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ANTIGENO GB DE CITOMEGALOVIRUS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencién se refiere a un polipéptido gB de citomegalovirus (CMV) que
comprende al menos una porcion de un dominio extracelular de proteina gB que
comprende un dominio de bucle de fusion 1 (FL1) y un dominio de bucle de fusion
2 (FL2), en donde al menos uno de los dominios FL1 y FL2 comprende al menos

una eliminacion o substitucion de aminoacido.

SECTOR: Industria farmacéutica, y particularmente un polipéptido gB de

Citomegalovirus y preparaciones farmacéuticas que lo contienen.



1

ANTIGENO GB DE CITOMEGALOVIRUS

CAMPO TECNICO

5 La presente invencién se refiere al campo de la inmunologia. En particular,
la invencion proporciona composiciones, tales como, por ejemplo, vacunas, asi
como métodos para producir una respuesta inmune especifica para

Citomegalovirus (CMV).

10 ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El citomegalovirus humano (HCMV) es un virus de ADN ubicuo que
pertenece a la familia del virus de Herpes. El HCMV esta hecho de un nucleo de
ADN, y otra capsida y esta cubierto por une membrana de lipido la cual incorpora

15 glicoproteinas especificas de virus.

El HCMV es endémico en la mayor parte del mundo. Sin embargo, la
infeccidn primaria normalmente da como resultado una enfermedad subclinica
después de la cual el virus se vuelve latente reteniendo la capacidad de
reactivarse en cualquier momento posterior. Entre dos poblaciones, el HCMV, sin

20 embargo, es responsable de serias condiciones médicas. El HCMV es la mayor
causa de defectos congénitos en recién nacidos infectados en el utero. Es la
causa mas comun de infeccion congeénita en el mundo desarrollado. La infeccion

congénita se refiere a la infeccién transmitida de la madre al feto antes del
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nacimiento del recién nacido. Entre los recién nacidos congénitamente infectados,
un 5-10% tienen sintomas clinicos mayores al nacer, tales como microcefalia,
calcificaciones intracraneal, y hepatitis. Muchos bebés con infeccién por HCMV
congénita son asintomaticos al nacer. Sin embargo, mas estudios han mostrado
que el 15% de dichos bebés tendran secuelas tales como pérdida del oido o
anormalidades del sistema nervioso central ocasionando, en particular, un
deficiente desempefio intelectual.

La segunda poblacion en riesgo son los pacientes inmunocomprometidos,
tales como aquellos que padecen infeccidn por VIH y aquellos que experimentan
trasplantes. En esta situacion, el virus se vuelve un patégeno oportunista y
ocasiona una enfermedad severa con alta morbidez y mortalidad. La enfermedad
clinica ocasiona una variedad de sintomas incluyendo fiebre, hepatitis, neumonitis
y mononucleosis infecciosa.

Para dirigir enfermedades asociadas con HCMV, se desarrollaron vacunas
candidato que incluyen vacunas vivas atenuadas y vacunas de subunidad. En
particular, recientemente una vacuna de subunidad que comprende una
glicoproteina B modificada (gB) eliminada de su dominio de transmembrana
combinada con la emulsiéon MF59™ se probd en un ensayo clinico de fase Il (WO

2009/037359, N. Engl. J. Med. 2009; 360: 1 191 -9).

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un
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polipéptido gB de citomegalovirus (CMV) que comprende al menos una porcion de
un dominio extracelular de proteina gB que comprende un dominio de bucle de
fusion 1 (FL1) y un dominio de bucle de fusién 2 (FL2), en donde al menos uno de
los dominios FL1 y FL2 comprende al menos una eliminacion o substitucion de
aminoacido.

En un segundo aspecto, se proporciona un polipéptido gB de CMV que
comprende una eliminaciéon de al menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al
menos 80%, al menos 90% de los aminoacidos de la secuencia lider, o de toda la
secuencia lider.

En un tercer aspecto, se proporciona un polipéptido gB de CMV que tiene la
secuencia seleccionada del grupo que consiste de las secuencias establecidas en:
SEC ID NO:3, SEC ID NO:4, SEC ID NO:5, SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, SEC
ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID NO:18, SEC ID NO:19, SEC ID NO:20 y SEC ID
NO:21.

En un cuarto aspecto se proporciona una preparaciéon que comprende una
poblacién de polipéptidos gB de CMV, en donde al menos 50%, al menos 60%, o
al menos 70% de la poblacién esta en una forma trimérica.

En un quinto aspecto, se proporciona una composiciéon inmunogénica que
comprende los polipéptidos gB de CMV de la invencion mezclados con un
vehiculo farmacéutico adecuado.

En un aspecto adicional, se proporciona un polinucleétido que codifica los
polipéptidos gB de CMV de la invencion.

En otro aspecto mas, se proporciona un polinucleétido que tiene la
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secuencia seleccionada del grupo que consiste de las secuencias establecidas en:
SEC ID NO:6, SEC ID NO:7, SEC ID NO:8, SEC ID NO:9, SEC ID NO:11, SEC ID
NO:13, SEC ID NO:15, y SEC ID NO:17.

En otro aspecto adicional, se proporciona un vector recombinante que
comprende los polinucledétidos de la invencion.

En otro aspecto mas, se proporciona una célula huésped transformada con
el vector recombinante de la invencion.

En un aspecto mas, se proporciona el uso de los polipéptidos gB de CMV
de la invencién en la preparacion de un medicamento para evitar y/o tratar una
infeccion por CMV.

En otro aspecto, se proporcionan los polipéptidos gB de CMV de la
invencion para usarse en la prevencion y/o tratamiento de la infeccion de CMV.

En otro aspecto mas, se proporciona un método para producir una
respuesta inmune contra CMV que comprende el paso de administrar a un sujeto
una cantidad inmunolégicamente efectiva de una composicion que comprende los

polipéptidos gB de CMV de la invencion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion esquematica del polipéptido gB de CMV
derivado de la cepa AD169 que carece del dominio de transmembrana (gB-
DeltaTM), asi como tres polipéptidos gB de CMV ilustrativos descritos asi: (i) CMV

gB eliminado del dominio de transmembrana, en donde ambos bucles de fusidén
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FL1 y FL2 estan mutados (gb-SLP12) (ver, SEC ID NO:3), (ii)) CMV gB eliminado
del dominio de transmembrana, en donde la mutaciéon de manos bucles de fusion,
FL1, y FL2, se conmina con la eliminacion de una regién (Del2) en el dominio
citoplasmico C-terminal que comprende un dominio rico en prolina, un patrén
hidrofébico conservado y una region altamente hidrofilica, negativamente cargada
(gB-SLP12-Del2) (ver, SEC ID NO:4, y (iii) CMV gB eliminado del dominio de
transmembrana, en donde la mutacion del bucle de fusion FL1 se combind con la
eliminacion de la region antes descrita (Del2) en el dominio citoplasmico C-
terminal del polipéptido (gB-SLP1-Del2) (ver, SEC ID NO:5). gB-SLP12, gB-
SLP12-Del2 y gB-SLP1-Del2 todos comprenden dos mutaciones de punto
adicionales substituyendo arginina (R) con serina (S) en la posicion 50 y 357. gB-
SLP12-Del2 y gB-SLP1 -Del2 ambos comprenden la mutacion de punto adicional
substituyendo una cisteina (C) por una alanina (A) en la posicién 778. TM es para
el dominio de transmembrana. FL1 es para Bucle de Fusion 1. FL2 es para Bucle
de Fusion 2. La eliminacion Del2 empieza con el aminoacido 825 y termina con el
aminoacido 877, es decir, estos dos aminoacidos son el primero y el ultimo,
respectivamente, de la region que es eliminada. Los numeros indicados se refieren
a la posicion de aminoacidos de la secuencia de CMV gB que se originan de la
cepa AD169 y se establecenen SEC ID NO: 1.

La Figura 2 es una representacion esquematica de polipéptidos gB de CMV
ilustrativos aqui descritos. Todos los polipéptidos comprenden los bucles de fusidon
mutados FL1 y FL2. Ademas, gB-SLP12-Delta113 es eliminado del dominio de

transmembrana y la parte C-terminal del dominio citoplasmico, es decir, los
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aminoacidos 794 a 906. Ademas, gB-SLP12-Delta725 es eliminado de todo el
dominio citoplasmico y retiene parte del dominio de transmembrana. LVL759 (o
gB-SLP12-Delta725-LVL759), LVL776 (o gB-SLP12-Delta725-LVL776) y CD33 (o
gB-SLP12-Delta725-CD33) tienen una estructura de base idéntica a gB-SLP12-
Delta725, excepto para el extremo N-terminal, en donde la secuencia de
aminoacido varia, como se indica. Los numeros indicados se refieren a la posicion
de aminoacidos de la secuencia de CMV gB que se origina de la cepa AD169 y se
establece en SEC ID NO: 1.

La Figura 3 muestra el mapa del plasmido pMax que corresponde a la
construccion gB-SLP12.

La Figura 4 muestra el mapa del plasmido pTT5 que corresponde a la
construccion gB-SLP12-Delta725.

La Figura 5 muestra el nivel de expresiéon y de secrecion delos tres
diferentes polipéptidos gB ilustrativos expresados recombinantemente en células
CHO, segun comparado con el nivel de expresion y secreciéon del polipéptido gB
de CMV eliminado del dominio de transmembrana de la técnica anterior. Se
muestra un analisis de Tincion Western utilizando un anticuerpo anti-gB indicando
el nivel de la proteina gB (ubicada en la tincién entre 150 kDa y 100 kDa) presente
tanto en fracciones celulares (representando la forma no secretada de gB) como
en sobrenadantes de cultivo (representando la forma secretada de gB) de distintos
cultivos transfectados con las construcciones idénticas de gB. Carril MW: escalera
de Peso Molecular, Carril A: fraccién celular (C-Fr) de un cultivo transfectado con

gB-DeltaTM, Carril B: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Carril C: C-



10

15

20

7
Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP1-Del2, Carril D: C-Fr de un cultivo
transfectado con gB-SLP12-Del2, Carril E: sobrenadante de cultivo (C-Sn) de un
cultivo transfectado con gB-DeltaTM, Carril F: C-Sn de un cultivo transfectado con
gB-SLP12, Carril G: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP1-Del2, Carril H:
C-Snde un cultivo transfectado con gB-SLP12-Del2.

La Figura 6 muestra el nivel de expresién y de secrecion de tres diferentes
polipéptidos gB ilustrativos de acuerdo con la presente invencion, gB-SLP12, gB-
SLP12-Delta113, y gB-SLP12-Delta725, los cuales fueron recombinantemente
expresados en células CHO, segun comparado con el nivel de expresion y
secrecion del polipéptido gB de CMV de la técnica anterior eliminado del dominio
de transmembrana. Se muestra un ensayo de Elisa cuantitativo utilizando un
anticuerpo anti-gB presentando el nivel de proteina gB presente tanto en
fracciones celulares (barras negras representando la forma no secretada de gB)
como en sobrenadantes de cultivo (barras grises representando la forma
secretada de gB).

La Figura 7 muestra el nivel de expresion y de secrecidn de polipéptidos gB
ilustrativos adicionales de acuerdo con la presente invencién, los cuales fueron
recombinantemente expresados en células CHO. Se muestran tres analisis de
tincion Western utilizando un anticuerpo anti-gB presentando el nivel de proteina
gB (ubicada en la tincién entre 150 kDa y 100 kDa) presente tanto en fracciones
celulares (C-Fr representando la forma no secretada de gB) como en
sobrenadantes de cultivo (C-Sn, representando la forma secretada de gB)

surgiendo de distintos cultivos transfectados con las construcciones de gB
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indicadas. La Figura 7A - Carriles A, B, E, F, I, J, M y N representan la cantidad
de proteina presente en las 2600 células totales. Carriles C,D, G,H,K,L,O yP
representan la cantidad de proteina presente en las 520 células totales. Carril
MW: escalera de Peso Molecular, Carriles Ay C: C-Fr de un cultivo transfectado
con gB-DeltaTM, Carriles B y D: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-DeltaTM,
Carriles E y G: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Carriles F y H: C-
Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Carriles | y K: C-Fr de un cultivo
transfectado con gB-SLP12-Delta725, Carriles J y L: C-Sn de un cultivo
transfectado con gB-SLP12-Delta725, Carriles M y O: C-Fr de un cultivo
transfectado con gB-Delta725 (teniendo Bucles de Fusidn intactos), Carriles N y
P: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-Delta725 (teniendo Bucles de Fusion
intactos). La Figura 7B, Carriles 1, 2, 5, 6, 1°, 2°, 5’ y 6’ representan la cantidad de
proteina presente en las 2600 células totales. Carriles 3,4, 7,8,3’, 4,7 y 8’
representan la cantidad de proteina presente en las 520 células totales. Carril
MW: escalera de Peso Molecular, Carriles 1 y 3: C-Fr de un cultivo transfectado
con gB-SLP12-Delta725, Carriles 2 y 4: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-
SLP12-Delta725, Carriles 5 y 7: C-Fr de un cultivo transfectado con gB- Delta725
(teniendo Bucles de Fusién intactos), Carriles 6 y 8: C-Sn de un cultivo
transfectado con gB-Delta725 (teniendo Bucles de Fusion intactos), Carriles 1’ y
3’: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113, Carriles 2’ y 4’: C-Sn
de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113, Carriles 5’ y 7°: C-Fr de un
cultivo transfectado con gB-Delta113 (teniendo Bucles de Fusion intactos),

