSHEGVDTVSVGNTLYYVNEQEGESLYVEG
e hif R e HHE L HIH HHINE s
AAR4TB81PIVS KLESS--QILSIDPLDISQNLAAVNKSLSDALQHLAQSDTYLSAITSATTTS--VLSIIA
FUS_HRSV1B EPIINYYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLHNVNTGKSTTNIMITTII
ACO83301HRSVA2ref EPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTII
it ezt b = =S RS 1 i et oot e T2 b= et 0 0= 8= SH = s s T =t =i
AAR4TB81PIVS ICLGSLGLILIILLSVVVWKLLTIVVANRNRMENFVYHK---------—-—-—-—-————————
FUS_HRSV1B IVIIVVLLSLIAIGLLLYCKAKNTPVTLSKDQLSGINNIAFSK-——==========————
ACO83301HRSVA2ref IVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSH----—-—-—-—-—-——-————-—

* - - %  kk . . . * * .

Alineacion entre la secuencia F de los tipos A y B del HRSV con la secuencia PIV5 (secuencia superior) que se uso para
la construccién del modelo de homologia de prefusién de RSV-F

La otra regién inestable es la segunda region de repeticion de heptada (HRB) que forma la regién de tallo helicoidal
trimérica en la proteina F de prefusién. La supresion del dominio transmembrana (TM) en la proteina F soluble
desestabiliza aun mas a esta region, que se compensd por la adicion de diferentes dominios de trimerizacion
heterdlogos. El ectodominio de RSV-F maduro completamente procesado se fusioné por el extremo C-terminal a
diferentes dominios de trimerizacién y en distintas posiciones (es decir, el dominio F1 se truncé en diferentes residuos
de aminoacidos).

Se obtuvieron varias construcciones basado en las cepas A2 o B1 del RSV. Se ligaron diferentes dominios de
trimerizacion al dominio F1 del RSV, que se truncé en diferentes posiciones. Los dominios de trimerizacién que fueron
evaluados incluyeron el motivo de Fibritina (que comprende la secuencia de aminoacidos:
GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID N°: 4), y el motivo “Fibritina largo”, un dominio de Fibritina mas largo,
extendido por el extremo N-terminal que incluye sus regiones helocoidales naturales (que comprenden la secuencia de
aminoacidos: SSLQGDVQALQEAGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID N°: 6), que se agregaron al dominio
F1 del RSV en marco (en registro) con la repeticiéon de heptada presumible de la regiéon HRB.

Otras construcciones que se elaboraron comprendieron los bucles superenrollados triméricos helicoidales ideales de
heptada o los dominios de cierre de isoleucina (I1Z) (Suzuki et al., Protein Engineering 11: 1051-1055 (1998)), que
comprenden la secuencia de aminoéacidos: IEAIEKK (SEQ ID N°: 7). De acuerdo con la invencion, se usaron diferentes
dominios 1Z, conocidos como cierre de isoleucina (L), que comprenden la secuencia de aminoacidos:
(NEKKIEAIEKKIEAIEKKIEAIEAIEKKIEA (SEQ ID N°: 8) y el cierre de isoleucina (S), que comprende la secuencia de
aminoacidos EKKIEAIEKKIEAIEKKIEA (SEQ ID N°: 3).

Estos dominios 1Z son comparables en cuanto a estructura a GCN4, pero sin embargo, los dominios IZ no son
secuencias naturales sino que fueron disefiadas para que sean dominios Optimos de trimerizacién y por ello mas
estables.

Se obtuvieron otras construcciones con otros dominios de trimerizacién conocidos:

GCN4ll

EDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGEA (SEQ ID N°: 9)

GCN4ll optimizada

EDKVEELLSKIYHIENRIARIEKLVGEA (SEQ ID N°: 10)

Matrilina -1 (version larga)
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EEDPCECKSIVKFQTKVEELINTLQQKLEAVAKRIEALENKII (SEQ ID N°: 11)
Matrillina- 1 version corta que solamente contiene un dominio de cierre:
EELINTLQQKLEAVAKRIEALENKII (SEQ ID N°: 12)

Se obtuvieron las siguientes construcciones:

La construccion F18 comprendia el dominio de trimerizacién de Fibritina (SEQ ID N°: 4) unido al residuo de aminoacido
513 del dominio F1.

La construccion F19 comprendia el dominio de trimerizaciéon de Fibritina (SEQ ID N°: 4) unido al residuo de aminoacido
499 del dominio F1.

La construccion F20 comprendia el dominio de cierre de isoleucina (L) (SEQ ID N°: 8) unido al residuo de aminoacido
516 del dominio F1 y que comprende modificaciones adicionales en HRB para optimizar la naturaleza hidrofébica de las
posiciones de heptada y facilita la fusién en-marco con el dominio IZ.

La construccion F21 también comprendia el dominio de cierre de isoleucina (L) (SEQ ID N°: 8), pero unido al residuo de
aminoacido 501 del dominio F1 y sin modificaciones adicional en la region HRB.

La construccion F22 comprendia el dominio de cierre de isoleucina (L) (SEQ ID N°: 8) unido al residuo de aminoacido
495 del dominio F1 y que comprende modificaciones adicionales en HRB.

La construccion F23 comprendia el dominio de cierre de isoleucina (S) (SEQ ID N°: 3) unido al residuo de aminoacido
495,

La construccion F46 también comprendia al dominio de cierre de isoleucina (S) (SEQ ID N°: 3) pero unido a un
ectodominio RSV-F mas largo, es decir el dominio F1 se truncé después del residuo de aminoacido 513. Todas las
construcciones comprendieron una marca HIS.

Las construcciones fueron evaluadas por los niveles de expresion, la estabilidad al almacenamiento y la unién al
anticuerpo con el anticuerpo CR9501. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de las cadenas pesada
y liviana, y de las CDR de las cadenas pesada vy liviana de este anticuerpo se muestran mas adelante. EIl CR9501
comprende las regiones de unién de los anticuerpos designados 58C5 en W02012/006596.

Las construcciones fueron sintetizadas y sus codones optimizados en Gene Art (Life Technologies, Carlsbad, CA). Las
construcciones se clonaron en el pPCDNA2004 o fueron generadas mediante métodos estandar ampliamente conocidos
en el campo que comprende mutagénesis dirigida al sitio y PCR y luego se secuenciaron. La plataforma de expresion
utilizada eran las células 293Freestyle (Life Technologies). Las células fueron transfectadas transitoriamente usando
293Fectin (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del proveedor y se cultivaron durante 5 dias a 370C y
10% de CO2. Se cosecho el sobrenadante del cultivo y se centrifugd por 5 min a 300 g para separar células y desechos
celulares. A continuacion, el sobrenadante centrifugado se filtré bajo condiciones estériles usando un filtro de vacio de
0.22 um y se guardd a 40C hasta el momento del uso.

Los sobrenadantes del dia 5 fueron evaluados por la expresion de la proteina F por transferencia Western usando el
anticuerpo monoclonal CR9503, que comprende las regiones variables de las cadenas pesada y liviana del anticuerpo
de RSV F Motavizumab (conocido como CR9503). Se evaluaron los niveles de expresion aproximados de las
construcciones de la proteina F de prefusion del RSV usando el CR9503, un anticuerpo secundario conjugado al anti-IR-
colorante humano (Li-Cor, Lincoln, NE) o un anti-lgG humano conjugado a HRP de raton (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA). Después se estimaron las cantidades de proteina usando una serie de dilucion de la proteina RSV
estandar purificada, ya sea visualmente o usando el sistema de obtencion de imagenes infrarrojas Odyssey CLx. Como
alternativa, se usé Quantitative Octet (BioLayer Interferometry) para medir la concentracion de la proteina en los
sobrenadantes. Para evaluar la estabilidad de la construccion y para identificar los efectos estabilizantes positivos o
negativos de los motivos de trimerizacion introducidos, las construcciones capaces de unirse al CR9501 fueron tratadas
en un rango de temperaturas de 45-65 °C durante 30 minutos para evaluar la estabilidad del epitope de CR9501. Este
procedimiento se describe con detalle en el Ejemplo 8. Los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1.Expresion y estabilidad de las construcciones de RSV F con diferentes motivos de trimerizacion

Descripcion Estabilidad*
Proteina del Motivo de Punto de Expresion
RSV trimerizacion Modificaciones terminacion (ug/ml)
F18 Fibritina Ninguna 513 2 inestable
F19 Fibritina Ninguna 499 0 ND
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Cierre de isoleucina
F20 (L) 502 509 516 lle 516 0 ND

Cierre de isoleucina
F21 (L) Ninguna 501 0 ND

Cierre de isoleucina
F22 (L) K483E + E488K 495 0 ND

Cierre de isoleucina
F23 (S) Ninguna 495 0.31 estable

Cierre de isoleucina
F46 (S) Ninguna 513 No se expreso ND

*La estabilidad se define como se describe en el Ejemplo 7; ND: No determinado

1 Nivel de expresién determinado por transferencia Western como se describe en el Ejemplo 1.

Segun se puede observar en la Tabla 1, las Unicas construcciones que se expresaron fueron las variantes de Fibritina
(F18) y F23. Aunque F18 era trimérica y mostraba expresion, era inestable cuando se almacenaba a 4 °C. Por el
contrario, F23 era estable a 4 °C, se unia a los anticuerpos especificos de prefusién, pero aparentemente era
monomeérica. Por ello se usaron ambas variantes, F18 y F23, para optimizar tanto la estabilidad como la trimerizacion.

A continuacién, se obtuvieron varias construcciones en las cuales el péptido de fusion por el extremo N-terminal de F1
se fijo por fusion al extremo C-terminal del dominio F2. Todas las construcciones comprendieron una marca His.

Se elaboraron varias construcciones, incluyendo construcciones en las cuales ambos sitios de clivaje de furina se
habian mutado dando como resultado una proteina F soluble que aun contenia al péptido p27 (es decir, F12, F15.1 y
F17). En otras construcciones, se reemplazé la regién de 27 residuos (bucle P27) que es clivado del precursor FO por
un bucle alternativo cerrado o secuencia de union: ya sea por reemplazo de la region de RSV-F por la regién ‘homoéloga’
de PIV-5 F, la proteina F de prefusion que se habia producido y cristalizado exitosamente (F25) o por reemplazo de la
regiéon por un bucle minimo (GS)n que formaria un puente entre los extremos de F2 y F1 (F24) o por reemplazo de la
region por la regién conservada central de RSV-G (F26). La modelacién de homologia de RSV-F basado en PIV-5 y las
mediciones in silico dieron como resultado la eleccion de un bucle minimo de 5 residuos de aminoacidos entre los
residuos 108 y 136. Como conectores, se eligieron los residuos Gly (G) y Ser (S) que son flexibles y polares y que
tienen una mayor probabilidad de adaptarse (F24). Adicionalmente, se muté F137 por S porque las modificaciones
locales causadas por el bucle podrian desplazar la F hidrofébica y causar inestabilidades. Esto se muestra a
continuacion. Ademas, se muta R106 por Q y se reemplazan 27 residuos (109-135) por GSGSG.

PAANNRARREAPQYMNYTINTTKNLNVSISKKRKRR;,FLGELLGVG

PAANNQAR GSGSGR;136SLGELLGVG

Segun se muestra en la Tabla 2, todas las variantes no mostraron expresion, o una expresiéon muy baja, excepto por la
variante con el bucle corto GSGSG (F24) que mostré una expresion mucho mayor (44 ug/ml) en comparaciéon con la
construccion F del RSV de tipo salvaje, es decir una construccién similar, sin dicho conector (F11). Sin embargo, F24
que era trimérica, era inestable al almacenamiento al igual que todas las demas variantes con un motivo de
trimerizacion de Fibritina C-terminal. Todas las variantes contenian una marca HIS.