Carriles 6’ y 8’: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113 (teniendo
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La Figura 8 muestra el nivel de expresion y secrecidon de polipéptidos gB
ilustrativos adicionales de acuerdo con la presente invencion, los cuales fueron
recombinantemente expresados en células CHO. La Figura 8A muestra un analisis
de tincion Western utilizando un anticuerpo anti-gB presentando el nivel de
proteina gB (ubicada en la tinciéon entre 150 kDa y 100 kDa) presente tanto en
fracciones celulares (C-Fr, representando la forma no secretada de gB) como
sobrenadantes de cultivo (C-Sn, representando la forma secretada de gB)
surgiendo de distintos cultivos transfectados con las construcciones de gB
indicadas. Los carriles a, b, ¢, d, i, j, k y | representan la cantidad de proteina
presente en 11700 células totales, mientras que los carriles e, f, g, h, m,n,o y p
representan la cantidad de proteina presente en 5100 células totales. Carril MW:
escalera de Peso Molecular, Carriles a y e: C-Sn de un cultivo transfectado con
gB-SLP12-Delta725, Carriles i y m: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-
SLP12-Delta725, Carriles b y f: C-Sn de un cultivo transfectado con CD33,
Carriles j y n: C-Fr de un cultivo transfectado con CD33, Carriles ¢ y g: C-Sn de
un cultivo transfectado con LVL759, Carriles k y o: C-Fr de un cultivo transfectado
con LVL759, Carriles d y h: C-Sn de un cultivo transfectado con LVL776, Carriles
I 'y p: C-Fr de un cultivo transfectado con LVL776. La Figura 8B muestra un
analisis de Elisa cuantitativo utilizando un anticuerpo anti-gB presentando el nivel
de proteina gB presente tanto en fracciones celulares (barras negras -
representando la forma no secretada de gB) como en sobrenadantes de cultivo

(barras grises - representando la forma secretada de gB).



10

15

20

10
La Figura 9 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM,
gB-SLP12 y gB-SLP1 -Del2, como se analiz6 a través de entrelazamiento inducido
por glutaraldehido, después de su expresidon recombinante en células CHO. Se
muestra una imagen de un gel de poliacrilamida. Las flechas indican multimeros

de diferentes tamafios. Se han utilizada dosis en incremento (0, 0.5, 1%) de
glutaraldehido. Carril MW: escalera de Peso Molecular, Carril A: gB-DeltaTM -
0% glutaraldehido, Carril B: gB-DeltaTM - 0.5% glutaraldehido, Carril C: gB-
DeltaTM - 1% glutaraldehido, Carril D: gB-SLP12 - 0% glutaraldehido, Carril E:
gB-SLP12 - 0.5% glutaraldehido, Carril F: gB-SLP12 - 1% glutaraldehido, Carril
G: gB-SLP1-Del2 - 0% glutaraldehido, Carril H: gB-SLP1-Del2 - 0.5%
glutaraldehido, y Carril I: gB-SLP1-Del2 - 1% glutaraldehido.

La Figura 10 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM,
gB-SLP12 y gB-SLP1 -Del2, segun analizado a través de ultracentrifugacién
analitica (AUC), después de su expresidn recombinante en células CHO. Los
picos representan multimeros de tamafo variable, como se indica. El porcentaje
de los multimeros identificados dentro de cada poblacion de polipéptido también
se especifica, como se indica.

La Figura 11 muestra el perfil de producto o polipéptidos gB de CMV
ilustrativos adicionales, como se indica y como se analiza a través de
ultracentrifugacion analitica (AUC), después de su expresion recombinante en
células CHO. Los picos representan multimeros de tamafo variable, como se
indica. El porcentaje de multimeros identificados dentro de cada poblacion de

polipéptido también se especifica, como se indica. La Figura 11A presenta el perfil
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de producto del polipéptido gB-SLP12-Delta113 (indicado como gB-Delta113 en la
figura) obtenido en presencia o ausencia de Pluronic. La Figura 11B presenta el
perfil de producto del polipéptido gB-SLP12-Delta725 (indicado como gB-Delta725
en la figura) obtenido en presencia o ausencia de Pluronic.

La Figura 12 muestra un analisis de péptido a través de MS/MS trazando el
extremo N-terminal de los polipéptidos indicados generados después de su
expresion recombinante y secrecion en células CHO y después la secuencia de
sefal se dividio. La Figura 12A indica la abundancia relativa de diferentes
polipéptidos que tienen un aminoacido N-terminal diferente dentro de la poblacién
de gB-SLP12-Delta725 recombinantemente expresada después de la secuencia
de senal se dividié. La Figura 12B indica la abundancia relativa de los diferentes
polipéptidos que tienen un aminoacido N-terminal diferente presente dentro de la
poblacién de gB-SLP12-Delta725-LVL759 recombinantemente expresado después
de que la secuencia de senal se dividié. La Figura 12C indica la abundancia
relativa de los diferentes polipéptidos que tienen un aminoacido N-terminal
diferente presente dentro de la poblacién de gB-SLP12-Delta725-LVL776
recombinantemente expresado después de que la secuencia de sefal se dividio.
La Figura 12D indica la abundancia relativa de los diferentes polipéptidos que
tienen un aminoacido N-terminal diferente presente dentro de la poblacion de gB-
SLP12-Delta725-CD33 recombinantemente expresado después de que la
secuencia de senal se dividio.

La Figura 13 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM,

gB-S50-DeltaTM y gB-SLP12, después de la expresion recombinante en células
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CHO, segun analizado mediante Cromatografia de Exclusion de Tamano basado
en UV (SEC-UV). Los picos representan multimeros del tamafio indicado.

La Figura 14 muestra un analisis de tincion Western utilizando un
anticuerpo anti-gB o un anticuerpo anti-His presentando el nivel de proteina gB
después de que los polipéptidos indicados fueron recombinante mente expresados,
secretados, purificados y desglicosilados. La Figura 14A corresponde a gB-
DeltaTM y muestra una tincion Western en sonda con un anticuerpo anti-gB. La
Figura 14B corresponde a gB-SLP12 y muestra una tincion Western en sonda con
un anticuerpo anti-His (carril 2) y con un anticuerpo anti-gB (carril 3). La Figura
14C corresponde a gB-SLP12-Delta113 y muestra una tincion Western en sonda
con un anticuerpo anti-His (carril A) y con un anticuerpo anti-gB (carril B). La
Figura 14D corresponde a gB-SLP12-Delta725 y muestra una tincion Western en
sonda con un anticuerpo anti-His (carril C) y con un anticuerpo anti-gB (carril D).

La Figura 15 presenta datos de inmunogenicidad. La Figura 15A muestra
titulaciones de neutralizacién inducidas después de la administracion de los
polipéptidos indicados formulados para inyeccién. La Figura 15B muestra
titulaciones de anticuerpo anti-gB de ELISA inducidas después de la
administracion de los polipéptidos indicados formulados para inyeccion.

La Figura 16 muestra las secuencias SEC ID NO: 1 a SEC ID NO: 21, como

se describe mas adelante.
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DESCRIPCION DE LISTA DE SECUENCIA

SEC ID NO:1 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB de longitud completa
de la cepa CMV AD169.

SEC ID NO:2 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-DeltaTM de la cepa
CMV AD169.

SEC ID NO:3 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12 de la cepa
CMV AD169.

SEC ID NO:4 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Del2 de la cepa
CMV AD169.

SEC ID NO:5 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP1-Del2 de la cepa
CMV AD169.

SEC ID NO:6 - Secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido gB-SLP12 de la
cepa CMV AD169.

SEC ID NO:7 - Secuencia de nucledétido que codifica el polipéptido gB-SLP1 -Del2
de la cepa CMV AD169.

SEC ID NO:8 - Secuencia de nucledtido que codifica el polipéptido gB-SLP12-Del2
de la cepa CMV AD169.

SEC ID NO:9 - Secuencia de nucledtido que codifica el polipéptido gB-SLP12-
Delta725 de la cepa CMV AD169.

SEC ID NO:10 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725 de la

cepa CMV AD169.
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SEC ID NO:11 - Secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido gB-SLP12-
Delta113 de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO:12 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta113 de la
cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 13 - Secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido gB-SLP12-
Delta725-LVL759 (o LVL759) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 14 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-
LVL759 (LVL759) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 15 - Secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido gB-SLP12-
Delta725-LVL776 (o LVL776) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 16 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-
LVL776 (o LVL776) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO:17 - Secuencia de nucleétido que codifica el polipéptido gB-SLP12-
Delta725-CD33 (o CD33) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 18 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-
CD33 (0 CD33) de la cepa CMV AD169.
SEC ID NO: 19 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-
LVL759 (o LVL759) de la cepa CMV AD169 en su forma madura.
SEC ID NO:20 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-
LVL776 (o LVL776) de la cepa CMV AD169 en su forma madura.
SEC ID NO:21 - secuencia de aminoacido de polipéptido gB-SLP12-Delta725-

CD33 (0 CD33) de la cepa CMV AD169 en su forma madura.
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DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere a un polipéptido gB de CMV novedoso, el
cual presenta excelentes caracteristicas de inmunogenicidad y procedimiento
superior. El polipéptido gB de la invencion es particularmente adecuado como un
antigeno para incluirse en una composicion inmunogénica, tal como vacunas. En
particular, el polipéptido gB de la invencion presenta un perfil de producto
homogéneo mejorado. En realidad, los inventores observaron que después de la
expresion, los polipéptidos gB de la técnica anterior, tal como un polipéptido gB
que carece del dominio de transmembrana (gB-DeltaTM), se ensamblé en
multimeros de diferentes tamafios, incluyendo multimeros de alto peso molecular,
haciendo a la poblacién heterogénea. También se observd que el perfil de
multimero no fue consistente, ya que la proporcion de multimeros de un tamano
dado varié de un experimento a otro. Este tipo de variabilidad e inconsistencia no
es aceptable en términos de formulaciones de vacuna. Por lo tanto, permanece
una necesidad para un polipéptido gB de CMV, el cual presente un producto de
perfil homogéneo y consistente mejorado. También, la agregaciéon en multimeros
de alto peso molecular puede tener un impacto negativo en el procedimiento
subsecuente de purificacion del polipéptido recombinante, ya que la agregacion
puede conducir, en particular, a una forma menos soluble del polipéptido. Por lo
tanto, existe la necesidad de un polipéptido gB de CMV que presente
caracteristicas de procedimiento mejorado.

Un polipéptido gB de CMV que carece del dominio de transmembrana se
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describe en EP 0 802 979.

Sorprendentemente, los inventores de la presente observaron que la
introduccion de mutaciones en regiones especificas de dicho polipéptido gB de
CMV que carece del dominio de transmembrana da como resultado un producto
de perfil mejorado, de manera que la poblacién no solo es mas homogénea que el
polipéptido no mutado correspondiente, sino que también exhibe un perfil que es
consistente de un experimento a otro. En particular, se reducen los multimeros de
alto pero molecular y la proporcion de trimeros se incrementa por un factor de dos
veces. Tipicamente, los trimeros representan al menos 50%. Convenientemente al
menos 60%, y mas convenientemente al menos 70% de la poblacién de
polipéptidos gB de CMV de la presente invencidén. Estas mutaciones no impactan
el nivel de expresion, ni el nivel de secrecion de los mutantes resultantes, segun
comparado con el polipéptido gB de CMV que carece del dominio de
transmembrana. Estas mutaciones estan ubicadas fuera de los epitopos
antigénicos de CMV gB conocidos por ser responsables de inducir una respuesta
inmune. El desplazamiento observado de una poblacion en donde los polipéptidos
se ensamblaron en multimeros de alto peso molecular, tal como el polipéptido de
la técnica anterior que carece del dominio de transmembrana, a un poblacién en
donde los polipéptidos tienen un perfil de trimerizacion mejorado y esta asociado
con una purificacion mas facil y mejor de los polipéptidos. En particular, los
inventores observaron que el rendimiento de purificacién de los polipéptidos de
acuerdo con la invencién es significativamente mayor que el desempefio de

purificacion obtenido con el polipéptido gB de CMV de la técnica anterior que
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carece del dominio de transmembrana. La mejora de rendimiento es al menos 2
veces, y posiblemente al menos 3 a 5 veces. Ademas, se muestra que mas
mutaciones en los polipéptidos novedosos de acuerdo con la invenciéon dan como
resultado polipéptidos que son mas eficientemente expresados y secretados que
los polipéptidos de la técnica anterior. Dicha propiedad presenta una ventaja
importante en términos de produccién de antigeno para la fabricacion de vacuna,
un campo en donde la produccion de antigeno es tipicamente un factor limitante.

Los inventores también observaron que los polipéptidos gB de la técnica
anterior, tal como un polipéptido gB de CMV que carece del dominio de
transmembrana, presentaron heterogeneidad en los extremos N-terminal y C-
terminal del polipéptido. En realidad observaron que ocurrio un recorte en el
dominio citoplasmico C-terminal de gB dando como resultado al menos dos
diferentes formas del polipéptido teniendo un diferente tamafio después de la
expresion recombinante en células y secrecion. Con el propdsito de incluir una
composicidon inmunogénica, tal como en una vacuna, se prefiere tener una
poblacién homogénea de polipéptidos gB en el sentido que se hizo de una forma
principalmente individual. Los inventores encontraron que cuando se elimina al
menos parte del dominio citoplasmico C-terminal, el recorte ya no ocurrio mas y la
poblacion resultante de los polipéptidos principalmente se hizo de una forma
individual de gB.