Tabla 2.Expresion y estabilidad de las construcciones de RSV F con diferentes conectores de F1-F2

Descripcion
Expr.
Proteina | Variant| Motivo de Punto de
del RSV e trimerizacion | Conector F1, F2 | Modificaciones | terminaciéon | (ug/ml) | Estabilidad*
F11 B1 No contiene No contiene Ninguna 513 2.5 estable
F18 B1 Fibritina No contiene Ninguna 513 2 inestable
KO del sitio de
F12 B1 Fibritina p27 furina 513 0.1 inestable
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KO del sitio de
F15.1 B1 No contiene p27 furina 525 0.5 ND
KO del sitio de
F17 A2 Fibritina p27 furina 513 0 ND
F24 B1 Fibritina Q__GSGSG_S Ninguna 513 44 inestable
F25 B1 Fibritina PIV Ninguna 513 0 ND
F26 B1 Fibritina GCR Ninguna 513 0 ND

*La estabilidad se define como se describe en el Ejemplo 7. El nivel de expresion se determina como se describe en el
Ejemplo 1.

A continuacion, se combinaron las modificaciones mas favorables para hallar los polipéptidos F de prefusion optimos.
Se efectuaron combinaciones de variantes con el bucle GSGSG, el truncamiento C-terminal de F1 y la adicién de ya sea
el motivo de Fibritina (SEQ ID N°: 4) o el motivo de cierre de isoleucina (S) (SEQ ID N°: 3) (véase la Tabla 3).

Tabla 3.Expresion y estabilidad de las construcciones de RSV F con las combinaciones de optimizaciones de acuerdo
conlas Tablas 1y 2.

Estabilidad del epitope de
Descripcion CR9501)
Proteina Punto de Conector F1, Calor
del RSV | Variante | terminacion | Motivo de trimerizacion F2 (ug/ml)| (oC) |Almacenamiento
F11 B1 513 No contiene No contiene 25 48 Estable
F23 B1 495 Cierre de isoleucina (S) | No contiene 0.3 ND Estable
F24 B1 513 Fibritina Q__GSGSG_S| 44 51 Inestable
F45 B1 495 Fibritina No contiene 0 ND ND
F44 B1 495 Fibritina Q__GSGSG_S 0 ND ND
F49 B1 495 No contiene No contiene 2 ND Estable
F50 A2 495 No contiene No contiene 2 ND Estable
F43 B1 495 Cierre de isoleucina (S) |Q__GSGSG_S| 0.4 53 Estable
F47 A2 495 Cierre de isoleucina (S) |Q__GSGSG_S 5 52 Estable
F56 B1 513 Cierre de isoleucina (S) |Q__GSGSG_S| 04 ND Estable
F46 B1 513 Cierre de isoleucina (S) | No contiene 0 ND inestable
F42 B1 513 No contiene Q__GSGSG_S| 20 54 Estable
F57 A2 513 No contiene Q__GSGSG_S| 2-10 54 Estable

ND significa no determinado

*La estabilidad al almacenamiento determinada como en el Ejemplo 7. *La estabilidad al calor determinada como en el
Ejemplo 8. El nivel de expresion se determind por transferencia Western (descrito en el Ejemplo 1).

La adicion del bucle GSGSG siempre aumento la expresion de las construcciones funcionales asi como la estabilidad al
calor de la proteina. La combinacién del bucle GSGSG con la F truncada y el motivo de cierre de isoleucina (S) (F43,
F47) mostré una buena expresion, estabilidad al calor y una buena estabilidad al almacenamiento a 4 °C. Sin embargo,
estas variantes adn eran monoméricas. EI motivo de trimerizacion de cierre de isoleucina (S) mostré6 una mayor
expresion con la variante F que era F truncada en el extremo C-terminal en la posiciéon 495 (comparese F43 con F56 y
F23 con F46). Por el contrario, en el caso de las variantes con el dominio de trimerizacion de Fibritina, un truncamiento
en la posicion 513 mostré una expresion elevada en comparacion con el truncamiento en la posicion 495 que no mostrd
expresion (comparese F24 con F44).
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HIS para la variante de Fibritina y de cierre de isoleucina (S) (Table 4).

Tabla 4. Expresion y estabilidad de las construcciones RSV F con y sin una marca HIS

Proteina
del Punto de | Expresion
Motivo de termi- % de trimer-| Calor | Almace-
RSV | Variante | trimerizacién |Conector F1, F2| nacion ug/ml izacion (oC) | namiento |[Marcas
Trimérico Marca
F24 B1 Fibritina Q_GSGSG_S| 513 44 (SEC) 51 inestable | HIS
No
100% contien
F24- B1 Fibritina Q__GSGSG_S| 513 55 (Nativa) ND inestable e
Cierre de 0% Marca
F47 A2 isoleucina (S)| Q__GSGSG_S| 495 5 (Odyssey) 52 estable HIS
No
Cierre de 2-5% contien
F47- A2 isoleucina (S)| Q__GSGSG_S| 495 10 (Odyssey) 53 estable e
No
Trimérica contien
A2_F24 A2 Fibritina Q_GSGSG_S| 513 53 (Nativa) 48.75 | inestable e

*La estabilidad al almacenamiento determinada como se describe en el Ejemplo 7; la estabilidad al calor determinada

como se describe en el Ejemplo 8; ND: no determinado.

Notablemente, la supresion de la marca HIS aumenté la expresion en F47. Alan mas, en F47 aumentd ligeramente el

contenido trimérico y en F24 solamente aumenté moderadamente el nivel de expresion.

A continuacioén, se evaluaron varios dominios de trimerizacién y truncamientos alternativos en combinacion con la
variante F con el bucle GSGSG estabilizada (F47) (véase la Tabla 5). Todas las variantes tienen un bucle GSGSG y

contienen una marca HIS.

Tabla 5.Expresion y estabilidad de variantes RSV F con dominios de trimerizacion alternativos

Union al
Descripcion anticuerpo
Protein Expresion
a del Motivo de Modi- Punto de % de
RSV | Variante | trimerizacion ficaciones | terminacion | (ug/ml) | trimerizacion [CR9501| CR9503
Cierre de
F47 A2 isoleucina (S) No contiene 495 5 0% + +
Cierre de
P1 B1 isoleucina (S) S502T 502 3.5 0% + +
trimeros y
Mat1 A2 Matrillina larga No contiene 520 12 hexameros - +
Mat2 A2 Matrillina corta No contiene 516 0 ND - -
Mat3 A2 Matrillina corta No contiene 495 1.5 ND - -
opt
GCN
GCN4lI
A2 optimizado No contiene 516 0 ND - -
opt
GCN+L GCN4lI
512K A2 optimizado L512K 516 1 ND + -
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La union al anticuerpo se define como la unién el dia de la cosecha (como se describe en el Ejemplo 7;
+ indica que hay unién; - indica que no hay union.
El nivel de expresion se determina como se describe en el Ejemplo 1.ND: no determinado

Se encontré que solamente el dominio matrillina 1 (Dames-SA et. al., Nat. Struc. Biol., 5(8), 1998) que contiene al
dominio de cierre N-terminal y la parte C-terminal con los residuos de cisteina que potencialmente pueden formar
puentes disulfuro intertriméricos, permite niveles de expresion mayores que F47 (Tabla 5, Matrillina larga). Aun mas, la
variante con el motivo de trimerizacion de Matrillina larga presenta proteinas F triméricas. Sin embargo, el product no se
unié al Mab CR9501 especifico de prefusion y también mostré especies hexaméricas lo cual hace que el dominio de
trimerizacion de Matrillina 1 no sea adecuado para la produccion de la proteina F trimérica nativa. Ninguno de los
motivos de cierre basados en matrillina o basados en GCN4Il mostré una mayor expresion o estabilidad con relacion a
F47 (Tabla 5, Matrillina corta, GCN4Il optimizado). Nuevamente, el truncamiento en 495 da como resultado niveles de
expresion mas altos. La adicion de un motivo GCN4 que contenia una secuencia de disparo optimizada no mostré
expresion.

El GCN4 |l es un dominio de trimerizacién que se usa con éxito para estabilizar el trimero de prefusion del tipo 5 de
parainfluenza (Yin et al., Nature 439: 38-44, 2006) y también fue evaluado por otros para estabilizar la F de prefusion del
RSV (como se divulga, por ejemplo, en W02010/149743, W0O2010/14975, W02009/079796, W0O2010/158613). El
dominio de trimerizacion GCN4ll se evalué y compard con las construcciones que contienen al dominio de cierre de
isoleucina (S) (SEQ ID N°: 3) o al dominio de Fibritina (SEQ ID N°: 4) (los resultados se muestran en la Tabla 6). Estas
variantes también se compararon con otras modificaciones, es decir un conector corto basado en una sola Lisina y la
mutacion L512K. Todas las variantes contenian una marca HIS.

Tabla 6.Expresion y estabilidad de las variantes RSV F con reemplazo de GCN4ll, L512K y p27 replacement (un solo
conector de aminoacido (K) entre F1 y F2)

Descripcion
Estabilidad
Proteina Motivo de Modifi- Pl:g:%_de EXpr Calor Almacena-
del RSV | Variante | trimerizacion Conector F1, F2 caciones inacion | (ug/ml) | (oC) miento*
F18 B1 Fibritina No contiene No contiene 513 2 ND | inestable
F24 B1 Fibritina Q__GSGSG_S | No contiene 513 44 51 inestable
Cierre de
F43 B1 isoleucina (S) Q__GSGSG_S | No contiene 495 0.4 53 estable
Cierre de
P1 B1 isoleucina (S) Q__GSGSG_S S502T 502 3.5 54 ND
F42 B1 No contiene Q__GSGSG_S | No contiene 513 16.1 54 estable
P2 B1 No contiene K No contiene 513 14.3 54 estable
P3 B1 GCN4ll No contiene L512K 516 0 ND ND
P4 B1 GCN4lI K L512K 516 0 ND ND
P5 B1 GCN4lI K L512K 516 0 ND ND
P6 A2 GCN4lI K L512K 516 0 ND ND
P7 A2 GCN4lI K L512K 516 0 ND ND

La estabilidad al almacenamiento determinada como se describe en el Ejemplo 7; los niveles de expresion determinados
como se describe en el Ejemplo 1; la estabilidad al calor determinada como se describe en el Ejemplo 8; ND: no
determinado.

El ligamiento corto entre F1 y F2 parece ser comparable al bucle GSGSG. La adicion del motivo GCN4Il no dio como
resultado expresion de la proteina F en ninguna de las construcciones evaluadas (es decir, la secuencia RSV A2 F
descrita en WO2010/149743 o en WO2010/149745, la secuencia RSV A2 F usada de acuerdo con la invencion o la
secuencial RSV B1 F).
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Se demostré de acuerdo con la invencién que la introduccién de estos dos tipos de modificaciones, es decir la
introduccién de una secuencia de unién y el dominio de trimerizacion heterélogo, no era suficiente para permitir la
expresion de una proteina F de prefusion trimérica estable. Ademas de las dos regiones principales de inestabilidad que
fueron estabilizadas, es decir, HRB y el péptido de fusién, como se describié previamente, hay otras regiones en la
proteina F de prefusion que también contribuyen y/o acomodan el replegamiento dramético a la F de postfusion, y se
pueden optimizar mas posiciones en la secuencia para detener el replegamiento de la proteina F de prefusion. Por ello,
se mutaron diferentes residuos de aminoacidos en el dominio HRA y HRB y en todos los dominios que toman contacto
con estas regiones en la F de prefusion para aumentar la estabilidad de la estructura de prefusién, como se describe en
los siguientes Ejemplos.

EJEMPLO 2
Preparacion de polipéptidos F de prefusion del RSV estables: mutaciones estabilizantes

Dado que el contenido trimérico (para la construccion F47) y la estabilidad al almacenamiento (para la construccion F24)
no eran optimos, se obtuvieron variantes adicionales que contenian mutaciones puntuales para aumentar los niveles de
expresion, la estabilidad y la estructura trimérica nativa. Los resultados se detallan en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7.Expresion y estabilidad de variantes F47-

Proteina del RSV Expresion (ug/ml) % de trimerizacion Calor (oC)
F47- 10 2-5% 53
FA7- + K465E 6 2.4% ND
FA47-+ DA79K 5 29% 50.77
F47- + K176M 13 5% ND
F47- + K209Q 9 3% 52.9
F47- + S46G 38 11% 59.38
FA7- + S215P 8 1-2% 57.21
FA7- + N67I 15 2% 59.84
F47- + K465Q 18 2% 54.3
F47- S46G+N67I 31 6% >60
F47- S46G+S215P 38 6% >60
F47- K465Q+K209Q 12 1% 53.3
F47- K465Q+S46G 28 7% 57.7
F47- K465Q+N67I 17 2% 59
F47- K209Q+N67I 15 4% >60
F47- K209Q+S215P 15 2% 56.7

ND: no determinado; el nivel de expresién determinado como se describe en el Ejemplo 1. La estabilidad al calor
determinada como se describe en el Ejemplo 8.

Nomenclatura de las mutaciones basado en la secuencia de tipo salvaje (wt) (SEQ ID N°: 1).

Todas las construcciones son variantes de F47- : tipo A2, motivo de cierre de isoleucina (S) (SEQ ID N°: 3), conector
GSGSG; punto de terminacion 495, sin marca HIS (SEQ ID N°: 16). Segun se muestra en la Tabla 7, muchas
mutaciones aumentaron la expresion de F47-, pero sélo la variante F47_S46G también mostré un nivel mas alto de
trimeros ademas de la expresion alta.

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la expresion y la estabilidad de las variantes F24. Todas las variantes eran
del tipo A2 de RSV, con un motivo de Fibritina, un conector de GSGSG; punto de terminacion 513, sin marca HIS.

Tabla 8.Expresion y estabilidad de variantes A2_F24- (SEQ ID N°: 19)
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Almacenamiento
Expresion St
Proteina del RSV (pg/ml) final Fase de asociacion
A2_F24 5.3 69 ND
A2_F24 K508E 5.3 64 ND
A2_F24 K498E 1.7 ND ND
A2_F24 E487I 25.0 10 ND
A2_F24 E487K 71 ND ND
A2_F24 E487N 42.4 22 ND
A2_F24 E487P 12.8 46 ND
A2_F24 E487Q* 14.8 50 ND
A2_F24 E487R 8.7 59 ND
A2_F24 E487S 6.7 46 ND
A2_F24 E487TY 10.5 36 ND
A2_F24 D486N 31.2 19 ND
A2_F24 D479N 5.2 ND ND
A2_F24 D479K 1.5 62 ND
A2_F24 E4A72Q 1.9 ND ND
A2_F24 E472K 0.9 ND ND
A2_F24 K465E 14.8 76 ND
A2_F24 K465Q* 13.6 92 No es estable
A2_F24 E463K 3.1 ND ND
A2_F24 E463Q 6.0 ND ND
A2_F24 G430S 4.8 ND ND
A2_F24 N428R 5.2 35 ND
A2_F24 N426S 18.6 71 ND
A2_F24 K421N 9.2 75 ND
A2_F24 E328K 9.5 21 ND
A2_F24 T311S 3.5 70 ND
A2_F24 1309V 11.3 69 ND
A2_F24 D269V 0.0 ND ND
A2_F24 S215P* 18.7 99 Estable
A2_F24 K209Q 31.4 63 ND
A2_F24 V207P 3.3 79 ND
A2_F24 1206P 54 55 ND
A2_F24 1L.204P 5.9 ND ND
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A2_F24 L203P 0.8 ND ND
A2_F24 Q202P 4.4 ND ND
A2_F24 K201Q 21.3 62 ND
A2_F24 D194P 1.9 ND ND
A2_F24 L193P 6.5 42 ND
A2_F24 V192P 0.6 32 ND
A2_F24 V185N 50.2 38 ND
A2_F24 GV184EG 3.5 ND ND
A2_F24 G184N 59.8 37 ND
A2_F24 V178P 14.8 23 ND
A2_F24 AMT77P 2.0 ND ND
A2_F24 K176M 14.7 58 ND
A2_F24 K176E 0.7 ND ND
A2_F24 N175P 343 55 ND
A2_F24 S169P 0.5 ND ND
A2_F24 K168P 0.1 ND ND
A2_F24 K166P 12.3 45 ND
A2_F24 V157P 0.2 ND ND
A2_F24 E92D 47.4 94 No es estable
A2_F24 K85E 1.1 ND ND
A2_F24 K80E 51.9 60 ND
A2_F24 K77E 224 ND ND
A2_F24 N67I* 89.8 101 Estable
A2_F24 157V ND ND
A2_F24 V1561V 16.5 54 ND
A2_F24 S46G* 40.7 96 No es estable

Las construcciones marcadas con un * fueron evaluadas por su trimerizacion y se encontré que todas eran triméricas

El nivel de expresién se determina como se describe en el Ejemplo 1. La estabilidad del punto final se muestra aqui
como el porcentaje de union al anticuerpo (CR9501) de la prefusion después de 5 dias de almacenamiento a 40C con
relacion al dia 1; la estabilidad de la fase de asociacion se determina como se describe en el Ejemplo 9.

Muchas mutaciones aumentaron la expresion de A2_F24-. Para muchas mutaciones habia una correlacion aparente
entre la expresion mejorada en el antecedente F47- (Tabla 7) y en el antecedente A2_F24- (Tabla 8). N67I tuvo el
impacto mas positivo sobre la expresion de F en el antecedente A2_F24-. El aumento mas significativo de la expresion
se obtuvo con las mutaciones puntuales individuales: S46G, S215P, N671, K80E, E92D, D486N, G184N, V185N, E487N,
N175P, K209Q, E4871, E487Q, K77E, K201Q, N426S y K465Q. En la seleccion inicial usando el ensayo de estabilidad
de punto final (Ejemplo 7), las variantes con la mayor expresion mostraron también la mejor estabilidad al
almacenamiento (E92D, K465Q, K465E, N426S, S46G, S215P y N671). Para evaluar si estas mutaciones aun
estabilizaban la conformacion de la prefusion, se diluyeron los sobrenadantes de cultivo a 5 y 10 ug/ml basado en los
resultados cuantitativos del Western results y se guardaron por hasta 33 dias a 4 °C. Como mutantes puntuales
individuales, solamente N671 y S215P eran completamente estables en el tiempo (véase el Ejemplo 9).
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Posteriormente, se combinaron varias mutaciones que mostraron una expresion elevada y una buena estabilidad de la
conformacion de prefusion para evaluar si las estabilizaciones eran aditivas o si tenian un posible efecto sinérgico
(Tabla 9).

Tabla 9.Expresion y estabilidad de variantes de A2_F24 con dos mutaciones adicionales.

Expresion
Proteina del RSV (Mug/ml) Estabilidad*

A2_F24 K465Q + S46G 21.8 No es estable
A2_F24 K465Q + N67I 122.3 Estable
A2_F24 K465Q + E92D 10.5 Estable
A2_F24 K465Q + S215P 59.8 Estable

A2_F24 S46G + N67I 115.5 Estable
A2 F24 S46G + E92D 14.3 No es estable

A2_F24 N67I1 + E92D 134.2 Estable
A2_F24 N671 + S215P 152.1 Estable
A2_F24 E92D + S215P 491 Estable
A2_F24 K465Q+S215P 53.3 Estable
A2_F24 S46G+S215P 43.8 Estable

La estabilidad al almacenamiento se refiere al analisis de la fase de asociacion ilustrado en el Ejemplo 9.
El nivel de expresion se determiné como se describe en el Ejemplo 1.

Todas las variantes son variantes de F24 tipo A2, con un motivo de Fibritina, un conector GSGSG; el punto de
terminacion 513, unién a todos los Mab, sin marca HIS (SEQ ID N°: 19).

Cuando se combinaron las mutaciones puntuales identificadas previamente se pudieron observar efectos sinérgicos
muy interesantes, en especial en términos de los niveles de expresion, donde las combinaciones relacionadas con N67I
son las mas potentes. Todas produjeron mutantes dobles donde se habian incluido cualquiera de N671 y S215P que
eran estables después de mas de 30 dias de almacenamiento a 4 °C (Ejemplo 9). Notablemente, se encontré que la
mutacién N67I1 tiene el efecto mas fuerte sobre los niveles de expresién de la F de prefusiéon cuando se incluia en los
mutantes dobles. A continuacién, las combinaciones con las mutaciones S215P dieron como resultado una expresion
razonable. Se seleccion6 la combinacion de N671 con S215P dado que condujo a un nivel de expresion muy alto, y
porque ambas mutaciones puntuales eran estables con el almacenamiento. Adicionalmente se observd que ambas N671
y S215P tenian la capacidad para estabilizar algunos de los mutantes que en la forma de mutaciones individuales eran
inestables, lo cual indica que la regidon donde se encuentran estas dos mutaciones es central para los cambios de
conformacioén que sufre la proteina durante la transicién a la conformacion de postfusion.

De acuerdo con la invencién, se ha mostrado entonces que por lo menos algunas mutaciones dieron como resultado
niveles de expresion aumentados y una mayor estabilizacion de la proteina de prefusion del RSV. Se espera que estos
fendmenos se encuentren ligados. Todas las mutaciones que se describen en este ejemplo dieron como resultado una
mayor produccion de los polipéptidos F de prefusion. Solamente una seleccion de estos polipéptidos permanecio
estable luego de un almacenamiento prolongado (véase el Ejemplo 9). El ensayo de estabilidad que se usé se basa en
la pérdida del epitope CR9501 especifico de prefusion en la parte superior de la proteina F de prefusion en un ensayo
de union y probablemente no sea suficientemente sensible como para medir todas las contribuciones a la estabilidad de
la proteina completa. Las mutaciones con las cuales solamente se observa una mayor expresién comprenden entonces
mutaciones potenciales (muy probablemetne estabilizantes) que se pueden combinar con otras mutaciones
estabilizantes para obtener una construccién F de prefusion con una gran estabilidad y niveles de expresion elevados.

A continuacioén, se verifico si la mutacion doble N671-S215P, al igual que las mutaciones individuales, podia estabilizar
aquellas mutaciones puntuales que como mutantes individuales eran consideradas inestables basado en los criterios
usados. Se seleccionaron mutaciones adicionales basado en los niveles de expresién y la estabilidad favorables de
acuerdo con la Tabla 8. Se construyeron mutante triples de las variantes de RSV-F y se evaluaron sus niveles de
expresion y su estabilidad (Tabla 10).
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Tabla 10.Expresion y estabilidad de variantes de F24_N671 +S215P con una mutacién adicional.

Expresién
Proteina del RSV (ng/ml) Estabilidad*

A2_F24 N671 + S215P+K507E 344.6 ++
A2_F24 N67| + S215P+E4871 2394 +++
A2_F24 N67I1 + S215P+E487N 285.2 +++
A2_F24 N67I + S215P+E487Q 360.7 +++
A2_F24 N671 + S215P+E487R 130.9 +++
A2_F24 N671 + S215P+D486N 292.6 +++
A2_F24 N67I| + S215P+D479N 97.1 +++
A2_F24 N67I1 + S215P+K465Q 283.3 +++
A2_F24 N671 + S215P+N426S 316.3 +++
A2_F24 N671 + S215P+K421N 288.4 +++
A2_F24 N67I + S215P+K209Q 245.0 +++
A2_F24 N671 + S215P+K201Q 231.9 +++
A2_F24 N67I1 + S215P+V185N 4451 +++
A2_F24 N67| + S215P+G184N 326.7 +++
A2_F24 N671 + S215P+E92D 308.8 +
A2_F24 N671 + S215P+K80E 210.6 +
A2_F24 N67I + S215P+S46G 199.4 +++

Todas las variantes son variantes de A2_F24 N671 +S215P tipo A2, con motivo de Fibritina, conector GSGSG; punto de
terminacion 513, unién a todos los Mab, sin marca HIS (SEQ ID N°: 21).