Similarmente, se observo que los polipéptidos gB de la técnica anterior, tal
como un polipéptido gB de CMV que carece del dominio de transmembrana,

presentaron heterogeneidad en la parte N-terminal del polipéptido. En realidad, los
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inventores observaron que la secuencia de senal, después de expresion
recombinante y secrecion de los polipéptidos, se dividié a través de una peptidasa
de sefial en diferentes posiciones de aminoacido, generando asi una poblacién de
polipéptidos gB mutantes teniendo un extremo variable en el término N, es decir,
una poblacion hecha de polipéptidos gB teniendo un aminoacido diferente en el
término N. Este fendmeno también se denomina como “bamboleo” de peptidasa
de senal. Para propositos de eficacia, y en particular para consistencia, es
importante, en el campo de vacuna, que un antigeno sea incluido en una vacuna
que es lo mas homogénea posible y lo mas no degradada posible, de manera que
son reproducibles y consistentes.

Se debe entender en el sentido de la presente invencién que un perfil de
producto homogéneo mejorado significa que la poblacién de polipéptidos gB de
CMV de la invencion, después de su expresion recombinante, esta hecha de al
menos 50% de trimeros, por ejemplo, segun medido a través de ultra-
centrifugacion analitica (Ver Ejemplo 2, seccion 1.2). Tipicamente, una
preparacién que comprende una poblacién de polipéptidos gB de CMV de la
invencion esta hecha de al menos 50%, convenientemente al menos 60%, y muy
convenientemente al menos 70% de trimeros. Dicho perfil de al menos 50% de
trimeros también sera denominado como un “perfil de trimerizacién mejorado” o un
“perfil rico en trimero” en la presente especificacion. Estos términos deben ser
considerados como sindbnimos e intercambiables.

Cuando se hace referencia a “homogeneidad/heterogeneidad” en la parte

C-terminal de los polipéptidos, una poblacién heterogénea significa que la
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poblacion esta hecha de al menos dos polipéptidos que tienen diferentes tamafios,
mientras que una poblacion homogénea se entiende que es una poblacién hecha
principalmente de un polipéptido individual de un tamafo dado.

Cuando se hace referencia a “homogeneidad/heterogeneidad” en la parte
N-terminal de los polipéptidos, una poblacion heterogénea significa que la
poblacion estd hecha de diferentes polipéptidos maduros empezando cada uno
con un aminoacido diferente en el término N. De lo contrario, de acuerdo con la
invencion, se debe entender que una poblacibn homogénea es una poblacion
hecha principalmente de un polipéptido maduro individual, dicho polipéptido
empezando invariablemente con un aminoacido dado idéntico en el extremo N-
terminal. En la presente invencion, un polipéptido “maduro” se refiere a un
polipéptido, en donde la secuencia de sefial ha sido dividida. Tipicamente, en una
poblacion homogénea N-terminal en el sentido de la presente invencion, mas del
30%, convenientemente al menos 80%, muy convenientemente de 80% a 90%,
mas convenientemente al menos 99% de los polipéptidos maduros producidos
después de la escisiéon de la secuencia de sefial empieza con el mismo
aminoacido en el extremo N-terminal. Por consiguiente, en una modalidad, se
proporciona una preparacion que comprende una poblacibn madura de
polipéptidos gB de CMV producidos después de la escision de la secuencia de
senal, en donde al menos 30%, al menos 80%, de 80% a 90% de los polipéptidos
gB maduros comprenden el mismo aminoacido en el extremo N-terminal. En
particular, los polipéptidos maduros de la invencidn convenientemente empiezan

con una serina o una histidina en la posicion N-terminal.
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gB es una glicoproteina B envolvente que tiene numerosos papeles, uno de
los cuales es la implicacién en la fusion del citomegalovirus con células huésped.
Se codifica a través del gen UL55 del genoma de HCMV. EIl tamafio de la forma
nativa de gB depende del tamafio del marco de lectura abierto (ORF) que puede
variar un poco de acuerdo con la cepa. Por ejemplo, el ORF de la cepa AD169, el
cual tiene una longitud de 2717 bp, codifica un gB de longitud completa de 906
aminoacidos, mientras que el ORF de la cepa Towne codifica un gB de longitud
completa de 907 aminoacidos. Aunque la presente invencion es aplicable a
proteinas gB que se originan de cualquier cepa de CMV, con el fin de facilitar su
entendimiento, cuando se hace referencia a posiciones de aminoacido en la
presente especificacion, la numeracion es dada con relacion a la secuencia de
aminoacido del polipéptido gB de SEC ID NO: 1 que se origina de la cepa AD169,
a menos que se establezca otra cosa. La presente invencion, sin embargo, no esta
limitada a la cepa AD169. Las posiciones comparables de aminoacido en un
polipéptido gB de cualquier otra cepa de CMV pueden ser determinadas por
aquellos expertos en la técnica al alinear las secuencias de aminoacido utilizando
algoritmos de alineacién facilmente aplicables y bien conocidos (tales como,
BLAST). Por consiguiente, cuando se hace referencia “otros polipéptidos gB de
CMV”, esto se debe entender como polipéptidos gB de CMV de cualquier cepa
diferente de AD169. La forma nativa de AD169 contiene, en la direccion N-terminal
a C-terminal de la proteina (ver también Figura 1), (i) una secuencia de sefal de
aminoacido, o péptido de sefal, que se sabe que esta involucrada en el trafico

intracelular de polipéptido incluyendo activacion del polipéptido hacia la secrecién,
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seguido por (ii) una regién denominada la secuencia lider, (iii) un dominio
extracelular conteniendo un sitio de escision endoproteolitica de un tipo furina
entre los aminoacidos 456 y 460 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, (iv)
un dominio de transmembrana, y (v) un dominio citoplasmico C-terminal. Ademas,
se han identificado estiramientos de aminoacido en la secuencia de aminoacido de
CMV gB como bucles de fusion putativa basados en alineacion de secuencia con
proteinas gB que se originan de distintos virus de herpes (Backovic et al. 2007. J.
Virol. 81 (17): 9596-600), tales como HSV. Experimentalmente se determinaron
bucles de fusién de HSV (Hannah, B.P. et al. 2009. J. Virol. 83(13): 6825-6836).
Dichos estiramientos fueron asi llamados por estar involucrados en la fusién de los
virus con células huésped. De acuerdo con la literatura anterior, se identificaron
dos bucles de fusion putativa a través de la alineacion de secuencia en CMV gB,
los cuales se denominan FL1 yFL2, en el resto de la especificaciéon. Dichos bucles
de fusion estan localizados en el dominio extracelular de la proteina corriente
arriba al dominio de transmembrana.

Sorprendentemente, los inventores de la presente observaron que la
disrupcién de los bucles de fusién, FL1 y FL2 de un polipéptido gB de CMV,
teniendo un dominio de transmembrana no funcional, al mutar aminoacidos
especificos, dio como resultado un producto, el cual, después de expresion,
presenté un perfil de trimerizacion mejorado, segun comparado con un polipéptido
gB de CMV, teniendo un dominio de transmembrana no funcional, pero teniendo
bucles de fusion intactos. Por consiguiente, en algunas modalidades, el polipéptido

gB de CMV de la invencion comprende la mutacion, tal como, por ejemplo,
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substitucion, o eliminacion de aminoacido, de al menos uno de los bucles de
fusion FL1 o FL2, posiblemente ambos. De forma conveniente, el polipéptido de la
invencion comprende al menos una substitucion, o eliminacién de aminoacido, en
el bucle de fusion FL1. Convenientemente, el polipéptido de la invencion
comprende al menos una substitucion, o eliminacion de aminoacido, en el bucle de
fusion FL2. Mas convenientemente, el polipéptido gB de CMV de la invencion
comprende una mutacion de ambos bucles de fusion, FL1 y FL2, y dicho
polipéptido gB de CMV mutado forma un objeto de la presente invencion. Por
ejemplo, el polipéptido gB de la invencién comprende al menos una substitucion, o
eliminaciéon de aminoacido, en el bucle de fusion FL1 y al menos una substitucién,
o eliminacion de aminoacido, en el bucle de fusion FL2.

En el sentido de la presente invencién, los aminoacidos que abarcan el
bucle de fusién FL1 de CMV AD169 gB, es decir la secuencia de aminoacido de
FL1, se definen como "°Y.L.Y"™ de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1.
Asimismo, los aminoacidos que abarcan el bucle de fusién FL2, es decir, la
secuencia de aminoacido de FL2, dentro del significado de la presente invencién,
se definen como 2*°W.L.Y?**? de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1. Se
pueden identificar secuencias de los bucles de fusién, FL1 y FL2,
correspondientes dentro de los polipéptidos gB a partir de otras cepas de CMV,
por ejemplo, a través de alineacion de secuencia. La disrupcion de dichos bucles
de fusion puede incluir cualquier tipo de mutacion con relacién a estos tripletes de
aminoacido, ya sea a través de eliminacion o mutaciones de punto, tales como

substituciones de aminoacido, lo que da como resultado un producto, después de
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expresion recombinante, que tiene un perfil mejorado, rico en trimero, que es el
producto que tiene una mayor proporcion de polipéptidos en una forma trimérica
segun comparado on la forma no mutada. Una mutacion adecuada no limitante
concerniente a FL1 es la eliminacion, o substitucion, de al menos,
convenientemente al menos dos, aminoacidos seleccionados de los aminoacidos
1%y 1.Y"®" de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o una posicién
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV que se originan de diferentes
cepas, como un aminoacido polar, en particular, un aminoacido polar no
aromatico, mas particularmente, un aminoacido seleccionado del grupo de
aminoacidos positivamente cargados que consisten de lisina (K), histidina (H), y
arginina (R). Por consiguiente, en algunas modalidades, el polipéptido gB de CMV
de la invencion, en particular los polipéptidos que tienen un dominio de
transmembrana no funcional, tiene un bucle de fusién mutado FL1, en donde al
menos la isoleucina (I'°), convenientemente al menos la tirosina (Y'*°),
convenientemente al menos la tirosina (Y'7), esta substituida con una histidina
(H), o se elimina. Alternativamente, el polipéptido gB de CMV de la invencién tiene
un bucle de fusién mutado FL1, en donde al menos la tirosina (Y'*") es substituida
con una arginina (R). En una modalidad particular, el polipéptido gB de CMV de la
invencion, en particular un polipéptido que tiene un dominio de transmembrana no
funcional, tiene un bucle de fusién mutado FL1, en donde al menos la isoleucina
(1"®) y tirosina (Y'®°) estan substituidas con histidina (H'*®) y arginina (R'),
respectivamente, o eliminadas. En una modalidad mas, el polipéptido gB de CMV

de la invencion que tiene un dominio de transmembrana no funcional tiene un
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bucle de fusién mutado FL1, en donde al menos la tirosina (Y'*°) es substituida
con un glicina (G), o es eliminada, opcionalmente, en combinacion con la
substitucién, o eliminacion, de la isoleucina (I'°®) con una histidina (H) o con la
substitucion, o eliminacion, de la tirosina (Y"™") con un arginina (R), o en
combinacion tanto con substituciones como eliminaciones. En una modalidad
especifica, el polipéptido gB de CMV de la invencion que tiene un dominio de
transmembrana no funcional tiene un bucle de fusion mutado FL1, en donde los
tres aminoacidos, "*°Y.L1.Y"®, de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en
una posicién correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV que se originan de
diferentes cepas, estan substituidos con aminoacidos '*°G.H.R'’, o eliminados. La
mutacion del dominio FL1 puede ser definida en una forma alternativa. Como se
describe mas adelante, la hidrofobicidad de una secuencia de aminoacido
particular puede ser determinada utilizando una escala de hidrofobicidad, tal como
la escala de Kyte y Dolittle (Kyte et al. 1982. J. Mol. Bio. 157: 105-132). El dominio
FL1, el cual abarca los aminoacidos "°Y.1.Y'", obtiene una clasificacion de +1.9
en esa escala. En una modalidad, en el polipéptido gB de CMV de la invencién, el
estiramiento de los aminoacidos Y.LY localizados en la posiciéon 155-157 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, esta substituido con un estiramiento de tres
aminoacidos que tienen una escala de hidrofobicidad de menos de -3, en
particular menos de -7, mas particularmente menos de -8, segun medido utilizando
la escala de Kyte y Dolittle. Los tres aminoacidos pueden no ser substituidos

simultaneamente, siempre que la escala global del estiramiento de aminoacido
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alcance los valores antes especificados. Por ejemplo, solo uno o dos aminoacidos
del estiramiento largo de tres aminoacidos pueden ser substituidos, la clasificacion
siendo después calculada basandose en la identidad de los aminoacidos
substituidos, es decir, uno o dos, mas la identidad de los nativos, dos o uno,
respectivamente.

Una mutacion adecuada no limitante concerniente con el bucle de fusion
FL2 es la eliminacidn, o substitucién de al menos uno, convenientemente al menos
dos aminoacidos seleccionados de 2*°W.L.Y**? de la secuencia establecida en
SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en otros polipéptidos gB de
CMV que se originan de diferentes cepas, con un aminoacido positivamente
cargado seleccionado del grupo que consiste de lisina (K), histidina (H) y arginina
(R), convenientemente una histidina (H). Por consiguiente, en algunas
modalidades, el polipéptido gB de CMV de la invencién tiene un bucle de fusion

mutado FL2, en donde al menos la tirosina (Y?*2

), convenientemente al menos la
leucina (L?*"), convenientemente al menos el triptéfano (W?*%), esta substituido con
una histidina (H), o eliminado, opcionalmente, en combinacién con un bucle de
fusion mutado FL1 como se descri6 anteriormente. En modalidades particulares, el
polipéptido gB de CMV de la invencion tiene un bucle de fusion mutado FL2, en
donde los tres aminoacidos 2*°W.L.Y?*? de la secuencia establecida en SEC ID
NO: 1, o en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV que se
originan de diferentes cepas, estan substituidos con los aminoacidos 2*°A.F.H?*?,

opcionalmente, en combinacibén con mutaciones FL1 como se describid

anteriormente.
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Las mutaciones con relacion a los bucles de fusion FL1 y/o FL2, no estan
limitadas a las mutaciones anteriormente descritas. Se pueden realizar otras
mutaciones, ademas de o no de las descritas anteriormente, tales como, por
ejemplo, la mutacién de los aminoacidos que rodean los tripletes anteriores
195y .Y y 280 L.Y?*2 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una
posicidon correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV que se originan de
diferentes cepas, siempre que el polipéptido mutante resultante presente un peffil,
rico en trimero, mejorado, y dichas mutaciones adicionales no interfieran con la
produccidn (expresidn y secrecion), procesamiento o estabilidad del polipéptido
cuando se expresa recombinantemente en células huésped.

Los inventores de la presente también observaron que la combinacion de la
mutacion de al menos un bucle de fusién (FL1 y/o FL2), tal como cualquiera de las
mutaciones descritas anteriormente, con una mutacion adicional en el dominio
citoplasmico C-terminal del polipéptido también proporcioné un polipéptido gB de
CMV con un perfil de trimerizacion mejorado. En el sentido de la presente
invencion, se entiende que el dominio citoplasmico C-terminal de un polipéptido gB
de CMV es el dominio ubicado corriente abajo al dominio de transmembrana (ver
también Figura 1). En particular, la mutacion adicional en el dominio citoplasmico
C-terminal convenientemente concierne con la eliminacion de una region
hidrofébica, convenientemente una region rica en prolina, adecuadamente una
region altamente hidrofilica, negativamente cargada, posiblemente todas éstas.
Como un ejemplo no limitante, una mutacién adecuada corresponde a la

eliminacion de los aminoacidos 825 a 877 de la secuencia establecida en SEC ID
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NO: 1, la cual es denominada Del2. La delineacién de la secuencia anterior que
esta eliminada, no esta estrictamente limitada a la posicion de aminoacido 825 a
877 y puede variar, siempre que el polipéptido mutante resultante presente un
perfil rico en trimero, mejorado, y no se vea afectado en términos de produccién,
procesamiento o estabilidad cuando se expresa recombinantemente en células
huésped. Por consiguiente, en algunas modalidades, el polipéptido gB de CMV de
la invencién comprende tanto la mutacion de al menos un bucle de fusion (FL1 y/o
FL2), convenientemente FL1, como la eliminacién de al menos una region
hidrofébica, una regién rica en prolina y una region altamente hidrofilica en el
dominio citoplasmico C-terminal, en particular la eliminacién de los aminoacidos
825 a 877 (Del2) de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1.

La hidrofobicidad de una secuencia de aminoacido o un fragmento del
mismo es dictada por el tipo de aminoacidos que componen esta secuencia 0 un
fragmento de la misma. Los aminoacidos son comunmente clasificados en
distintos grupos de acuerdo con sus cadenas laterales. Por ejemplo, algunas
cadenas laterales se consideran no polares, es decir, hidrofébicas, mientras otras
se consideran polares. En el sentido de la presente invencion, se considera que la
alanina (A), glicina (G), valina (V), leucina (L), isoleucina (), metionina (M), prolina
(P), fenilalanina (F) y triptofano (W) son parte de los aminoacidos hidrofobicos,
mientras que la serina (S), treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), tirosina (Y),
cisteina (C), lisina (K), arginina (R), histidina (H), acido aspartico (D) y acido
glutamico (E) se consideran parte de los aminoacidos polares. Sin considerar su

hidrofobicidad, los aminoacidos también se clasifican en subgrupos basandose en
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propiedades comunes compartidas por sus cadenas laterales. Por ejemplo, la
fenilalanina, triptofano y tirosina estan conjuntamente clasificados como
aminoacidos aromaticos y seran considerados como aminoacidos aromaticos
dentro del significado de la presente invencion. El aspartato (D) y glutamato (E)
son parte de los aminoacidos negativamente cargos o acidos, mientras que la
lisina (K), arginina (R) e histidina (H) son parte de los aminoacidos positivamente
cargados o basicos, y seran considerados como tales en el sentido de la presente
invencion. Estan disponibles escalas de hidrofobicidad que utilizan las
propiedades hidrofébicas e hidrofilicas de cada uno de los 20 aminoacidos y
distribuyen una escala hidrofébica a cada aminoacido, creando asi un rango de
hidrofobicidad. Solo como un ejemplo ilustrativo, se puede citar la escala de Kyte y
Dolittle previamente discutida (Kyte et al. 1982. J. Mol. Bio. 157: 105-132). Esta
escala permite calcular la hidrofobicidad promedio dentro de un segmento de
longitud predeterminada. Por consiguiente, las regiones hidrofdbicas en una
secuencia de aminoacido pueden ser identificadas por un experto en la técnica
como objetivos potenciales para la mutacién de acuerdo con la presente
invencion. La habilidad de la mutacion de dichas regiones para inducir un perfil de
producto mejorado de la proteina mutante resultante, es decir favoreciendo la
proporcion de trimeros dentro de la poblacion, entonces puede ser probada como
se describe mas adelante. La mutacion de una regién hidrofébica puede consistir
de una eliminacién de dicha regién como se indicé anteriormente, o parte de ella,
o en mutaciones de punto substituyendo aminoacidos hidrofébicos con

aminoacidos polares dentro de dicha regidon. La relevancia de la mutacion sera
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determinada al analizar el efecto resultante de dicha mutacion en el perfil de
producto del polipéptido mutado, después de la expresion recombinante en células
huésped, es decir, una mutacion relevante es para inducir un perfil, rico en trimero,
mejorado, en donde al menos 50%, convenientemente al menos 60% y mas
convenientemente al menos 70% de los trimeros estan presentes dentro de la
poblacion del polipéptido mutado. Los inventores observaron que el dominio
citoplasmico C-terminal puede ser eliminado a un grado variables mientras se
mantiene el perfil de producto mejorado, como se describié anteriormente. Por
consiguiente, la presente invencion contempla polipéptidos gB de CMV, en donde
convenientemente 10%, mas convenientemente 20%, con mayor conveniencia
80%, mucho mejor 90% de los aminoacidos del dominio citoplasmico es eliminado.
Posiblemente, todo el dominio citoplasmico puede ser eliminado. En particular, los
inventores observaron que cuando se elimina al menos 70%, convenientemente
80%, o mas del dominio citoplasmico, los polipéptidos gB de CMV resultantes
mostraron una mejor expresion y mejor nivel de secrecion cuando se expresan
recombinantemente en células huésped. Por consiguiente, en algunas
modalidades, los polipéptidos gB de CMV de la invencién comprenden tanto la
mutacion de al menos un bucle de fusién (FL1 y/o FL2), convenientemente FL1, o
posiblemente ambos, como la eliminacién de todo el dominio citoplasmico, por
ejemplo, los aminoacidos 776 al 906 de la secuencia establecida en SEC ID NO:
1, 0 en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV.

Cualquier método que permita discriminar los constituyentes dentro de una

poblacién, tal como polipéptidos purificados posiblemente agregados entre si, de
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acuerdo con su tamafo o densidad, puede ser utilizado para verificar el perfil de
producto y, de esta manera, para determinar si mutaciones dadas estan
confiriendo un producto de perfil mejorado como se describié anteriormente. Los
métodos adecuados pueden basarse en sedimentacién, tal como
ultracentrifugacién analitca (AUC), o en cromatografia, en particular,
cromatografia de exclusiéon de tamafo, tal como cromatografia de exclusion de
tamafio basada en UV (SEC-UV). Alternativamente, un método para evaluar el
nivel de agregacién dentro de una muestra de proteina o polipéptido puede
consistir de tratar la muestra con un agente de entrelazamiento, con el fin de
formar enlaces entre dos proteinas, o polipéptidos, o mas. Convenientemente, se
puede utilizar glutaraldehido como un entrelazador. Después del entrelazamiento,
de cargar la muestra en un gel en condiciones de desnaturalizacion, tales como
SDS-PAGE, y de tefiir el gel para la presencia de proteinas, por ejemplo, con azul
de Coomassie o nitrato de plata, se presentaran agregados, si hay alguno, los
cuales se separan de acuerdo con su peso molecular. La carga en paralelo de una
escalera hecha de proteinas con un peso molecular conocido permitira determinar
el peso molecular de los diferentes agregados. Siempre que el peso molecular de
la unidad minima, tal como un polipéptido en su forma monomérica, sea conocido,
entonces el peso molecular observado de los agregados sera indicativo del nivel
de multimerizacion dentro de los agregados. Por ejemplo, el polipéptido gB de
CMV AD169 eliminado del dominio de transmembrana tiene una longitud de 838
aminoacidos. Si se considera que el peso molecular promedio de un aminoacido

es de 110 kDa, entonces el peso molecular esperado de este polipéptido es de 92
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kDa. Por lo tanto, si dicho polipéptido se agrega, entonces se podria esperar que
el peso molecular promedio de los multimeros resultantes sea un multiplo de 92.
En particular, si se forman trimeros, el peso molecular promedio esperado de
dichos trimeros, hechos de 3 moléculas de gB eliminado del dominio de
transmembrana, es de 276 kDa.

Cualquiera de las mutaciones antes descritas en los bucles de fusién FL1
ylo FL2 puede ser combinada con mutaciones adicionales. En particular, se
entiende que los polipéptidos gB de CMV de acuerdo con la presente invencion
tienen un dominio de transmembrana no funcional y comprenden mutaciones
especificas adicionales, tales como las mutaciones de bucles de fusion. La
ubicaciéon de un dominio de transmembrana dentro de un polipéptido puede
predecirse a través del uso de programas de computadora para formular una
escala de hidropatia a partir de la secuencia de aminoacido, utilizando las
propiedades hidrofobicas e hidrofilicas de los 20 aminoacidos (Kyte et al. 1982. J.
Mol. Bio. 157: 105-132). La hidropatia promedio dentro de un segmento de
longitud predeterminada de secuencia se calcula continuamente a medida que el
programa se mueve a través de la secuencia. Estas clasificaciones de hidropatia
consecutivas después son graficadas del término N al término C, y se imprime una
linea de punto medio que corresponde a un promedio grande de hidropatia de
composiciones de aminoacido encontradas en la mayoria de las proteinas
secuenciadas conocidas. Las proteinas unidas a membrana exhiben regiones no
interrumpidas grandes en el lado hidrofébico de la linea que corresponde a una

porcion de secuencia que esta embebida en la bicapa de lipido de la membrana.
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Un dominio de transmembrana es responsable de anclar un polipéptido a la
membrana de célula. En glicoproteinas envolventes virales, el dominio de
transmembrana tipicamente contiene estiramientos de 20-27 aminoacidos no
cargados, principalmente hidrofébicos cerca de la parte C-terminal del polipéptido.
Como un ejemplo de la aplicacién del analisis de hidropatia como se describid
anteriormente, con respecto a CMV gB, puede ser la publicacién de Spaete et al.
(Spaete et al., 1988, Virology 167: 207-225) citada. En realidad, los autores
identificaron en el polipéptido gB de CMV, a partir de las cepas AD169 y Towne,
un dominio de transmembrana hidrofébico putativo facilmente evidente como dos
picos hidrofébicos adyacentes, anchos cerca del término C del polipéptido gB. El
primero comprende los aminoacidos 715 a 748 y el segundo los aminoacidos 752
a 772 (la numeracion corresponde a la secuencia de aminoacido del polipéptido
gB de la cepa AD169 como se muestra en SEC ID NO: 1). Una publicaciéon de
Reschke et al. (Reschke et al, 1995, J. of Gen. Virology 76: 1 13-122)
alternativamente identificd el segundo estiramiento de los aminoacidos 751 a 771
como el dominio de transmembrana putativo de AD169 CMV ¢gB. Estas dos
publicaciones sugieren de esta manera que el dominio de transmembrana putativo
de AD169 CMV ¢gB incluye al menos los aminoacidos 751 a 771, y posiblemente
los aminoacidos 714 a 771. En el sentido de la presente invencion, el domino de
transmembrana del polipéptido gB de CMV abarca al menos los aminoacidos 701
a 775 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, y de esta manera la longitud de