*la estabilidad se refiere al andlisis de la fase de asociacion ilustrada en el Ejemplo 9.

+ significa <10% de pérdida de unién a CR9501 después de 5 dias; ++ significa <6% de pérdida de union a CR9501
después de 5 dias; +++ significa 0% de pérdida de unién a CR9501 después de 5 dias.

Nuevamente, se observé un efecto aditivo sobre los niveles de expresion. Segun lo esperado, los mutantes triples
D479N y E487R se expresan a niveles algo menores poruge los mutantes individuales también se encontraban entre los
mas bajos de las mutaciones seleccionadas (Tabla 8). Debido al efecto estabilizante de la mutacion N671+S215P, las
mutaciones adicionales que son inestables como mutantes individuales, dio como resultado variantes F de prefusion
estables cuando se agregaban al antecedente A2 _F24 NG67I+S215P. Algunos ejemplos muy ilustrativos son los
mutantes triples con la V185N, G184N o E487N adicional que mostraban una expresion elevada pero una baja
estabilidad como mutantes individuales (Tabla 8), pero mostraban una expresién aun mayor y eran muy estables
cuando se agregan al antecedente A2_F24 N671+S215P.

Las mutaciones estabilizantes también estabilizan a la proteina RSV-F de otras cepas y también en la variante F
procesada.

Se aplicaron varias mutaciones que mostraron una gran expresion y una buena estabilidad de la conformaciéon de
prefusion a las proteinas RSV F de otras cepas (SEQ ID N°: 69 y 70) y se aplicaron a una variante de F RSV A2 sin
mutaciones para el sitio de clivaje de furina (F18: SEQ ID N°: 71) para evaluar si las modificaciones constituyen una
solucion universal para estabilizar la F de prefusion del RSV.(Tabla 11)

Tabla 11.Expresion y estabilidad de variantes de A2_F18 con mutaciones adicionales y F de la cepa B1 (SEQ ID N°: 2)
y tipo A CL57-v224 (SEQ ID N°: 69).
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Expresion
relativa* (CR9503) | Estabilidad** después
Proteina del RSV Seq ID del dia 5, %

A2_F18 71 0.018 0.0
A2_F18 N67I 0.449 73.2
A2_F18 S215P 0.129 9.1
A2_F18 E487Q 0.006 ND
A2_F18 N671, S215P 72 0.484 103.4
A2_F18 N671, E487Q 0.340 92.1
A2_F18 N671, S215P, E487Q 76 0.355 92.7
A2_F18 N671, S215P, E92D 78 0.318 96.0
A2_F18 N671, S215P, D486N 79 0.522 101.3
A2_F18 N671, S215P, K201N 77 0.643 102.7
A2_F18 N671, S215P, K66E 0.800 103.0
A2_F18 N671, S215P, S46G, K66E 0.820 103.5
A2_F18 N671, S215P, E487Q, K66E 0.704 99.5
A2_F18 N671, S215P, E92D, K66E 0.905 98.8
A2_F18 N671, S215P, D486N, K66E 0.863 96.6
A2_F18 N671, S215P, K201N, K66E 1.021 105.5
A2_F18 N671, S215P, D486N, K66E,

176V 0.594 95.0
B1_T671, S215P 73 0.434 90.9
B1_T671, bucle S215P 22 0.552 108.2
CL57v224_ N671, S215P 74 0.698 94.9
CL57v224_ N67I, bucle S215P 75 0.615 98.4

La expresion de proteinas (concentracion en el sobrenadante de células transfectadas de manera transitoria) se midié
con el método de Quantitative Octet.

* La expresion relativa se normaliza para la expresion de A2_F24 N671, S215P, E487Q (SEQ ID N°: 33)

** Estabilidad: se expresa como un % la concentracidon de proteinas medida después del almacenamiento a 4C durante
5 dias, con relacion al dia de cosecha. Las concentraciones se midieron con el método de Quantitative Octet usando el
anticuerpo CR9501. NA: datos no disponibles: no se detectd unién a CR9501.

Cuando las mutaciones puntuales identificadas previamente se introducian en A2_F18 (SEQ ID N°: 71), la estabilidad y
los niveles de expresion eran muy similares en comparacion con la variante de cadena simple F24 (SEQ ID N°: 21) que
contenia un bucle corto entre F1 y F2. Nuevamente, se observé sinergia mostrando una mayor expresion y estabilidad
cuando las mutaciones se agregaban a variantes que contenian a la mutacion N671 o a la mutacién doble N671, S215P.
La mutaciéon puntual doble N671, S215P no solo estabiliza la F de prefusiéon de la cepa A2 sino que también a la
prefusién de las cepas B1y CL57-v224 (Tabla 11).

Las mutaciones estabilizantes también estabilizan a la proteina RSV-F de longitud completa.

Se aplicaron varias mutaciones, que mostraron una gran expresion y una buena estabilidad de la conformacion de
prefusion en la versién soluble de la RSV-F correspondiente al ectodominio, a la proteina RSV-F de longitud completa.
Las mutaciones se introdujeron en la RSV-F de longitud completa con o sin mutaciones en el sitio de clivaje de furina.
No se fusiond ningdn dominio de trimerizacion a estas variantes (Tabla 12)
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Tabla 12.Expresién y estabilidad de variantes de versiones de longitud completa de A2_F18 y A2_F24 con mutaciones
adicionales.

Atributos
Variante de la proteina F del
RSV*
SEQ ID N° Expresion, Estabilidad
Sustituciones de aminoacidos Conector F1, F2 incremento™* al calor***
Ninguna (tipo salvaje A2 de F, 1

longitud completa) ninguno 1 -
N67I ninguno 1.4 N.D.
S215P ninguno 14 N.D.
E92D ninguno 14 N.D.
N671, K465Q ninguno 14 N.D.
N671, S46G ninguno 0.2 N.D.
N671, E92D ninguno 1.4 N.D.
N671, K8OE ninguno 23 N.D.
N671, G184N ninguno 1.5 N.D.
N671, V185N ninguno 1.4 N.D.
N671, E487Q ninguno 2.5 N.D.
N671, S215P,V185N ninguno 27 N.D.
N671, S215P,K508E ninguno 3.0 N.D.
N671, S215P,K80E ninguno 3.1 N.D.
N671, S215P,K465Q ninguno 29 N.D.

N671, S215P 80 ninguno 2.4 ++

N671, S215P, G184N ninguno 7.6 ++
N671, S215P, E92D 82 ninguno 6.8 N.D.

N671, S215P, S46G 88 ninguno 6.8 +
N671, S215P, D486N 86 ninguno 5.9 +++
N671, S215P, E487Q 84 ninguno 6.2 N.D.
N671, S215P, S46G, K66E ninguno 12.1 +++
N671, S215P, D486N, K66E ninguno 9.2 +++
N671, S215P, S46G, E92D, K66E ninguno 11.8 +++
N67I1, S215P, S46G, E487Q, K66E ninguno 11.0 +++
N671, S215P, S46G, D486N, K66E ninguno 10.5 +++
N671, S215P, D486N, K66E, 176V ninguno 7.2 +++
N671, S215P, S46G, K66E, 176V ninguno 9.7 +++
N671, S215P, S46G, K80E ninguno 45 N.D.
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N671+S215P+G184N+K80E+E92D+ ninguno
E487Q+S46G 9.1 N.D.
No contiene Q__GSGSG_S 3.8 -
N671, S215P 81 Q__GSGSG_S 6.2 N.D.
N671, S215P, G184N Q__GSGSG_S 7.2 ++
N671, S215P, E92D 83 Q__GSGSG_S 5.9 N.D.
N67I1, S215P, S46G 89 Q__GSGSG_S 5.3 ++
N671, S215P, D486N 87 Q__GSGSG_S 5.2 +++
N671, S215P, E487Q 85 Q__GSGSG_S 4.6 N.D.
N671, S215P, S46G, K66E Q__GSGSG_S 11.7 +++
N671, S215P, D486N, K66E Q__GSGSG_S 13.8 +++
N671, S215P, D486N, K66E, 176V Q__GSGSG_S 6.8 +++
N671+S215P+G184N+K80E+E92D+ Q__GSGSG_S
E487Q+S46G 3.6 N.D.

Nivel de expresion determinado usando FACS. N.D.: no determinado. *todas las variantes se basan en la secuencial de
la proteina F A2 del RSV. ** comparacién con la proteina de tipo salvaje, incremento de MFI sobre 9503.

La estabilidad se evalué por tratamiento con calor de las células HEK293T durante 5-10 minutos a 46, 55.3, 600C.

*** leyenda para la lectura de estabilidad

- disminucién de la unidn a prefusion — union especifica al Mab CR9501 después de 460C (por ejemplo, del tipo salvaje)
+ disminucion ligera de la unién a CR9501 después de 460C pero no hasta el mismo grado fuerte que el tipo salvaje

++ sin cambios en la union a CR9501 hasta 600C, a 600C alguna disminucién en la unién a CR9501

+++ sin cambios en la unién a CR9501 a 600C

Las mutaciones puntuales estabilizantes identificadas previamente también eran estabilizantes en la proteina F de
longitud completa. El aumento en el nivel de expresion era menos pronunciado pero mostré la misma tendencia. Esto
puede deberse a los diferentes antecedentes en las cuales se introdujeron las mutaciones pero también al método de
cuantificacion diferente (FACS versus transferencia Western) y un maximo biolégico de expresion debido al reciclaje de
las proteinas de superficie. La introduccion de la secuencia conectora (o bucle corto) aumentd la expresion y la
estabilidad y lo mismo hicieron las mutaciones puntuales. Las mutaciones puntuales casi no eran sinérgicas o no eran
sinérgicas con el bucle corto (similar a lo que se encontré para la proteina soluble (Tablas 9-11)

Debido a que la mutacion puntual en la posicion 67 tenia tal efecto positivo sobre el nivel de expresion y la estabilidad,
se evaluaron todas las sustituciones de aminoacidos para esta posicion con el fin de estudiar si se habia elegido a las
mas optimas o si es posible mejorara estas posiciones. (Tabla 13)

Tabla 13.Analisis de sustitucion completa de la expresién y la estabilidad para la posicion 67 en el antecedente A2_F24.

Sust_itucjép de Expresion relativa® Estabilidac}** después Estabilida'd** después
aminoacido del dia 4, % del dia 10, %
N67A 1.696 0.0 0.0
N67C 1.759 16.7 0.0
N67D 1.702 0.0 0.0
N67E 1.357 0.0 0.0
N67F 2.565 102.2 108.1
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N67G 0.853 ND ND
N67H 1.509 0.0 0.0
N67I 3.773 98.2 102.7
N67K 0.487 ND ND
N67L 3.609 107.5 96.4
N67M 2.579 87.3 78.7
N67P 2414 14.3 0.0
N67Q 0.955 ND ND
N67R 0.523 ND ND
N67S 1.277 0.0 0.0
N67T 1.577 0.0 0.0
N67V 2.457 84.2 77.0
N67W 1.794 99.9 104.3
N67Y 1.830 61.3 45.8

* Expresion relativa: la concentracion de proteinas se midié con el método Quantitative Octet usando el anticuerpo
CR9503 y se expreso con relacion a la concentracion de A2_F24 (SEQ ID N°: 19)

** Estabilidad: se expresa como un % la concentracion de proteinas medida después del almacenamiento a 4C durante
5 y 10 dias, con relacion al dia de cosecha. Las concentraciones se midieron con el método de Quantitative Octet
usando el anticuerpo CR9501. ND: datos no disponibles: no se detecté union a CR9501.

Segun se muestra en la Tabla 13, primariamente los residuos hidrofébicos y en particular lle, Leu y Met en la posicién
67 pudieron aumentar la expresion y la estabilidad. La lle es el residuo que mas aumento la expresion y la estabilidad.
Los residuos Glu y Glin, el residuo mas pequefio Gly y los residuos de carga positiva Arg y Lys tuvieron el efecto mas
desestabilizante en la posicién 67 sobre la conformacion de la prefusion.

De acuerdo con la invencién, las mutaciones de aminoacidos que estabilizan la conformacién de la prefusion de la
proteina F del RSV se pueden agrupar en diferentes categorias que estabilizan la conformacion de diferentes maneras.
Las estrategias para la stabilizacion de la F de prefusiéon se basan en el modelo de homologia del RSV-F que se baso
en la estructura cristalina de PIV5 (Yin et. al., 2006) y la alineacion en la pagina 27.

Residuos de aminoacidos 67 y 215:

Los residuos de aminoacidos en las posiciones 67 y 215 estan muy cerca en la estructura 3D del modelo de la prefusion
y la estructura cristalina de postfusion. Los residuos estan cerca del puente disulfuro conservado en la parte superior de
la region DIl que forma la articulacion a lo largo de la cual se repliega la region HRA en el trimero helicoidal extendido
en el largo bucle superenrollado elongado. Las mutaciones en esta regién afectaran a la funcién de articulacion y por
ello es que las mutaciones introducidas estabilizan la conformacién de la prefusién por obstruccion de dicha funcién de
articulacion.

Residuos de aminoacidos 77, 80

Los residuos de aminoacidos en las posiciones 77 y 80 se encuentran dentro de la hélice larga (residuos 76-98) por el
extremo C-terminal de F2 que estd en contacto estrecho con el conjunto de estructuras secundarias en DIl por el
extremo N-terminal de F1 que se repliega en la estructura de bucle superenrollado largo de la conformacion de
postfusion. Dado que se deben separar estas dos regiones durante el replegamiento de pre- a postfusion, los
aminoacidos en esta region que impiden esta separacién estabilizarian la conformacion de la prefusion. Debido a que
estas dos regiones deberian apartarse durante el replegamiento, se pueden optimizar algunos de los residuos para
reforzar la interaccion. Un ejemplo de una repulsidon que se observé se encontraba entre Lys80 de carga positiva. La
mutacion de Lys80 por el residuo Glu de carga negativa aumentd la expresion de la prefusion de F. Debido a la
transicién sucesiva hacia la conformacion de postfusion estas mutaciones se pueden combinar con otras mutaciones
estabilizantes, como N671 y S215P, para obtener el beneficio completo de esta estabilizacion, segun se muestra en la
Tabla 10.
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Residuo de aminoacido 92

El residuo de aminoacido en la posicién 92 también se encuentra dentro de la hélice larga (residuos 76-98) por el
extremo C-terminal de F2 que esta en contacto estrecho con el conjunto de estructuras secundarias en DIl por el
extremo N-terminal de F1 que se repliega en la estructura de bucle superenrollado largo de la conformacién de
postfusion. Cuando esta hélice se separa de la region HRA, es tirado hacia la regiéon DIl que contiene al epitope
Synagis (epitope Il) (Arbiza et al., J. Gen. Virol. 73: 2225-2234, 1992) y el residuo Glu92 de carga negativa se mueve
hasta que se encuentra muy cerca del residuo Arg282 de carga positiva en la conformacion de postfusion. La
mutaciones que reducen este tirdn estabilizaran la conformacion de la prefusion. La mutacion de Glu92 por un residuo
Asp conservado reducir el tiron porque no puede alcanzar al residuo Arg282.

Residuos de aminoacidos 486, 487

Los residuos de aminoacidos 486, 487 y 489 en la parte superior de HRB en la conformacion de la prefusién forma un
parche de carga negativa. La mutacién Glu487 por Asn o lle aumentd la expresion de la prefusion de F. Las
mutaciones de Asp486 por Asn o GIn y/o de Glu489 en Asn, lle o GIn tendran el mismo efecto. Debido a la transicion
sucesiva hacia la postfusion estas mutaciones se pueden combinar con otras mutaciones estabilizantes, como N671 y
S215P, para obtener el beneficio completo de esta estabilizacion, segun se muestra en la Tabla 10, por ejemplo D486N.

Residuos de aminoacidos 175, 184, 185

Para el replegamiento de la conformacién de prefusiéon a la de postfusion, la region entre los residuos 175 y 193 tiene
que transformarse de una horquilla en bucle — beta a una hélice.

Esta region demuestra la transicién estructural mas dramatica. Parte de esta region tiene en realidad la mayor
prediccion de alfa-hélice. Las estructuras helicoidales reales en el modelo de prefusidon se muestran a continuacion
resaltadas con gris. Esta region completa es transforma en una gran hélice cuando se repliega en la conformacion de
postfusion. En la secuencia inferior, los residuos estan resaltados con gris, donde la mayor prediccidon de hélice se basa
en Agadir (http://agadir.crg.es/). Resulta claro a partir de esta comparaciéon que la parte C-terminal que se mantiene en
una horquilla beta en la conformacion de la prefusion (residuos 187-202), presenta la mayor tendencia a formar una
hélice alfa.

150 160 170 180 120 200 210
SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY IDKQLLPIVNKQSC

hhhhhh hhhhhhh hhhhh sssssss ssssssss hhhhhhhh

SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY IDKOQLLPIVNKQSC

La secuencia de residuos 150 — 212 de RSV-F se muestran arriba. En la segunda linea, estan indicadas las estructuras
secundarias de la linea superior con una h (por hélice) y s (por cadenas o hebras) basado en el modelo de homologia
3D PIV-5. Las helices estan resaltadas con sombreadas con gris. La linea inferor es la misma secuencia que la que
tiene sombreados grises para las hélices basado en la propension de la hélice de la secuencia.

Por ello, se introdujo una prolina en la posicion 175 para estabilizar este giro y para impedir el replegamiento en una
hélice que como una mutacién individual aumento el nivel de expresion, lo cual indica que estabiliza la conformacion de
la prefusion y permite un mejor procesamiento de la proteina. Para el giro en la horquilla (residuos 184, 185) se busco
en la base de datos de Brookhaven una horquilla estructuralmente homéloga de una proteina estable que no se repliega.
Se descubrié una gran homologia estructural con un bucle de horquilla en la proteina quinasa A (cédigo pdb, 3FHI). De
acuerdo con la alineacién que se muestra a continuacion, se reemplazaron los residuos 184 Gly o 185Val por Asn con el
fin de estabilizar este giro e impeder su replegamiento.

VVSLSNGVSVLTSKV HRAb1b2 178-192
EMDVYVNNEWATSVG  3fhi:B 179-193

Estas mutaciones se pueden combinar con otras mutaciones estabilizantes, como N671 y S215P, para obtener el
beneficio completo de esta estabilizacién segun se muestra en la Tabla 10.

Residuos de aminoacidos 421, 426 y 46

Los residuos de aminoacidos en las posiciones 421 y 426 se encuentran en un bucle en la regién DII. El residuo S46 se
encuentra sobre una cadena que cruza de DI a DIIl. El residuo de aminoacido en la posicion 426 se muté por serina y el
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residuo de aminoacido en la posicion 46 se muté por glicina. Estas mutaciones aumentaron la estabilidad y los niveles
de expresioén de la prefusion.

Residuo de aminoacido 465

El residuo de aminoacido Lys465 se encuentra en otra region que pasa por un gran cambio de conformacion. El residuo
Lys465 se ubica sobre un bucle entrecruzado que une la parte superior de la region DIl con HRB. Dado que la region
HRB se mueve hacia arriba desde la parte inferior y hacia la parte superior y forma complejos con HRA para elaborar el
haz de seis hélices, el bucle entrecruzador también se reubica desde abajo hacia arriba. Por ello es que este bucle debe
ser metaestable para permitir el desprendimiento de DIl y su reubicacién en otro entorno. El residuo Lys465 sobre el
bucle entrecruzado se encuentra cerca de Lys445 sobre la region DIl. La mutacion de Lys465 ya sea por Gln o Glu
neutraliza la repulsion y la mayor estabilidad y niveles de expresion de la F de prefusion.

EJEMPLO 3
Expresion de proteina F de prefusion

Se generaron plasmidos de expresion que codifica la proteina F recombinante de prefusion del RSV usando métodos
estandar ampliamente conocidos en el arte, incluyendo mutagénesis dirigida al sitio y PCR. La plataforma de expresion
que se utilizé fueron las células 293Freestyle (Life Technologies, Renfreshire, Reino Unido). Las células se transfectaron
transitoriamente usando 293Fectin (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se cultivaron en
una incubadora sacudidora durante 5 dias a 370C y con 10% de CO2. El sobrenadante del cultivo se cosecho y
centrifugd durante 5 min a 300 g para eliminar las células y detritos celulares. Subsiguientemente, el sobrenadante del
centrifugado se sometié a una filtracion estéril usando un filtro de vacio de 0.22 um y se almacen6 a 40C hasta el uso.

EJEMPLO 4
Purificacion de proteina F de prefusion del RSV

Los polipéptidos recombinante se purificaron usando un protocolo de purificaciéon en 2 pasos aplicando una columna de
intercambio catiénico para la purificacion inicial y subsiguientemente una columna Superdex200 para el paso de
depuraciéon para eliminar los contaminantes residuales. Para el paso inicial de intercambio de iones, se diluyd el
sobrenadante del cultivo con 2 volumenes de NaOAc 50 mM pH 5.0 y se hicieron pasar sobre una columna HiTrap
Capto S de 5 ml a 5 ml por minuto. Subsiguientemente, la columna se lavé con 10 volimenes de columna (volumenes
de columna) de NaOAc 20 mM, NaCl 50mM, Tween20 al 0.01% (v/v), pH 5 y se eluy6 con 2 volimenes de columna de
NaOAc 20 mM, NaCl 1M, Tween20 0.01% (v/v), a pH 5. El eluato se concentré usando una concentradora centrifuga y
la proteina se continud purificando usando una columna Superdex200 usando Tris 40mM, NaCl 500mM, Tween20
0.01% (v/v), a pH 7.4 como solucién amortiguadora de pH de corrida. En la Figura 1A se muestra el cromatograma de la
columna de filtracién en gel y el pico dominante que contiene la proteina F de prefusion del RSV. Las fracciones que
contienen este pico se volvieron a combinar y se determiné la concentracion de proteina usando OD280 y se almacend
a 40C hasta el uso. En la Figura 1B se muestra un analisis reducido por SDS-PAGE del preparado final de proteina vy,
como se puede ver, la pureza fue >95%. La identidad de la banda se verificd usando transferencia de Western y
anticuerpos especificos para la proteina F (no se muestra).