74 aminoacidos.
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Por “un dominio de transmembrana no funcional”’, se debe entender dentro
del significado de la presente invencion que al menos parte del dominio de
transmembrana putativo se altera para permitir la secrecion del polipéptido
resultante a partir de una célula huésped después de la expresion en dicha célula.
En una modalidad, el polipéptido gB de la invencién se elimina de todo el dominio
de transmembrana. En modalidades alternativas, los polipéptidos gB de CMV de la
invencion retienen una porcién del dominio de transmembrana. En particular, los
polipéptidos gB de CMV retienen al menos 5%, convenientemente al menos 10%,
mas convenientemente al menos 20%, con mayor conveniencia al menos 30%, o
al menos 50% de los aminoacidos del dominio de transmembrana. Por
consiguiente, en algunas modalidades, al menos 50% del numero de aminoacido
del dominio de transmembrana se elimina de los polipéptidos gB de CMV de la
invencion, convenientemente al menos 70%, mas convenientemente al menos
80%, con mayor conveniencia al menos 90% y mas aun 95% del numero de
aminoacido del dominio de transmembrana es eliminado. De acuerdo con una
modalidad particular, el dominio de transmembrana del polipéptido gB de CMV de
la invencion se hace no funcional al eliminar los aminoacidos 701 a 775 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV. Con base en la prediccién antes descrita para
determinar la ubicacion de un dominio de transmembrana dentro de un
polipéptido, el grado de la eliminacién ademas puede variar, siempre que el
polipéptido gB de CMV eliminado resultante sea secretado de las células huésped

después de la expresion en dichas células. La alteracién funcional del dominio de
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transmembrana no esta limitada a la eliminacion de aminoacidos. La alteracién
puede consistir en cualquier otro tipo de mutaciones de aminoacido, tales como
insercion y/o substituciones. Las eliminaciones, inserciones y substituciones de
aminoacidos también puede ser combinada en cualquier forma, siempre que el
polipéptido gB de CMV mutado resultante sea secretado de células huésped
después de la expresion en dichas células. Estd dentro de las habilidades del
experto en la técnica valorar el impacto de una mutacion dada, tal como, por
ejemplo, la eliminacion de una porcion dada del dominio de transmembrana, sobre
la habilidad del polipéptido mutado resultante a ser secretado de las células. La
secrecion de un polipéptido puede ser detectada y el nivel de secrecidén puede ser
valorado a través de cualquier técnica conocida en el campo. Como un ejemplo
ilustrativo no limitante, es posible medir en forma separada el contenido del
polipéptido expresado que es retenido dentro de las células y el cual es secretado
en el sobrenadante de cultivo de célula o medio de cultivo de célula después de
expresion. Tipicamente, después de la expresion, el sobrenadante de cultivo de
célula se recolectdé antes de que las células se lisaran de acuerdo con cualquier
método comun de lisis, proporcionando de esta manera dos fracciones, una
celular y una sobrenadante. El contenido del polipéptido entonces puede ser
medido en cada fraccién a través de cualquier técnica de deteccion de proteina
conocida en el campo. Por ejemplo, el polipéptido puede ser detectado a traves de
tincion Western o a través de un analisis de ELISA.

Por “que comprende al menos una porcion del dominio extracelular’, se

debe entender en el sentido de presente invencion como al menos la parte del
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dominio extracelular que comprende o abarca los bucles de fusion FL1 y FL2. El
numero de aminoacidos adicionales fuera de los bucles de fusion en el domino
extracelular puede variar. El numero apropiado de aminoacidos, o el porcentaje de
aminoacidos del dominio extracelular presentado en los polipéptidos de la
invencion debe ser tal que los polipéptidos resultantes comprenden los epitopos
antigénicos y presentan un perfil mejorado de trimerizacion. Convenientemente, al
menos un 50%, mas convenientemente al menos 70%, con mayor conveniencia al
menos 80% y aun mas 90% de los aminoacidos del dominio extracelular es
retenido en los polipéptidos de la invencion, dicho porcentaje necesariamente
abarca los bucles de fusion FL1 y FL2. En una modalidad, el polipéptido gB de
CMV de la invencidon retiene todo el dominio extracelular, dicho dominio
comprende al menos una mutacién en uno de los dos bucles de fusién FL1 y FL2,
posiblemente ambos.

Por retencion de “al menos una porcion del dominio citoplasmico” significa
el numero de aminoacidos necesarios para la expresion y secrecion.
Convenientemente, los polipéptidos gB de CMV de la invencién comprenden al
menos 5%, convenientemente al menos 10%, y puede ser 20%, o mas, de los
aminoacidos del dominio citoplasmico. Por consiguiente, en algunas modalidades
al menos 80%, al menos 90%, o al menos 95% de los aminoacidos del dominio
citoplasmico en los polipéptidos gB de CMV de la invencién es eliminado. En una
modalidad mas, los polipéptidos gB de CMV de la invencion son eliminados de
todo el dominio citoplasmico.

Las mutaciones del dominio de transmembrana, tales como, por ejemplo,



10

15

20

36

eliminaciones de al menos parte del mismo, pueden ser combinadas con
mutaciones del dominio citoplasmico, tal como, por ejemplo, eliminaciones de al
menos parte del mismo. Cualquier combinacién se contempla en la presente
invencion, siempre que el polipéptido gB de CMV mutado resultante sea secretado
de células huésped después de la expresion en dichas células, como se describid
anteriormente y presente un perfil mejorado de trimerizacion. Por consiguiente, en
modalidades particulares, los polipéptidos gB de CMV de la invencion se eliminan
tanto de todo el dominio de transmembrana como de todo el dominio citoplasmico.
En modalidades alternativas, los polipéptidos gB de CMV de la invencién son
eliminados de todo el dominio de transmembrana y retienen al menos parte del
dominio citoplasmico, tal como, por ejemplo, 10% de mismo. En modalidades
alternativas adicionales, los polipéptidos gB de CMV de la invencion son
eliminados de todo el dominio citoplasmico y retiene al menos 30% del dominio de
transmembrana.

Sorprendentemente, los inventores observaron que al combinar mutaciones
de los bucles de fusion FL1 y/o FL2 con la deteccion de al menos parte del
dominio citoplasmico, posiblemente la eliminacion de todo esto, y la eliminacion de
al menos parte del dominio de transmembrana, posiblemente la eliminacion de
todo esto, proporcioné polipéptidos siendo mas eficientemente expresados y
secretados que los polipéptidos de la técnica anterior.

También, los inventores observaron que la secuencia de sefal de los
polipéptidos de CMV de la técnica anterior, después de expresion recombinante y

secrecion de los polipéptidos, fue dividida a través de peptidasa de sefial en
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diferentes posiciones de aminoacido, generando asi una poblacion de polipéptidos
gB maduros teniendo un extremo variable en el término N, es decir, una poblacion
hecha de polipéptidos gB teniendo un aminoacido diferente en el término N.
Sorprendentemente, observaron que la introduccion de mutaciones en la
secuencia lider del polipéptido gB dio como resultado la division de la secuencia
de senal principalmente en un sitio, generando asi una poblacién homogénea de
polipéptidos gB maduros teniendo el mismo aminoacido en el término N. Por
consiguiente, en una modalidad, se proporciona una preparacién que comprende
una poblacién de polipéptidos gB de CMV maduros producidos después de la
escision de la secuencia de sefial, en donde al menos 30%, al menos 80%, de
80% a 90% de los polipéptidos gB maduros comprende el mismo aminoacido en el
término N. En particular, los polipéptidos maduros de la invencidn
convenientemente empiezan con una serina o una histidina en la posicion N-
terminal. Es un objeto de la invencidn proporcionar un polipéptido gB de CMV que
comprenda una eliminacién de al menos 40%, convenientemente al menos 50%,
mas convenientemente al menos 70%, con mayor conveniencia al menos 80% o
aun mas al menos 90% de los aminoacidos de la secuencia lider. En una
modalidad, se proporciona un polipéptido gB de CMV que comprende la
eliminacion de toda la secuencia lider. Los inventores también observaron que la
eliminacion anterior de la secuencia lider puede ser combinada con mutaciones
que ocurren en la secuencia de sefal, tal como al menos una substitucion de
aminoacido, convenientemente la parte C-terminal del péptido de senal.

Alternativamente, dicha secuencia de sefal puede comprender al menos una
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insercion de aminoacido, adecuadamente en la parte C-terminal del péptido de
sefial. El grado de la eliminacion de la secuencia lider, asi como el tipo de
mutaciones en la secuencia de sefal, puede variar siempre que el polipéptido gB
resultante, después de la expresién recombinante y secrecion, sea dividido por
una peptidasa de sefial en un sitio principal, generando asi una poblacién de
polipéptidos gB maduros teniendo el mismo aminoacido en el término N. La
identidad del aminoacido N-terminal dentro de una poblacién de polipéptidos
puede ser determinada a través de cualquiera de las técnicas de secuenciacion
conocidas en el campo. Alternativamente, las diferentes formas de polipéptidos
dentro de una poblacién de polipéptidos pueden ser sometidas a una digestion
triptica, y los diferentes péptidos generados pueden ser analizados a través de
espectroscopia de masas, tal como MS/MS. La comparacién con péptidos
estandares de secuencias conocidas permitira determinar la composicion de
aminoacido de los péptidos digeridos.

Los inventores observaron que la eliminacion anterior de la secuencia lider
y/o la mutacion de la secuencia de sefial puede ser combinada con cualquiera de
las mutaciones descritas anteriormente con relacién a los dominios de Bucles de
Fusion FL1 y/o FL2 y/o a la eliminacién de al menos una porcion del dominio TM
y/o a la deteccion de al menos una porcién del dominio citoplasmico, mientras,
mientras sigue manteniendo las propiedades conferidas por cada tipo de
mutacion, tales como un perfil mejorado de trimerizacién, una mejor expresion y
secrecion, la ausencia de la sujecion C-terminal, y la homogeneidad en el término

N después de la escision de la secuencia de sefial, segun comparado con los
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polipéptidos gB de CMV de la técnica anterior, tales como gB-DeltaTM. Por
consiguiente, en algunas modalidades, los polipéptidos gB de CMV de la invencion
comprenden mutaciones en la secuencia lider opcionalmente combinadas con
mutaciones en la secuencia de sefial, cualquiera de las mutaciones de dominio
FL1 y/o FL2 previamente descritas, y cualquiera de las mutaciones en el dominio
citoplasmico y en el dominio TM ahi descrito.

Los polipéptidos gB de CMV de la invencidn no son de “existencia natural’
en el sentido de que no estan presentes en el mismo estado como en la
naturaleza, es decir, su secuencia ha sido modificada artificialmente. Los términos
“polipéptido” o “proteina” se refieren a un polimero en donde los mondémeros son
aminoacidos que estan unidos conjuntamente a través de enlaces amida. Los
terminos “polipéptido” o “proteina”, como se utiliza aqui, pretenden abarcar
cualquier secuencia de aminoacido e incluyen secuencias modificadas tales como
glicoproteinas. El termino “polipéptido” especificamente pretende cubrir tanto
proteinas de existencia natural como proteinas de existencia no natural, las cuales
son recombinante o sintéticamente producidas. El término “fragmento”, con
referencia a un polipéptido, se refiere a una porcion (es decir, una sub-secuencia)
de un polipéptido. El término “fragmento inmunogénico” se refiere a todos los
fragmentos de un polipéptido que retienen al menos un epitopo inmunogénico
predominante de la proteina o polipéptido de referencia de longitud completa. La
orientacion dentro de un polipéptido generalmente es dictada en una direccion N-
terminal o C-terminal, definida por la orientacion de las porciones amino y carboxi

de aminoacidos individuales. Los polipéptidos son traducidos de la terminal N o
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término amino hacia la terminal C o término carboxi.