EJEMPLO 5
NativePAGE

Para la determinacién inicial del estado multimérico de los polipéptidos F de prefusién de acuerdo con la invencion, se
analizaron sobrenadantes provenientes de los cultivos de células transfectadas transitoriamente en un sistema de gel
Bis-Tris NativePAGE (Life Technologies). Subsiguientemente los geles se transfirieron usando la tecnologia iBlot de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Life Technologies). Se usé un anticuerpo CR9503 especifico para la
proteina F del RSV (secuencias que se dan mas adelante en la tabla 17) como sonda primaria para la deteccion de la
proteina F de prefusion del RSV y seguido de a conjugado de HRP IgG de ratéon anti-humana (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) o un conjugado de IRDye800CW vy IgG anti-humana (conejo) purificado por afinidad
(Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA). Las transferencias se revelaron ya sea con estandar pelicula (Kodak) o
usando el sistema obtencion de imagenes en el infrarrojo Odyssey CLx. La Figura 2 muestra el andlisis de
sobrenadantes por NativePAGE de la proteina monomérica F4-, (pista 1), la proteina F post-fusion y primariamente
trimérica del RSV (pista 2) y la proteina F de prefusion purificada del RSV (pista 3), donde se ve que, después de la
purificacion en el preparado solo estan presentes las especies triméricas en la proteina F de prefusion del RSV porque
estas migran de manera similar a la banda del trimero post-fusion. Esto también tiene sustento en el volumen de elucion
de la columna de filtracién en gel (Figura 1A).
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EJEMPLO 6
Transferencia de Western cuantitativa

Para la cuantificacion de las construcciones de proteina F de prefusién del RSV, se usé una transferencia de Western
cuantitativa. Se corrieron diluciones de sobrenadantes de los cultivos reducidas en geles NUPAGE 4-12% (w/v) Bis-Tris
(Life Technology) y se transfirieron usando la tecnologia iBlot (Life Technology). Las transferencias se sondearon con
CR9503 (como se describié anteriormente) y se revelaron ya sea con una IgG conjugada de ratéon anti-humano
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) o un conjugado IgG anti-humano (conejo) IRDye800CW purificado por
afinidad (Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA). Luego se estimaron las cantidades de proteina usando una
diluciéon en serie de proteina RSV estandar purificada y ya sea el sistema obtencién de imagenes en el infrarrojo
Odyssey CLx o a ojo desnudo. En la Figura 3 se pueden ver los efectos con relacion a la construccion A2_F24 (SEQ ID
N°: 19) en términos de niveles de expresion totales. Se mostré que las mutaciones Unicas aumentaron el nivel de
expresion hasta en 5 veces. Si se generaron mutantes dobles de algunas de dichas mutaciones se pudieron observar
efectos sinérgicos y en algunos casos se observd un aumento adicional de la expresion de hasta 11 veces respecto de
A2_F24.

EJEMPLO 7
Ensayo de estabilidad de punto final

La verificacion de la conformacién de prefusion de los polipéptidos expresados de acuerdo con la invencién se realizé
usando la tecnologia de Interferometria BioLayer (Octet) usando los anticuerpos especificos para prefusion CR9501 o
CR9502, o el anticuerpo no especifico para conformacion CR9503, que comprende las regiones variables de cadena
pesada y liviana del Motavizumab. Los anticuerpos se biotinilaron por protocolos estandar y se inmovilizaron en
biosensores de estreptavidina (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido). El procedimiento fue el siguiente. Después de la
equilibraciéon de los sensores en solucion amortiguadora de pH cinética (ForteBio) durante 60s las puntas de los
biosensores [Tipss] se transfirieron a PBS con 5 ug/ml del anticuerpo deseado. La carga se llevo a cabo durante 250s.
Subsiguientemente se incluyd otro paso de equilibracion durante 200s en solucién amortiguadora de pH cinética. Por
ultimo, las puntas de los biosensores se transfirieron al sobrenadante del cultivo de expresidon que contenia los
polipéptidos F de prefusion del RSV y se registro la respuesta de unién (nm) después de 1200s. Esta fase se denomina
también la fase de asociacion. Esto se realizé inmediatamente después de la cosecha (dia 1) asi como 5 dias después
(dia 5) y la diferencia en la unién de CR9501 se us6 como herramienta de seleccidn para identificar mutaciones capaces
de estabilizar la conformacion de prefusion. Se estimé que una construccion era estable si se observaba menos del 20%
de pérdida de union el dia 5 y se estimé que era inestable si se observaba mas del 20% de pérdida de unién. Luego, de
ser necesario las construcciones estables se pueden someter a pruebas de estabilidad mas rigurosas. El andlisis de
datos se realizé usando el software de analisis de datos ForteBio 6.4 (ForteBio).

EJEMPLO 8
Ensayo de estabilidad térmica

Se estimo el potencial estabilizador de las caracteristicas que se introducen en los polipéptidos F del RSV por estrés
térmico. Para dicho propdsito, se calentd el sobrenadante del cultivo de células transfectadas transitoriamente o
proteina purificada usando un rango de temperaturas. Subsiguientemente, las muestras se enfriaron sobre hielo para
prevenir cambios conformacionales adicionales inducidos por el calor y se sondearon usando el anticuerpo CR9501 en
la plataforma de tecnologia Octet segun se describe en el Ejemplo 7. Se graficaron las respuestas que se obtuvieron al
final de la fase de asociacion a las diferentes temperaturas en funcion de la temperatura y se ajustaron por regresiéon no
lineal usando el software Prism. Esto dio como resultado una estimacion de la temperatura donde el nivel de unién del
anticuerpo es un 50% del maximo y este valor se puede utilizar para comparar diferentes construcciones en términos de
la estabilidad térmica prefusién. En la Figura 4 se comparan el ectodominio sin modificar (SEQ ID N°: 13) y la
construccion A2_F24 N671+S215P (SEQ ID N°: 21). Se puede observar que el estrés inducido por la temperatura tiene
un menor efecto sobre la construccion A2_F24 N671+S215P (SEQ ID N°: 21) en comparacién con el ectodominio sin
modificar. Por ello se puede concluir que los motivos estabilizantes que se introducen en los polipéptidos de acuerdo
con la invencion, es decir el sitio de trimerizacion, el conector F1-F2 y las 2 mutaciones puntuales permiten obtener una
proteina F de prefusién mas estable.

EJEMPLO 9
Ensayo de estabilidad de la fase de asociacion

Para evaluar la estabilidad de diversas mutaciones puntuales se desarrollé el ensayo de unién Octet, una variacion del
ensayo de estabilidad de punto final descrito anteriormente (Ejemplo 7). El andlisis de fase de asociacion se implemento
debido a los niveles de expresion muy altos de algunos mutantes puntuales porque es mas riguroso y previene
completamente el desplazamiento del nivel de expresion. También se utilizdé el anticuerpo CR9501 pero en vez de
seleccionar la respuesta de unién al final de la fase de asociacion, se usé la curva de asociacion completa, para reducir
el potencial desplazamiento de la concentracion del ensayo de punto final. Esto se realizé usando los puntos de datos
de la fase de asociacién completa del experimento usando los mutantes puntuales A2_F24 que se indican. Los datos se
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compensaron por la cantidad de anticuerpo unido en el chip. Las mediciones se realizaron los dias 1, 5y 33, y se
compararon las formas de las curvas de los tres dias. Si se obtenian curvas idénticas se estimaba que la construccion
era estable y si no, que era inestable. En la Figura 5 se puede ver el andlisis de cuatro variantes diferentes. Las
construcciones de proteina de prefusion inestables se pueden identificar por una pérdida de unién dependiente del
tiempo de CR9501 (A2_F24, K465Q, S46G), mientras que las construcciones estables de prefusion (N671) no mostraron
dicha disminucion. La mutacion E92D parecié encontrarse dentro de un grupo entre los dos con una estabilidad
intermedia porque solo se observaron cambios menores en la forma de la curva. En la Figura 6 se combinaron
determinadas mutaciones puntuales para hacer mutantes dobles y se analizaron los mismos. Como se puede ver, las
diferentes mutaciones mostraron diferentes fenotipos en términos de estabilidad e induccion de la estabilidad. Cuando
los polipéptidos comprenden las mutaciones K465Q o S46G solas o en combinacion, todos los tres, es decir los dos
mutantes Unicos y los mutantes dobles, son inestables y la unién especifica con el anticuerpo para prefusion se pierde
con el transcurso del tiempo. Cuando se combina la mutacién S46G con E92D, que anteriormente se mostré que tiene
una estabilidad intermedia como mutacién uUnica, no se pudieron observar cambios de la estabilidad, lo que indica que la
mutacion E92D no puede corregir las construcciones de proteinas inestables. Cuando la mutacion N671 se combin6 con
las mutaciones ya sea S46G o E92D el resultado fue una construccion completamente estable. Esto también se pudo
observar cuando la se combiné mutaciéon S215P con la mutacion E92D que muestra el singular potencial de dichas dos
mutaciones para estabilizar construcciones de prefusion inestables.

EJEMPLO 10
Octet cuantitativa

Para medir la concentracién de la proteina F de prefusiéon del RSV en los sobrenadantes de los cultivos de células, se
us6 un método basado en Octet cuantitativo. Los anticuerpos CR9501 y CR9503 se biotinilaron por protocolos estandar
y se inmovilizaron en biosensores de estreptavidina (ForteBio, Portsmouth, Reino Unido). Luego de eso, los biosensores
recubiertos se bloquearon en sobrenadante del cultivo células simulado. Se llevé a cabo un experimento cuantitativo de
la siguiente manera: temperatura 30C, velocidad de sacudidas 1000 rpm, tiempo del ensayo 300 seg. La concentracion
de la proteina en el sobrenadante del cultivo células se calculé usando una curva estandar. La curva estandar se
prepard para cada anticuerpo que se uso para recubrir usando la proteina A2_F24_N671+S215P (SEQ ID# 21), diluida
en sobrenadante del cultivo células simulado. La medicién se realizé el dia de la cosecha del sobrenadante (dia 1) y
después de almacenar el sobrenadante a 4C durante 5 dias o mas. La diferencia en la concentracion que se determiné
con el CR9501 se us6 como herramienta de seleccion para identificar mutaciones capaces de estabilizar la
conformacion de prefusion. Se estimdé que una construccidon era estable si se observaba una disminuciéon de la
concentracion medida menor al 20% el dia 5. El analisis de datos se realizé usando el software de andlisis de datos
ForteBio 6.4 (ForteBio).

EJEMPLO 11
Analisis por FACS y estabilidad térmica

Se generaron plasmidos de expresidon que codifican la proteina F recombinante del RSV de longitud completa usando
métodos estandar ampliamente conocidos en el arte, que incluyen mutagénesis dirigida al sitio y PCR. Las células
HEK293-T se transfectaron transitoriamente usando 293Fectin (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se cultivaron durante 48 horas a 370C y 10% de CO2. Las células se desprendieron de capsulas de cultivo
de células usando solucion amortiguadora de pH para FACS (EDTA 5 mM, FBS al 1% en PBS), se lavaron y
resuspendieron en la misma solucién amortiguadora de pH. Las células se tifieron para la superficie de proteina F del
RSV con anticuerpos CR9501 o CR9503 biotinilados, seguido de estreptavidina marcada con APC. Para la
discriminacion entre células vivas y muertas se agregd yoduro de propidio a la suspension de células al final del
procedimiento de tincidon. Las células se analizaron con FACS Canto (BD BioSciences) de acuerdo con métodos
estandar bien conocidos por cualquier persona con experiencia en el arte. El analisis de datos se realizé usando el
software FlowJo 9.0 (Tree Star Inc.). Se calculé la intensidad media de la fluorescencia (MFI por las iniciales en inglés
de Mean Fluorescence Intensity) para la poblacion de células vivas APC-positivas.

El potencial estabilizador de las caracteristicas que se introducen en el polipétido F del RSV de longitud completa unido
a membrana se estimo por estrés térmico. Las células se desprendieron de las capsulas de cultivo de células 48 horas
después de la transfeccion como se describié anteriormente y la suspension de células se calentd durante 5-10 minutos
usando un rango de temperaturas (37, 46, 55.3, 60°C). Subsiguientemente, las células se tifieron y analizaron por FACS
como se describié anteriormente. Se calculd la MFI para la poblacion de células vivas APC-positivas. Se calculé el
porcentaje de células APC-positivas para la poblacion de células vivas. La tincion con el CR9503 dio como resultado
MFI y % de células APC-positivas similares en muestras sometidas al choque térmico con temperaturas crecientes. La
tincion con CR9501 se redujo en muestras de células transfectadas con proteinas inestables. La pérdida de la unién de
CR9501 indicé pérdida de la proteina F de prefusion del RSV en la superficie de la célula.

EJEMPLO 12

Evaluacion preclinica de inmunogenicidad del poliéptido F de prefusion
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Para evaluar la inmunogenicidad de un polipéptido F de prefusion de RSV estabilizado (A2F24,N671, S215P) (SEQ ID
N°: 21) se inmunizaron ratones de acuerdo con la tabla 14 con 0.5 o 5 ug en un régimen de imprimacién-refuerzo la
semana 0 y la semana 4. Como se muestra en la Figura 7, los ratones inmunizados con polipéptido F de prefusion
mostraron mayores titulos de VNA que los ratones inmunizados con polipéptido F de post-fusion de RSV.

Tabla 14. Esquema de inmunizacion

Grupo  |Preparado Dosis Coadyuvante N
1 F de posfusion 0.5 ug - 9
2 F de posfusion 5ug - 9
3 F prefusion 0.5 ug - 9
4 F prefusioén 5 ug - 9
5 F de posfusion 0.5 ug Poli(l:C) 9
6 F prefusion 0.5 ug Poli(I:C) 9
8 FI-RSV 1/75 - 8
9 PBS - 3

Luego, se inmunizaron ratas algodoneras con dos dosis diferentes de RSV-F en la conformacion ya sea de post-fusiéon o
de prefusion (Tabla 15). Los animales se inmunizaron i.m. la semana 0 y la semana 4. EN la Figura 8 se muestra un alto
titulo de anticuerpo neutralizante el dia de la exposicion (semana 7).

Tabla 15. Grupos, inmundgeno y dosis para evaluacion de inmunogenicidad y eficacia en ratas algodoneras

Grupo Preparado Dosis Coadyuvante
1 F de posfusion 0.5ug -
2 F de posfusion 5ug -
3 F prefusion 0.5 ug -
4 F prefusion 5ug -
9 F prefusién 0.5ug Poli IC
10 F prefusién 5ug Poli IC
11 F prefusion 0.5 ug Coadyu Fos
12 F prefusion 5ug Coadyu Fos
13 Ad26.RSV.FA2 10°8 -
14 PBS - -

Cinco dias después de la exposicion se midié la carga viral en pulmon y nariz (véase la Figura 9).

Como se muestra, los polipéptidos F de prefusion de acuerdo con la invenciéon son capaces de inducir una fuerte
respuesta inmune de proteccion que reduce la carga viral en el pulmén y adn en la nariz.

Tabla 16. Aminoacidos estandar, abreviaturas y propiedades

Aminoacido 3 Letras 1 Letra Polaridad de la Carga de la cadena lateral (pH
cadena lateral 7.4)
Alanina Ala A No polar Neutro
Arginina Arg R Polar Positiva
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(SEQ ID N°:66)

(SEQ ID N°:67)

Asparagina Asn N Polar Neutro
Acido aspartico Asp D Polar Negativo
Cisteina Cys C No polar Neutro
Acido glutamico Glu E Polar Negativo
Glutamina GIn Q Polar Neutro
Glicina Gly G No polar Neutro
Histidina His H Polar Positivo (10%)
Neutro (90%)
Isoleucina lle I No polar Neutro
Leucina Leu L No polar Neutro
Lisina Lys K Polar Positiva
Metionina Met M No polar Neutro
Fenilalanina Phe F No polar Neutro
Prolina Pro P No polar Neutro
Serina Ser S Polar Neutro
Treonina Thr T Polar Neutro
Triptéfano Trp w No polar Neutro
Tirosina Tyr Y Polar Neutro
Valina Val \% No polar Neutro
Tabla 17. Secuencias de anticuerpos
Ab Dominio VH VH CDR1 VH CDR2 VH CDR3
CR950 | Aminoacidos 1-125 de| CGASINSDNYYWT | HISYTGNTYYTPSLKS | CGAYVLISNCGWFDS
1 SEQID N*: 53 (SEQ ID N°:54) (SEQ ID N°:55) (SEQ ID N°:56)
CR950 | Aminoacidos 1-121de| ~ GFTFSGHTIA WVSTNNSE‘;TEYAQKI EWLVMGGFAFDH
2 SEQ ID N*:57 (SEQ ID N°:58) (SEQ ID N°58) (SEQ ID N°:60)
Ab Dominio VL VL CDR1 VL CDR2 VL CDR3
CR950 | Aminoacidos 1-107 de QASQDISTYLN GASNLET QQYQYLPYT
1 SEQID N*: 61 (SEQ ID N°: 62) (SEQ ID N°:63) (SEQ ID N°:64)
CR950 | Aminoacidos 1-110 de| CGANNIGSQNVH DDRDRPS QVWDSSRDQAVI
2 SEQ ID N°: 65

(SEQ ID N°:68)

A continuacion se dan las secuencias de aminoacidos de varias de las construcciones de polipéptidos F de prefusion de
RSV. Se hace notar que la numeracién de aminoacidos en las diferentes construcciones descritas en la presente se
basa en la secuencia de tipo salvaje (SEQ ID N°: 1), que significa que todos los aminogcidos desde la posicion 1 hasta
la posicion 108 inclusive de las construcciones de prefusion corresponden a las posiciones de los aminoacidos 1-108 de
la secuencia de tipo salvaje, mientras que la numeracion de los aminoacidos desde la posicion 138 hasta el final esta
desplazada en 22 aminoacidos, es decir L138 en la secuencia de tipo salvaje (SEQ ID N°: 1) corresponde a L116 en
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todas las construcciones de prefusion. Esto se debe al hecho de que se ha realizado una delecién en las construcciones
de prefusion, es decir la insercién del conector GSGSG, la numeracién real en F1 no es la misma entre construcciones.
Por consiguiente, la numeraciéon que se utiliza con respecto a las mutaciones especificas de acuerdo con la invencién,

por ejemplo S215P, se refiere a la posicion del aminoacido en la secuencia de tipo salvaje.
Secuencias

Secuencia de la proteina F del RSV A2 de longitud completa (SEQ ID NO: 1)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMN
YTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLE
ITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSY SIMSI
IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTIIVIIVILLSLIAVGLLLY CKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Secuencia de la proteina F del RSV B1 de longitud completa (SEQ ID NO: 2)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNRARREAPQYMN
YTINTTKNLNVSISKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTN
KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEIN
REFSVNAGVTTPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIK
EEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSF
FPQADTCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSL
GAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKN
LYVKGEPIINYYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLHNVNTGKSTTNI
MITTIDVIIVVLLSLIAIGLLLY CKAKNTPVTLSKDQLSGINNIAFSK

SEQID NO: 3

EKKIEAIEKKIEAIEKKIEA

SEQ ID NO: 4

GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

SEQID NO: 5

GSGSG
F8: RSV A2, ectodominio de tipo salvaje wt (SEQ ID NO: 13)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMN
YTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLE
ITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSI
IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS

VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHHHHHHHH
F11: RSV B1, ectodominio de tipo salvaje wt (SEQ ID NO: 14)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNRARREAPQYMN
YTINTTKNLNVSISKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTN
KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEIN
REFSVNAGVTTPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSY SIMSIIK
EEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSF
FPQADTCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSL
GAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKLEGKN
LYVKGEPIINYYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLHHHHHHHH

F47: RSV A2, estabilizada por conector, IZ(S) (SEQ ID NO: 15)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVEKKIEAIEKKIEAIEKKIEAGGIEGRHHHHHHHH

F47-: RSV A2, estabilizada por conector, 1Z(S) (SEQ ID NO: 16)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVEKKIEAIEKKIEAIEKKIEAGG

F43: RSV B1, estabilizada por conector, IZ(S) (SEQ ID NO: 17)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNS

TNDMDITNDOK KT MAQANUVNOTVRNONSVAIMAITIIKEEVT AVUUNT DIVGVINDYTDCW
L/1vil 1 (S]] (S ) LI

LINLINZININ LIV 1IN Y 4V I\ oL vi ANUD) PR D75 U G A 4 L1 1INJVi1/1rwyy
X X NN X

KLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMN
SLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLYVKGEPIINYYDPLVFPSDEF
DASISQVEKKIEAIEKKIEAIEKKIEA GGIEGRHHHHHH

F24: RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 18)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNS
ELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMN
SLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLY VKGEPIINY YDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLGGI
EGRHHHHHH

A2_F24: RSV A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 19)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

F24-: RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 20)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNS
ELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCW

KLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMN
SLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKLEGKNLY VKGEPIINY YDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLGGI
EGR

F24-T671+S215P: RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 22)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYINNQLLPIVNQQSCRIPNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGII
KTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKLEGKNLY VKGEPIINYYDPLVFPSDEFD
ASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGIE
GR

A2_F24 N671+E92D: RSV A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 23)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

F24- N671+E92D RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 24)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNS
ELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMN
SLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLYVKGEPIINYYDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGI
EGR

A2_F24 N671+K465Q RSV A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 25)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGQSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

F24- T671+K465Q RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 26)
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MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYINNQLLPIVNQQSCRIPNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGII
KTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGONLY VKGEPIINYYDPLVFPSDEFD
ASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGIE
GR

A2_F24 N671+S46G RSV A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 27)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLGALRTGWYTSVITI
ELSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNK
NRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

F24- T671+S46G RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 28)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFGALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRISNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNS
ELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMN
SLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLYVKGEPIINYYDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGI
EGR

A2_F24 E92D+S215P: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 29)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNK
NRGIHKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPS

DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

F24-E92D+S215P: RSV B1, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 30)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKETKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYINNQLLPIVNQQSCRIPNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKN
RGHKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKLEGKNLY VKGEPIINYYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

A2_F24 N671+S215P+K508E: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 31)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRE-
SDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGIEGR

A2_F24 N671+S215P+E4871: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 32)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
IFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+E487Q: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 33)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
QFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

A2_F24 N671+S215P+E487N: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 34)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
NFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

A2_F24 N671+S215P+D486N: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 35)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSATASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
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NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSN
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+K465E: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 36)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIHKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGESLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+K465Q: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 37)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGQSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+N426S: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 38)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASSKNR
GIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDE
FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+K421N: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 39)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTNCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+K209Q: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 40)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNQQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD

EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLG

GIEGR
A2_F24 N671+S215P+K201Q: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 41)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDQQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWY CDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+V185N: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 42)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGNSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+G184N: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 43)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNNVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+N175P: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 44)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTPKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+E92D: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 45)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24 N671+S215P+K80E: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 46)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIEQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLGF
LLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKN
YIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSEL
LSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLGGI
EGR

A2_F24 N671+S215P+K77E: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 47)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIELIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLGF
LLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKN
YIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSEL
LSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGI
IKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEF
DASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFLGGI
EGR
A2_F24 N671+S215P+S46G: A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 48)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLGALRTGWYTSVITI
ELSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNK
NRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR
A2_F24: RSV S46G A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 49)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLGALRTGWYTSVITI
ELSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNK
NRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR
A2_F24: RSV K465Q A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 50)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGQSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24: RSV N671 A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 51)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG
GIEGR

A2_F24: RSV E92D A2, estabilizada por conector, fibritina (SEQ ID NO: 52)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNK
NRGIHKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL
GGIEGR

Secuencia de la proteina F del RSV CL57-v224 de longitud completa (SEQ ID NO: 69)
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MELPILKTNAITTILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPAANNRARRELPRFMN
YTLNNTKNNNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVI
TSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEG
KSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNVGKSTT
NIMITTHIVIIVILLLLIAVGLFLY CKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Ectodominio, RSV CL57-v224 (SEQ ID NO: 70)
MELPILKTNAITTILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPAANNRARRELPRFMN
YTLNNTKNNNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLEI

TREEQUNAGYVTTPYVSTVMT TNCSFE
IRCEDVINAUY 1150 Vo1 1 1ViL 1INDLD

INDMPITNDOKKT MSNNVOIVR f\ﬂQVQﬂ\/TSII

INIVINDNUIVIOININ Y WYLV INYIYO 1 O1IvL

KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVI
TSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEG
KSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL

PreF, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO: 71)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKNKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMN
YTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSISNIETVIEFQQKNNRLLE
ITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSI
IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAP
RDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreF N671 S215P, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO: 72)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFY QSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAP
RDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreF T671 S215P, RSV B, fibritina (SEQ ID NO: 73)
MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNRARREAPQYMN
YTINTTKNLNVSISKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTN
KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYINNQLLPIVNQQSCRIPNIETVIEFQQKNSRLLEIN
REFSVNAGVTTPLSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIK
EEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSF
FPQADTCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSL
GAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKN
LYVKGEPIINYYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRD
GQAYVRKDGEWVLLSTFL

RSV N671 S215P, RSV CL57-v224, fibritina (SEQ ID NO: 74)
MELPILKTNAITTILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPAANNRARRELPRFMN
YTLNNTKNNNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVI
TSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQEG
KSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPR
DGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreFL T671 S215P, RSV B1, fibritina, Bucle (SEQ ID NO: 22)
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MELLIHRLSAIFLTLAINALYLTSSQNITEEFYQSTCSAVSRGYFSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDTKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQNTPAANNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKNALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYINNQLLPIVNQQSCRIPNIETVIEFQQKNSRLLEINREFSVNAGVTTPLSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSSNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPIYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNIKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQADTCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVSLCNTDIFNSKYDCKIMTSKTDISSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNKNRGII
KTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKLEGKNLY VKGEPIINY YDPLVEFPSDEFD
ASISQVNEKINQSLAFIRRSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFL
PreFL N671 S215P, RSV CL57-v224, fibritina, Bucle (SEQ ID NO: 75)
MELPILKTNAITTILAAVTLCFASSQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKEIKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPAANNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGIAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKN
YIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSEL
LSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWK
LHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNS
LTLPSEVNLCNIDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGII
KTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFD
ASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAPRDGQAY VRKDGEWVLLSTFL

PreF N671 S215P E487Q, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO: 76)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDQFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEA
PRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreF N671 S215P K201N, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO: 77)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDNQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAP
RDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreF N671 S215P E92D, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO:78)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYYVNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAP
RDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

PreF N671 S215P D486N, RSV A2, fibritina (SEQ ID NO: 79)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSNEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLSAIGGYIPEAP
RDGQAYVRKDGEWVLLSTFL

Fwt N671 S215P, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 80)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII

KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTIIVIIVILLSLIAVGLLLY CKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fsl N671 S215P, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 81)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIIVIIVILLSLIAVGLLL
YCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fwt N671 S215P E92D, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 82
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTINVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fsl N671 S215P E92D, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 83)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTDLQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
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NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY Y VNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSD
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIOVIIVILLSLIAVGLLL
YCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fwt N671 S215P E487Q, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 84)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDQFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTINVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fsl N671 S215P E487Q, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 85)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLY YVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSD
QFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIINVIIVILLSLIAVGLLL
YCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fwt N671 S215P D486N, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 86)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMNY
TLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLST
NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEI
TREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSII
KEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLY VKGEPIINFYDPLVFPSNEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTHIVIIVILLSLIAVGLLLY CKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fsl N671 S215P D486N, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 87)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLSALRTGWYTSVITIE
LSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSLG
FLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK
NYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSE
LLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIHKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCW
KLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDTM
NSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCYGKTKCTASNKN
RGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSN
EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTIIVIIVILLSLIAVGLLL
YCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fwt N671 S215P S46G, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 88)
MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFYQSTCSAVSKGYLGALRTGWYTSVITI
ELSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNRARRELPRFMN
YTLNNAKKTNVTLSKKRKRRFLGFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLS
TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLE
ITREFSVNAGVTTPVSTYMLTNSELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSI
IKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPCWKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGS
VSFFPQAETCKVQSNRVFCDTMNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSV
ITSLGAIVSCYGKTKCTASNKNRGIIKTFSNGCDY VSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQE
GKSLYVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKST
TNIMITTIIIVIIVILLSLIAVGLLLYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Fsl N671 S215P S46G, F del RSV unida a membrana, A2, (SEQ ID NO: 89)
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MELLILKANAITTILTAVTFCFASGQNITEEFY QSTCSAVSKGYLGALRTGWYTSVITI
ELSNIKKIKCNGTDAKIKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQSTPATNNQARGSGSGRSL
GFLLGVGSAIASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL
KNYIDKQLLPIVNKQSCSIPNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVSTYMLTN
SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEEVLAYVVQLPLYGVIDTPC
WKLHTSPLCTTNTKEGSNICLTRTDRGWYCDNAGSVSFFPQAETCKVQSNRVFCDT
MNSLTLPSEVNLCNVDIFNPKYDCKIMTSKTDVSSSVITSLGAIVSCY GKTKCTASNK
NRGIIKTFSNGCDYVSNKGVDTVSVGNTLYY VNKQEGKSLY VKGEPIINFYDPLVFPS
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAVKSTTNIMITTHIVIIVILLSLIAVGLL
LYCKARSTPVTLSKDQLSGINNIAFSN

Cadena pesada de CR9501 (SEQ ID NO: 53):
QVQLVQSGPGLVKPSQTLALTCNVSGASINSDNYYWTWIRQRPGGGLEWIGHISYTG
NTYYTPSLKSRLSMSLETSQSQFSLRLTSVTAADSAVYFCAACGAYVLISNCGWEDS
WGQGTQVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
Cadena liviana de CR9501 (SEQ ID NO: 61):
EIVMTQSPSSLSASIGDRVTITCQASQDISTYLNWYQQKPGQAPRLLIYGASNLETGVP
SRFTGSGYGTDFSVTISSLQPEDIATYYCQQYQYLPYTFAPGTKVEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada de CR9502 (SEQ ID NO: 57):
EVQLLQSGAELKKPGASVKISCKTSGFTFSGHTIAWVRQAPGQGLEWMGWVSTNNG
NTEYAQKIQGRVIMTMDTSTSTVYMELRSLTSDDTAVYFCAREWLVMGGFAFDHW
GQGTLLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
Cadena liviana de CR9502 (SEQ ID NO: 65):
QSVLTQASSVSVAPGQTARITCGANNIGSQNVHWYQQKPGQAPVLVVYDDRDRPSG
IPDRFSGSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSSRDQAVIFGGGTKLTVLGQPK
AAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQS
NNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTIAPTECS
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de fusion (F) recombinante de prefusion del virus sincicial respiratorio (RSV), que comprende al menos
un epitope que presenta especificidad por la proteina de la conformacién de prefusién F, donde el al menos un epitope
es reconocido por un anticuerpo monoclonal con especificidad por la conformacion de prefusion que comprende una
region CDR1 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 54, una regién CDR2 de la cadena pesada
como la que se representa en SEQ ID N° 55, una region CDR3 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ
ID N° 56, una region CDR1 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 62, una region CDR2 de la
cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 63 y una region CDR3 de la cadena liviana como la que se
representa en SEQ ID N° 64, y/o es reconocido por un anticuerpo monoclonal con especificidad por la conformacion de
prefusién que comprende una regiéon CDR1 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 58, una
region CDR2 de la cadena pesada como la que se representa en SEQ ID N° 59, una regién CDR3 de la cadena pesada
como la que se representa en SEQ ID N° 60, una regién CDR1 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ
ID N° 66, una regiéon CDR2 de la cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 67 y una region CDR3 de la
cadena liviana como la que se representa en SEQ ID N° 68, donde el polipéptido comprende una mutacién del residuo
de aminoacido N/T en la posicion 67 a | y/o una mutacion del residuo de aminoacido S en la posiciéon 215 a P, donde las
posiciones de aminoacidos se proporcionan en referencia a la secuencia de la proteina F de RSV de la cepa A2 (SEQ
ID NO: 1).

2. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende un dominio F1, un dominio
F2 y una secuencia de conexiéon entre el dominio F1 y el dominio F2 que comprende entre 1 y 10 residuos de
aminoacidos.

3. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4, que comprende un dominio F1 truncado,
un dominio F2 y una secuencia de conexion entre el dominio F1 y el dominio F2 que comprende entre 1 y 10 residuos
de aminoacidos.

4. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacion 3, que comprende un dominio de trimerizacion
heterélogo conectado con el dominio F1 truncado.

5. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende al
menos una mutacién adicional que se selecciona del grupo que consiste en

(a) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 46,
(b) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 77,
(c) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 80,
(d) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 92,
(e) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 175,
() una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 184,
(9) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 185,
(h) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 201,
(i) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 209,
() una mutacion en el residuo de aminoacido en la posiciéon 421,
(k) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 426,
)] una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 465,
(m) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicion 486,
(n) una mutacion en el residuo de aminoécido en la posicion 487 y
(0) una mutacion en el residuo de aminoacido en la posicién 508.

6. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacion 5, donde la al menos una mutacion adicional
se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una mutacion en el residuo de aminoacido S en la posicioén 46 por un residuo de G,

(b) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 77 por un residuo de E,
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(c) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 80 por un residuo de E,

(d) una mutacion en el residuo de aminoécido E en la posicion 92 por un residuo de D,

(e) una mutacion en el residuo de aminoéacido N en la posicion 175 por un residuo de P,

(f) una mutacion en el residuo de aminoacido G en la posicion 184 por un residuo de N,

(9) una mutacion en el residuo de aminoacido V en la posicion 185 por un residuo de N,

(h) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 201 por un residuo de Q,

(i) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 209 por un residuo de Q,

0 una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicién 421 por un residuo de N,

(k) una mutacion en el residuo de aminoacido N en la posicidn 426 por un residuo de S,

(1)) una mutacion en el residuo de aminoéacido K en la posicion 465 por un residuo de E o de Q,
(m) una mutacion en el residuo de aminoacido D en la posicién 486 por un residuo de N,

(n) una mutacion en el residuo de aminoacido E en la posicion 487 por un residuo de Q,de Node ly
(o) una mutacion en el residuo de aminoacido K en la posicion 508 por un residuo de E.

7. El polipéptido F de prefusién del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1 a 6, que
comprende una mutacion en el residuo de aminoacido N/T en la posicién 67 por un residuo de |, y una mutacion en el
residuo de aminoacido S en la posicién 215 por un residuo de P.

8. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes 4 a 7, donde el
dominio de trimerizacién heterélogo comprende la secuencia de aminoacidos EKKIEAIEKKIEAIEKKIEA (SEQ ID N° 3).

9. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacién 8, donde el dominio de trimerizacién esta unido
al residuo de aminoacido 495 de la proteina F del RSV.

10. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, donde el dominio de
trimerizacion heterélogo comprende la secuencia de aminoacidos GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFL (SEQ ID N°
4).

11. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con la reivindicacion 10, donde el dominio de trimerizacion esta
unido al residuo de aminoacido 513 de la proteina F del RSV.

12. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es estable
durante al menos 30 minutos a 55°C, preferiblemente a 58°C, y més preferiblemente a 60°C.

13. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es estable
después de almacenarlo a 4°C durante al menos 30 dias, preferiblemente durante al menos 60 dias, mas
preferiblemente durante al menos 6 meses, y aun mas preferiblemente durante al menos 1 afno.

14. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
comprende una secuencia de aminoacidos que se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N°21 a SEQID N° 52 y
SEQID N° 71 a 89.

15. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes 1 a 14.

16. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 15.

17. Una composicion que comprende un polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 15 y/o un vector de acuerdo
con la reivindicacién 16.

18. El polipéptido F de prefusion del RSV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacién 15 y/o el vector de acuerdo con la reivindicacién 16, que pueden usarse para
inducir una respuesta inmune contra la proteina F del RSV.
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