También es posible utilizar en la presente invencién una polipéptido gB
como se describid anteriormente realizando mas mutaciones, tales como, por
ejemplo, mutaciones en sitios endoproteoliticos de manera que dichos sitios se
hacen ineficaces. Por ejemplo, el sitio de escision de furina ubicado alrededor de
los aminoacidos 456 a 460 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, 0 en una
posicidon correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV que se originan de
diferentes cepas, puede ser mutado. Convenientemente, al menos se realiza una
de las substituciones de aminoacido a partir del grupo que consiste de: R*®
substituido con T*®, R*® substituido con Q*®, y R*° substituido con T*°, con
relacion a la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, Por consiguiente, en ciertas
modalidades, los polipéptidos gB de CMV de la invencion comprenden mutaciones

R#¢ R*® y R* de la secuencia

de punto adicionales, en donde la arginina
establecida en SEC ID NO: 1, o una posicion correspondiente en otros
polipéptidos gB de CMV que se originan de diferentes cepas, esta substituida con
una treonina (T**®), un acido glutdmico (Q*®) y wuna treonina (T*9),
respectivamente. En algunas otras modalidades, la arginina en la posicién 50 y
357 de la secuencia como se establece en SEC ID NO: 1 fue substituida con una
serina. En otras modalidades mas, los polipéptidos gB de la invencién, en
particular, los que comprenden una eliminacién de una regién hidrofdbica en el
dominio citoplasmico C-terminal, comprenden una mutacion de punto adicional, en

donde la cisteina en la posicién 778 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1

esta substituida con una alanina.
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Opcionalmente, para facilitar la expresién y recuperacion, el polipéptido gB
de la presente invencion puede incluir un péptido de sefial en el ttrmino N. un
péptido de sefial puede ser seleccionado de entre numerosos péptidos de sefal
conocidos en la técnica, y tipicamente se selecciona para facilitar la produccién y
procesamiento en un sistema seleccionado para la expresion recombinante del
polipéptido gB de la presente invencién. En ciertas modalidades, el péptido de
sefal es el naturalmente presente en la proteina gB nativa de la cepa AD169, es
decir, aminoacidos 1-20 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1.
Alternativamente, el péptido de sefial puede ser una secuencia heterdloga ya que
la secuencia surge de una proteina distinta de gB. Los péptidos de senal
ilustrativos adecuados para usarse en el contexto de los polipéptidos gB de CMV
de la invencidn incluyen péptidos de sefal del activador de plasmindégeno de tejido
(tPA), proteina gD de Virus de Herpes Simple (HSV), endostatina humana, HIV
gp120, CD33, Her2Neu humana, o gp350 de virus de Epstein Barr (EBV). Un
“‘péptido de senal’” es una secuencia corta de aminoacido (por ejemplo, una
longitud de aproximadamente 18-25 aminoacidos) que dirige proteinas de
secrecion o de membrana recientemente sintetizada a y a raves de membranas,
por ejemplo, del reticulo endoplasmico. Los péptidos de sefal estan
frecuentemente, pero no universalmente, localizados en el término N de un
polipéptido, y con frecuencia se divididos por peptidasas de senal después de que
la proteina ha cruzado la membrana. Esta escisién comunmente es considerada
como un paso en el procedimiento de “maduracién’ de proteina. En particular, una

vez que el péptido de senal es dividido, la proteina se denomina como en su forma
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‘madura”. Las secuencias de senal tipicamente contienen tres caracteristicas
estructurales comunes: una region basica polar N-terminal (regién n), un nucleo
hidrofébico, y una regidon ¢ hidrofilica). De acuerdo con una modalidad, el
polipéptido gB de la invencion comprende el péptido de senal naturalmente
presente en el gB nativo. En una modalidad alternativa, el polipéptido gB de la
invencion comprende un péptido de sefal heterdlogo, tal como el péptido de sefial
de la proteina CD33. Las secuencias de sefial pueden ser no nativas y pueden
comprender mutaciones, tales como substituciones, inserciones, o eliminaciones
de aminoacidos. Por consiguiente, en algunas modalidades, en donde los
polipéptidos gB de la invencion comprenden un péptido de sefial, en particular, el
péptido de sefial nativo, dicho péptido de sefal comprende al menos una
substitucion de aminoacido, convenientemente en la parte C-terminal del péptido
de sefal. Alternativamente, dicho péptido de sefial comprende al menos una
insercion de aminoacido, convenientemente en la parte C-terminal del péptido de
sefal.

Opcionalmente, los polipéptidos gB de CMV de la invencién, como se
describe ahi, pueden incluir la adicion de una secuencia de aminoacido que
constituye una etiqueta, la cual facilita el procesamiento o purificacion
subsecuente de un polipéptido recombinantemente expresado. Dicha etiqueta
puede ser una etiqueta antigénica o de epitopo, una etiqueta enzimatica o una
etiqueta de polihistidina. Tipicamente, la etiqueta esta situada en uno o el otro
extremo del polipéptido, tal como en el término C o término N del polipéptido. Por

consiguiente, en algunas modalidades, los polipéptidos gB de CMV de la invencion



10

15

20

43
comprenden una etiqueta de polihistidina en el término C de los polipéptidos.

En ciertas modalidades, el polipéptido gB de CMV de la invencion tiene una
secuencia de aminoacido seleccionada de: SEC ID NO: 3, SEC ID NO: 4, SEC ID
NO: 5, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 14, SEC ID NO: 16 y SEC ID
NO: 18, o una sub-secuencia de la misma (por ejemplo, una sub-secuencia que
carece de la secuencia de sefal de aminoacidos, o que tiene una substitucién de
una secuencia de senal diferente). Alternativamente, en distintas modalidades, el
polipéptido gB de CMV de la invencion tiene una secuencia de aminoacido
seleccionada de: SEC ID NO: 19, SEC ID NO: 20, SEC ID NO: 21.

Otro aspecto de esta descripcion se refiere a acidos nucleicos que codifican
los polipéptidos gB de CMV de la presente invencidon. Las células en las cuales
dichos acidos nucleicos o vectores son introducidos (es decir, células huésped)
también son parte de la invencion. Las células huésped pueden ser células
bacterianas, pero mas comunmente seran células eucaridticas, tales como células
de levadura (por ejemplo, Pichia), células vegetales, células de insecto, o células
de mamifero (por ejemplo, células CHO). De acuerdo con una modalidad, los
polipéptidos gB de CMV de la invencién son recombinantemente expresados en
células CHO.

Los términos “polinucleétido” y “secuencia de acido nucleico” se refieren a
una forma polimérica de nucleétidos con una longitud de al menos 10 bases. Los
nucleétidos pueden ser ribonucledtidos, desoxiribonucledtidos, o formas
modificadas de cualquier nucledtido. El término incluye formas individuales y

dobles de ADN. Por “polinucleétido aislado” se refiere a un polinucleétido que no
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esta inmediatamente continuo con ambas de las secuencias de codificacion con
las cuales esta inmediatamente contiguo (uno en el extremo 5’ y uno en el extremo
3’) en el genoma de existencia natural del organismo a partir del cual se deriva. En
una modalidad, un polinucleétido codifica un polipéptido. La direccion de 5’ y 3’ de
un acido nucleico se define haciendo referencia a la conectividad de unidades de
nucledtido individuales, y se designa de acuerdo con las posiciones de carbdn del
anillo de azucar desoxiribosa (o ribosa). El contenido de informacion (codificacion)
de una secuencia de polinucle6tido se lee en una direccion 5’ a 3'.

Un acido nucleico “recombinante” es uno que tiene una secuencia que no
es de existencia natural o tiene una secuencia que se hace a través de una
combinacion artificial de dos segmentos, de otra manera separados, de secuencia.
Esta combinacion artificial puede lograrse a través de sintesis quimica o, mas
comunmente, a través de la manipulacién artificial de segmentos asilados de
acidos nucleicos, por ejemplo, a raves de técnicas de ingenieria genética. Una
proteina “recombinante” es una que es codificada por un acido nucleico heterélogo
(por ejemplo, recombinante), el cual ha sido introducido en una célula huésped, tal
como una célula bacteriana o eucariética. El acido nucleico puede ser introducido,
en un vector de expresion que tiene sefales capaces de expresar la proteina
codificada por el acido nucleico introducido o el acido nucleico puede ser integrado
en el cromosoma de la célula huésped.

En ciertas modalidades, los acidos nucleicos recombinantes son codon
optimizado para la expresion en una célula huésped procariética o eucaridtica

seleccionada, tal como una célula de mamifero, vegetal o de insecto. Para facilitar
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la replicacién y expresidn, los acidos nucleicos pueden ser incorporados en un
vector, tal como un vector de expresion procaridtico o eucariotico. Aunque los
acidos nucleicos aqui descritos pueden ser incluidos en cualquiera de una
variedad de vectores (incluyendo, por ejemplo, plasmidos bacterianos; ADN de
fago; baculovirus; plasmidos de levadura; vectores derivados de combinaciones de
plasmidos y ADN de fago, ADN viral tal como vacuna, adenovirus, virus de viruela
aviar, pseudorrabia, adenovirus, virus adeno-asociado, retrovirus y muchos otros),
mas comunmente el vector sera un vector de expresion adecuado para generar
productos de expresion de polipéptido. En un vector de expresiéon, el acido
nucleico que codifica el polipéptido gB de CMV es tipicamente dispuesto cerca y
en orientaciéon hacia una secuencia de control de transcripcion apropiada
(promotor, y opcionalmente, uno o mas mejoradores) para dirigir la sintesis de
ARNm. Es decir, la secuencia de polinucledtido de interés esta operablemente
enlazada a una secuencia de control de transcripcién apropiada. Ejemplos de
dichos promotores incluyen: el promotor temprano inmediato de CMV, LTR o
promotor SV40, promotor de poliedro de baculovirus, promotor lac o trp de E. coli,
fago T7 y promotor lambda P, y otros promotores conocidos por controlar la
expresion de genes en células procariéticas o eucarioticas o sus virus. El vector de
expresion tipicamente también contiene un sitio de unidén de ribosoma para el
inicio de traduccion, y un terminador de transcripcidén. El vector opcionalmente
incluye secuencias apropiadas para amplificar la expresion. Ademas, los vectores
de expresion opcionalmente comprenden uno o mas genes marcadores para

proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células huésped
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transformadas, tales como dihidrofolato reductasa, resistencia a neomicina o
resistencia de canamicina para el cultivo de célula eucaridtica, o tal como
resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

El vector de expresion también puede incluir elementos de expresion
adicionales, por ejemplo, para mejorar la eficiencia de la traduccion. Estas senales
pueden incluir un codon de iniciacion ATG y secuencias adyacentes. En algunos
casos, por ejemplo, se insertan un codén de iniciacion de traduccién y elementos
de secuencia asociados en el vector de expresion apropiado simultaneamente con
la secuencia de polipéptido de interés (por ejemplo, un coddn de inicio nativo). En
dichos casos, no se requieren sefales de control de traduccion adicionales. Sin
embargo, en casos en donde solo una secuencia de codificacién de polipéptido, o
una porcion de la misma, sea insertada, se proporcionan sefiales de control de
traduccion exdgena, incluyendo un coddn de iniciacion ATG para la expresion de
la secuencia gB de CMV. El coddn de iniciacion se coloca en el marco de lectura
correcto para asegurar la traduccion de la secuencia de polipéptido de interés. Los
elementos de transcripcion exégena y los codones de iniciacién pueden ser de
varios origenes, tanto natural como sintético. Si se desea, la eficiencia de la
expresion ademas puede ser incrementada a través de la inclusion de
mejoradores apropiados al sistema celular en uso (Scharf et al. (1994) Results

Probl Cell Differ 20:125-62; Bitter et al. (1987) Methods in Enzymol 153:516-544).

Los procedimientos ilustrativos suficientes para guiar a un experto en la
técnica a través de la produccién de acidos nucleicos gB de CMV recombinantes

se pueden encontrar en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
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2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3° ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (y
Suplementos del 2003); y Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A
Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 4° ed.,
Wiley & Sons, 1999.

Los acidos nucleicos ilustrativos que codifican los polipéptido gB de CMV de
la invencion estan representados por SEC ID NOs: 6, 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 17.
Expertos en la técnica pueden producir variantes de secuencia adicionales que
comparte identidad de secuencia con las variantes ilustrativas. Tipicamente, las
variantes de acido nucleico codificaran polipéptidos que difieren por no mas de
1%, 0 2%, 0 5%, 0 10%, 0 15%, 0 20% del nucledtido o aminoacidos. Es decir, los
polipéptidos codificados comparten al menos 80%, u 85%, mas comunmente, al
menos alrededor de 90% o mas, tal como 95%, o aun 98% o 99% de identidad de
secuencia. Se entendera inmediatamente por aquellos expertos en la técnica, que
las secuencias de polinucleétido que codifican los polipéptidos gB de CMV,
pueden por si mismas compartir menos identidad de secuencia debido a la
redundancia del cédigo genético.

Se entendera por aquellos expertos en la técnica que la similitud entre los
polipéptidos gB de CMV vy las secuencias de polinucleétido, como para las
secuencias de polipéptido y nucleétido en general, puede ser expresada en
términos de similitud entre las secuencias, de otra forma denominada como

identidad de secuencia. La identidad de secuencia frecuentemente es medida en
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términos de porcentaje de identidad (o similitud); entre mas alto es el porcentaje,
mas similares son las estructuras primarias de las dos secuencias. En general,
entre mas similares sean las estructuras primarias de dos secuencias de
aminoacido (o polinucleétido), mas similares son las estructuras de orden superior
que resultan del pliegue y ensamble. Las variantes de polipéptidos gB de CMV y
secuencias de polipéptido pueden tener una o un numero pequefo de
eliminaciones, adiciones o substituciones de aminoacido pero, sin embargo,
compartiran un porcentaje muy alto de su aminoacido, y en general su secuencia
de polinucledtido. En la técnica son bien conocidos métodos para determinar la
identidad de secuencia. Varios programas Yy algoritmos de alineacién se describen
en: Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, J.
Mol. Biol. 48:443, 1970; Higgins y Sharp, Gene 73:237, 1988; Higgins y Sharp,
CABIOS 5:151, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; y
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988. Altschul et al.,
Nature Genet. 6:1 19, 1994, presentan una consideracion detallada de métodos de
alineacion de secuencia y céalculos de homologia. The NCBI Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403, 1990) esta disponible
de varias fuentes, incluyendo el National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para usarse junto con los programas de
analisis de secuencia blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Una descripcién de
como determinar la identidad de secuencia utilizando este programa esta
disponible en el sitio web de NCBlen Internet.

Otro indicio de similitud de secuencia entre dos acidos nucleicos es la
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habilidad de hibridizar. Entre las similares sean las secuencias de los dos acidos
nucleicos, mas severas seran las condiciones a las cuales se hibridiza. La
severidad de las condiciones de hibridacion es dependiente de secuencia y son
diferentes bajo diferentes parametros ambientales. De esta manera, las
condiciones de hibridacién que dan como resultado grados particulares de
severidad variaran dependiendo de la naturaleza del método de hibridacion de
eleccion y la composicion y longitud dela hibridacién de las secuencias de acido
nucleico. Generalmente, la temperatura de hibridacién y la resistencia ionica
(especialmente la concentracion de Na® y/o Mg®) del regulador de pH de
hibridacién determinaran la severidad de la hibridacion, aunque los tiempos de
lavado también tienen influencia sobre la severidad. En general, las condiciones
severas se seleccionan para ser de aproximadamente 5°C a 20°C mas bajas que
el punto de fusién término (T) para la secuencia especifica a una resistencia
idbnica y pH definidos. La T, es la temperatura (bajo resistencia i6nica y pH
definidos) a la cual el 50% de la secuencia objetivo hibridiza a una sonda
perfectamente coincidente. Las condiciones para la hibridacion de acido nucleico y
el calculo de severidades se pueden encontrar en, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen, Hybridization With Nucleic Acid Probes,
Part || Theory and Nucleic Acid Preparation, Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Ltd., NY, NY, 1993, y
Ausubel et al. Short Protocols en Molecular Biology, 4° ed., John Wiley & Sons,

Inc., 1999.
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Para los propdsitos de la presente descripcion, “condiciones severas”
abarcan condiciones bajo las cuales la hibridacidn solo ocurrira si existe menos de
un 25% de desigualdad entre la molécula de hibridacion y la secuencia objetivo.
Las “Condiciones severas” pueden ser divididas en niveles particulares de
severidad para una definicion mas precisa. De esta manera, como se utiliza aqui,
las condiciones de “severidad moderada” son aquellas bajo las cuales las
moléculas con mas de un 25% de desigualdad no se hibridizaran; las condiciones
de “severidad media” son aquellas bajo las cuales las moléculas con mas de 15%
de desigualdad no se hibridizaran, y las condiciones de “severidad alta” son
aquellas bajo las cuales las secuencias con mas de 10% de desigualdad no
hibridizaran. Las condiciones de “severidad muy alta” son aquellas bajo las cuales
las secuencias con mas de 6% de desigualdad no hibridizaran. En contraste, los
acidos nucleicos que hibridizan bajo condiciones de “severidad baja” incluyen
aquellos con una identidad de secuencia mucho menor, o con una identidad de
secuencia solo sobre sub-secuencias cortas del acido nucleico. Por lo tanto, se
entendera que las varias variantes de acidos nucleicos que estan abarcadas por
esta descripcidén son capaces de hibridizar a al menos una de SEC ID NOs: 6, 7,
8,9, 11,13,15 y 17, sobre substancialmente toda su longitud.

Los polipéptidos gB de CMV aqui descritos se producen utilizando
procedimiento bien establecidos para la expresion y purificaciéon de proteinas
recombinantes. Los procedimientos suficientes para guiar a un experto en la
técnica se pueden encontrar en, por ejemplo, las referencias de Sambrook y

Ausubel antes citadas. Mas adelante se proporcionan detalles adicionales y
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especificos. Se introducen en células huésped, acidos nucleicos que codifican los
polipéptidos gB de CMV, tales como (pero no limitado a) los acidos nucleicos
ilustrativos representados por SEC ID NOs: 6, 7, 8, 9, 11,13, 15 y 17, a través de
cualquiera de una variedad de procedimientos bien conocidos, tal es como
electroporacion, transfecciéon mediada por liposoma, precipitacion de fosfato de
calcio, infeccion, transfeccidn y similares, dependiendo de la seleccion de vectores
y células huésped. Las células huésped que incluyen acidos nucleicos que
codifican al polipéptido gB de CMV recombinante, de esta forma, también son una
caracteristica de esta descripcidon. Las células huésped favorables incluyen células
huésped procaridticas (es decir, bacterianas), tales como E. coli, asi como
numerosas células huésped eucaridticas, incluyendo células fungicas (por
ejemplo, levadura, tales como Saccharomyces cerevisiae y Picchia pastoris),
células de insecto, células vegetales, y células de mamifero (tales como células
CHO). Los acidos nucleicos de CMV gB recombinantes se introducen (por
ejemplo, transducidos, transformados o transfectados) en células huésped, por
ejemplo, a través de un vector, tal como un vector de expresion. Como se
describié anteriormente, el vector muy tipicamente es un plasmido, pero dichos
vectores también pueden ser, por ejemplo, una particular viral, un fago, etc.
ejemplos de huéspedes de expresion adecuados incluyen: células bacterianas,
tales como E. coli, Streptomyces, y Salmonella typhimurium; células fungicas,
tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, y Neurospora crassa;
células de insecto, tales como Drosophila y Spodoptera frugiperda; células de

mamfifero, tales como 3T3, COS, CHO, BHK, HEK 293 o melanoma de Bowes,
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incluyendo células de algas, etc.

Las células huésped pueden ser cultivadas en medios convencionales de
nutriente modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar
transformantes, o amplificar las secuencias de polinucledtido insertadas. Las
condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son tipicamente
aquellas previamente utilizadas con la célula huésped seleccionada para
expresion, y seran evidentes para aquellos expertos en la técnica y en las
referencias aqui citadas, incluyendo, por ejemplo, Freshney (1994) Culture of
Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera edicién, Wiley- Liss, New York
y las referencias ahi citadas. Los productos de expresion que corresponden a los
acidos nucleicos de la invencién también pueden ser producidos en células que no
son de animal, tales como, plantas, levadura, hongos, bacterias, y similares.
Ademas de Sambrook, Berger y Ausubel, detalles con respecto al cultivo de célula
pueden encontrarse en Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid
Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg and Phillips (eds)
(1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab
Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg New York) y Atlas and Parks (eds) The
Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FL. En
sistemas bacterianos, se puede seleccionar un numero de vectores de expresion
dependiendo del uso pretendido para el producto expresado. Por ejemplo, cuando,
para la producciéon de anticuerpos, se necesitan grandes cantidades de un
polipéptido o fragmentos del mismo, favorablemente se emplean vectores que

dirigen una expresion de alto nivel de proteinas que son rapidamente purificadas.
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Dichos vectores incluyen, pero no se limitan a, clonacion multifuncional de E. coli y
vectores de expresion tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en donde la
secuencia de codificacion de interés, por ejemplo, un polipéptido de la invencion
como se describié anteriormente, puede ser ligada en el vector enmarco con
secuencias para la traduccion amino-terminal que inicia metionina y los 7 residuos
subsecuentes de beta-galactosidasa que produce una proteina de fusion de beta-
galactosidasa cataliticamente activa; ventores pIN (Van Heeke & Schuster (1989)
J Biol Chem 264:5503-5509); vectores pET (Novagen, Madison WI), en donde la
metionina amino-terminal esta ligada en marco con una etiqueta de histidina; y
similares. Similarmente, en levadura, tal como Saccharomyces cerevisiae, se
puede utilizar un numero de vectores que contienen promotores constitutivos o
inducibles, tales como, factor alfa, oxidasa alcohdlica y PGH, para la produccion
de los productos de expresion deseados. Para revisiones, ver Berger, Ausubel, v,

por ejemplo, Grant et al. (1987; Methods in Enzymology 153:516-544). En células

huésped de mamfifero, se puede utilizar un numero de sistemas de expresion,
incluyendo tanto plasmidos como sistemas de base viral.

Una célula huésped opcionalmente se selecciona por su habilidad para
modular la expresion de las secuencias insertadas o para procesar la proteina
expresada en la forma deseada. Dichas modificaciones de la proteina incluyen,
pero no se limitan a, glicosilacion, (asi como, por ejemplo, acetilacién,
carboxilacion, fosforilacion, lipidacién y acilacién). El procesamiento de pos-
traduccion, por ejemplo, el cual divide una forma de precursor en una forma

madura de la proteina (por ejemplo, a través de furina proteasa) es opcionalmente
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realizado en el contexto de la célula huésped. Diferentes células huésped, tales
como, 3T3, COS, CHO, HelLa, BHK, MDCK, 293, WI38, etc., tienen una
maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas
actividades de pos-traduccion y se pueden seleccionar para asegurar la
modificacion correcta y procesamiento de la proteina extrafa, introducida. Para la
producciéon de alto rendimiento, a largo plazo del polipéptido gB de CMV
recombinante codificado por los &cidos nucleicos aqui descritos, se utilizan
tipicamente sistemas de expresion estable. Por ejemplo, las lineas de célula que
establemente expresan un polipéptido gB de CMV de la invencién se obtienen al
introducir los vectores de expresion de célula huésped que contienen origenes
virales de replicacion o elementos de expresion endégena y un gen marcador
seleccionable. Después de la introduccion del vector, las células se dejan
desarrollar durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de que sean
conmutadas a medios selectivos. El propdsito del marcador seleccionable es
conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite el crecimiento y
recuperacion de células que exitosamente expresan las secuencias introducidas.
Por ejemplo, se pueden hacer proliferar grupos o colonias resistentes de células
establemente transformadas utilizando técnicas de cultivo de tejido apropiadas
para el tipo de célula. Las células huésped transformadas con un acido nucleico
que codifica un polipéptido gB de CMV son opcionalmente cultivadas bajo
condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina codificada
a partir del cultivo de célula.

Después de la transduccidén de una linea de célula huésped adecuada y del
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desarrollo de las células huésped a una densidad apropiada de célula, el promotor
seleccionado es inducido a través de medios apropiados (por ejemplo,
desplazamiento de temperatura o induccién quimica) y las células se cultivaron
durante un periodo adicional, el producto de polipéptido secretado después es
recuperado del medio de cultivo y se purifica. Alternativamente, las células pueden
ser cosechadas a través de centrifugacion, separacién a través de medios fisicos
0 quimicos, y el extracto crudo resultante es retenido para purificacidén adicional.
Las células eucaridticas o microbianas empleadas en la expresion de proteinas
pueden ser separadas a través de cualquier método convencional, incluyendo
ciclizacion de congelacidn-descongelacion, aplicacion de sonido, disrupcion
mecanica, o el uso de polipéptidos gB de CMV de célula, pueden ser recuperadas
y purificadas de cultivos de célula recombinante a través de cualquiera de un
numero de métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo sulfato de amonio o
precipitaciéon de etanol, extraccion de acido, cromatografia de intercambio de
anién o cation, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidrofébica, cromatografia de afinidad (por ejemplo, utilizando cualquiera de los
sistemas de etiquetado vistos aqui), cromatografia de hidroxiapatita, y
cromatografia de lectina. Se pueden utilizar pasos de replegado de proteina,
segun se desee, para completar la configuracion de la proteina madura.
Finalmente, se puede emplear cromatografia de liquido de alto rendimiento
(HPLC) en los pasos de purificacion finales. Ademas de las referencias
observadas anteriormente, una variedad de métodos de purificacién son bien

conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, aquellos establecidos por
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Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; y Bollag et al.
(1996) Protein Methods, 2° Edicién Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein
Protocols Handbook Humana Press, NJ, Harris and Angal (1990) Protein
Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, U.K.;
Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3° Edicion Springer
Verlag, NY; Janson and Ryden (1998) Protein Purification: Principles, High
Resolution Methods and Applications, Segunda Edicion Wiley-VCH, NY; y Walker
(1998) Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ.

En un ejemplo, los polinucleétidos que codifican los polipéptidos gB de CMV
son clonados en un vector adecuado para la introduccion en células de mamifero
(por ejemplo, células CHO). En esta modalidad ilustrativa, la secuencia de
polinucle6tido que codifica el polipéptido gB de CMV es introducido en el vector
pMax desarrollado por Amaxa. El polipéptido es expresado bajo un promotor
constitutivo, el promotor de CMV temprano inmediato. La seleccién de las células
establemente transfectadas que expresan la quimera se hace con base en la
habilidad de las células transfectadas para crecer en presencia de canamicina.
Las células que se han integrado exitosamente a pMax son capaces de creer en
presencia de canamicina, ya que el vector pMax expresa un gen de resistencia a
canamicina. Las células seleccionadas pueden ser clonalmente expandidas y
caracterizadas para la expresion de los polipéptidos gB de CMV. Alternativamente,
las secuencias de polinucleétido que codifican los polipéptidos gB de CMV de la
invencion pueden ser introducidas en el vector pTT5 desarrollado por NRC, el cual

expresa un gen de resistencia a ampicilina.
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Después de la transfeccion e induccidon de expresion (de acuerdo con el
promotor seleccionado y/o mejoradores u otros elementos reguladores), los
polipéptidos de expresion son recuperados (por ejemplo, purificados o
enriquecidos). Lo siguiente es un procedimiento ilustrativo para purificar los
polipéptido gB de CMV. Para facilitar la purificacion, los polipéptido gB de CMV
incluyen una etiqueta de polihistidina C-terminal. En resumen, el sobrenadante de
cultivo de célula se recolecté 6 dias después de la transfeccién. Después de la
clarificacion, los sobrenadantes se cargaron a columnas de niquel.

El término “purificacion” se refiere al procedimiento de remover
componentes de una composicion, la presencia de los cuales no es necesaria. La
purificacion es un término relativo, y no requiera que todas las huellas del
componente indeseable sean removidas de la composicion. En el contexto de
produccion de vacuna, la purificacion incluye procedimientos tales como
centrifugacion, dialisis, cromatografia de intercambio de ion, y cromatografia de
exclusion de tamafo, purificacién de afinidad o precipitacion. De esta forma, el
término “purificado(a)” no requiere de pureza absoluta; mas bien, se considera
como un término relativo. Una preparacion de acido nucleico o proteina
substancialmente pura puede ser purificada de manera que el acido nucleico
deseado, o proteina, representa al menos un 50% del contenido total de acido
nucleico de la preparacion. En ciertas modalidades, un acido nucleico
substancialmente puro, o proteina, representara al menos 60%, al menos 70%, al
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos 95% o mas del total de

acido nucleico o contenido de proteina de la preparacion.
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En el sentido de la presente invencidén, un componente biolégico “aislado”
(tal como una molécula de acido nucleico, o proteina) ha sido substancialmente
separado o purificado de otros componentes biolégicos en la célula del organismo
en donde el componente ocurre naturalmente, tal como, otros ADN y ARN
cromosomales y extra-cromosomales, proteinas y organulos. Los acidos nucleicos
y proteinas que han sido “aisladas” incluyen acidos nucleicos y proteinas
purificadas a través de métodos de purificacion estandares. El término también
abarca acidos nucleicos y proteinas preparadas a través de expresion
recombinante en una célula huésped asi como acidos nucleicos quimicamente
sintetizados y proteinas.

Los polipéptidos gB de CMV y acidos nucleicos de la invencion son utiles en
la preparacion de medicamentos para tratar una infeccion por CMV. Los
polipéptidos gB de CMV de la invencion son particularmente adecuados como
antigenos para incluirse en una composicion inmunogénica, tales como vacunas.
Por consiguiente, la presente invencién también abarca métodos para producir
una respuesta inmune contra CMV al administrar a un sujeto una cantidad
inmunolégicamente efectiva de una composicion que contiene cualquiera de los
polipéptidos gB de CMV de la invencion. Los sujetos pueden ser sujetos ya sea
HCMV-seropositivos o HCMV-seronegativos. En algunas modalidades, los sujetos
son nifas adolescentes, tipicamente de 12 a 16 afos de edad. Alternativamente,
los sujetos pueden ser mujeres en edad de reproduccion. Tipicamente, el grupo de
mujeres en edad de reproduccion representan mujeres que tienen entre 16 y 45

anos de edad que han quedado embarazadas. En una modalidad particular, la
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invencion contempla un método para producir una respuesta inmune contra CMV,
que comprende los pasos de administrar a mujeres en edad de reproduccion
HCMV-seronegativas, una cantidad inmunolégicamente efectiva de una
composicion que comprende un polipéptido gB de la invencién, en una modalidad
alternativa, los polipéptidos gB de CMV de la invencién se utlizan en la
preparaciéon de un medicamento para evitar y/o tratar una infeccion por CMV.
Convenientemente, la composicion, o medicamento, produce una respuesta
inmune protectora que reduce o evita la infeccion con CMV y/o reduce o evita una
respuesta patoldgica después de infeccién con CMV. En particular, el método de
la invencion, en donde a mujeres en edad de reproduccion se les administra una
cantidad inmunolégicamente efectiva de una composicion que contiene cualquiera
de los polipéptidos gB de CMV de la invencidn, evita la transmision de CMV de la
madre al feto, es decir, evita la infeccion congénita por CMV. Los términos
“prevencion de infeccidn congénita por HCMV en un recién nacido” significa que el
recién nacido esta libre de infeccion por HCMV al nacer. Alternativamente, los
sujetos adecuados para recibir la composiciéon inmunogénica de la invencién son
sujetos inmunocomprometidos, tales como, por ejemplo, pacientes trasplantados.
Por consiguiente, en algunas modalidades, la presente invencién contempla el uso
de polipéptidos gB de CMV de la invencion para reducir y/o evitar la infeccién por
CMV en sujetos inmunocomprometidos. En modalidades adicionales, la presente
invencion contempla métodos para producir una respuesta inmune contra CMV
que comprende los pasos de administrar polipéptidos gB de CMV de la invencion

a sujetos inmunocomprometidos.
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Un “sujeto” es un organismo viviente vertebrado multi-celular. En el contexto
de esta descripcion, el sujeto puede ser un sujeto experimental, tal como un
animal que no es un ser humano, por ejemplo, un raton, una rata algodonera, o un
primate no humano. Alternativamente, el sujeto puede ser un sujeto ser humano,
como se indico anteriormente.

Un “antigeno” es un compuesto, composicidén, o substancia que puede
estimular una respuesta inmune al producir anticuerpos y/o una respuesta de
célula Ten un animal, incluyendo composiciones que son inyectadas, absorbidas,
o de otra manera introducidas en el animal. El término “antigeno” incluye todos los
epitopos antigénicos relacionados. El término ‘“epitopo” o “determinante
antigénico” se refiere a un sitio en un antigeno al cual responden las células B y/o
T. Los “epitopos antigénicos predominantes” son aquellos epitopos para los cuales
se hace una respuesta inmune huésped funcionalmente importante, por ejemplo,
una respuesta de anticuerpo de una respuesta de célula T. De esta manera, con
respecto a una respuesta inmune protectora contra un patégeno, los epitopos
antigénicos predominantes son aquellas porciones antigénicas que cuando son
reconocidas por el sistema inmune huésped dan como resultado proteccién contra
la enfermedad causada por el patégeno. El término “epitopo de célula T’ se refiere
a un epitopo que cuando se une a una molécula MHC apropiada especificamente
se une a través de una célula T (mediante un receptor de célula T). Un “epitopo de
célula B” es un epitopo que es especificamente unido a través de un anticuerpo (o
molécula de receptor de célula B).

Una “respuesta inmune” es una respuesta de una célula del sistema
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inmune, tal como una célula B, célula T, o monocito, a un estimulo. Una respuesta
inmune puede ser una respuesta de célula B, la cual da como resultado la
produccion de anticuerpos especificos, tales como anticuerpos de neutralizacion
de antigeno especifico. Una respuesta inmune también puede ser una respuesta
de célula T, tal como una respuesta CD4+ o una respuesta CD8+. En algunos
casos, la respuesta es especifica para un antigeno particular (es decir, una
‘respuesta especifica para antigeno”), en particular, CMV. Si el antigeno se deriva
de un patégeno, la respuesta especifica para antigeno en una “respuesta
especifica para patégeno”. Una “respuesta inmune protectora” es una respuesta
inmune que inhibe una funcion o actividad peligrosa de un patégeno, reduce la
infeccién por un patégeno, o disminuye los sintomas (incluyendo la muerte) que
resultan de la infeccion por el patdgeno. Una respuesta inmune protectora puede
ser medida, por ejemplo, a través de la inhibicidén de replicacion viral o formacion
de placa en un ensayo de reduccién de placa o ensayo de neutralizacién de
ELISA, o al medir la resistencia al ataque del patégeno in vivo.

Tipicamente, la respuesta inmune produce una respuesta inmune
caracterizada por la produccion de citocinas de tipo Th1, por ejemplo, una
respuesta inmune de tipo Th1. Una respuesta inmune de tipo “Th1” se caracteriza
por células colaboradoras T CD4+ que producen IL-2 e IFN-y. En contraste, una
respuesta inmune de tipo “TH2” se caracteriza por células colaboradoras CD4+
que producen IL-4, IL-5 e IL-13.

Una “cantidad inmunolégicamente efectiva” es una cantidad de una

composicion (tipicamente, una composiciéon inmunogénica) usada para producir
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una respuesta inmune en un sujeto. Comunmente, el resultado deseado es la
produccion de una respuesta inmune especifica para antigeno (por ejemplo,
patdgeno) que es capaz de o contribuye a proteger al sujeto contra el patégeno,
tal como CMV. Sin embargo, para obtener una respuesta inmune protectora contra
un patdégeno se pueden requerir de multiples administraciones de la composicion
inmunogénica. De esta forma, en el contexto de esta descripcion, el término
cantidad inmunolégicamente efectiva abarca una dosis fraccionar que contribuye
en combinacidon con administraciones previas o subsecuentes para obtener una
respuesta inmune protectora.

También se proporcionan composiciones inmunogénicas, tales como
vacunas, incluyendo un polipéptido gB de CMV y un diluyente, vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Una “composicion inmunogénica” es una
composicion de materia adecuada para administrarse a un ser humano o animal
que sea capaz de producir una respuesta inmune especifica, por ejemplo, contra
un patogeno, tal como CMV. Como tal, una composicion inmunogénica incluye
uno 0 mas antigenos (por ejemplo, antigenos polipeptidicos) o epitopos
antigénicos, tales como, por ejemplo, los polipéptidos gB de CMV de la invencién.
Una composicion inmunogénica también puede incluir uno 0 mas componentes
adicionales capaces de producir o mejorar una respuesta inmune, tal como un
excipiente, vehiculo, y/lo auxiliar. En ciertos casos, las composiciones
inmunogénicas se administran para producir una respuesta inmune que protege al
sujeto contra sintomas o condiciones inducidas por un patégeno. En algunos

casos, se evitan (o se reducen o mejoran) los sintomas o la enfermedad causada
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por un patégeno al inhibir la replicacion del patégeno (por ejemplo, CMV) después
de la exposicion del sujeto al patégeno. En el contexto de la esta descripcién, se
entendera que el término composiciéon inmunogénica abarca composiciones que
pretende ser para administrarse a un sujeto o poblacion de sujetos con el
propoésito de producir una respuesta inmune protectora o paliativa contra CMV (es
decir, composiciones de vacuna o vacunas). Las composiciones inmunogénicas
de acuerdo con la invencidén no estan limitadas a composiciones que comprenden
polipéptidos gB de CMV. La presente invencion también contempla composiciones
inmunogénicas, tales como vacunas, que comprenden los polipéptidos gB de CMV
de la invencion y al menos uno o mas antigenos de CMV seleccionados del grupo
que consiste de pp65, IE1 , pUL131 , gL, gH, pUL128, pUL130, o cualquier
combinacion de los mismos. La presente invencién también contempla
composiciones inmunogénicas, tales como vacunas, que comprenden los
polipéptidos gB de CMV de la invencion y al menos uno o mas antigenos
seleccionados del grupo que consiste de HPV, Chlamydia, RSV, Toxoplasma
gondii. Zoster, y Aspergillus.

Numerosos diluyentes y vehiculos farmacéuticamente aceptables y/o
excipientes farmacéuticamente aceptables son conocidos en la técnica y se
describen en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, por E. W.
Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15° Edicion (1975). El adjetivo
“farmacéuticamente aceptable” indica que el diluyente, o vehiculo, o excipiente
para administrarse a un sujeto (por ejemplo, un ser humano o animal). En general,

la naturaleza del diluyente, vehiculo y/o excipiente dependera del modo particular
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de administracion que se utilice. Por ejemplo, la formulaciones parenterales
usualmente incluyen fluidos inyectables que incluyen fluidos farmaceéutica y
fisioldgicamente aceptables tales como agua, salina fisioldégica, soluciones
equilibradas de sal, dextrosa acuosa, glicerol o similares, como un vehiculo. En
ciertas formulaciones (por ejemplo, composiciones sélidas, tales como formas en
polvo), no se emplea un diluyente liquido. En dichas formulaciones, se pueden
utilizar vehiculos sdélidos no toxicos, incluyendo, por ejemplo, grados farmacé uticos
de trehalosa, manitol, lactosa, almidon o estearato de magnesio.

Por consiguiente, los excipientes y vehiculos adecuados pueden ser
seleccionados por aquellos expertos en la técnica para producir una formulacion
adecuada para suministrarse a un sujeto a través de una ruta seleccionada de
administracion. Los excipientes incluyen, sin limitacion: glicerol, polietilen glicol
(PEG), polioles formadores de vidrio (tales como, sorbitol, trehalosa), N-
lauroilsarcosina (por ejemplo, sal de sodio), L-prolina, sulfobetaina no detergente,
clorhidrato de guanidina, urea, 6xido de trimetilamina, KCI, C?*, Mg?*, Mn?*, Zn?* (y
otras sales relacionadas de cation divalente), ditiotreitol (DTT), ditioeritrol, [3-
mercaptoetanol, detergentes (incluyendo, por ejemplo, Tween80, Tween20, Triton
X-100, NP-40, Empigen BB, Octilglucésido, Lauroil maltésido, Zwittergent 3-08,
Zwittergent 3-10, Zwittergent 3-12, Zwittergent 3-14, Zwittergent 3-16, CHAPS,
desoxicolato de sodio, dodecil sulfato de sodio, y bromuro de cetiltrimetilamonio.

En ciertos ejemplos, la composicién inmunogénica también incluye un
auxiliar. Los auxiliares adecuados para usarse en composiciones inmunogenicas

que contienen polipéptidos gB de CMV de la invencién son auxiliares que, en
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combinacion con dichos polipéptidos aqui descritos, son seguras y minimamente
reactogénicas cuando se administran a un sujeto.

Un “auxiliar” es un agente que mejora la produccion de una respuesta
inmune en una forma no especifica. Los auxiliares comunes incluyen
suspensiones de minerales (alumbre, hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio)
sobre los cuales el antigeno es adsorbido; emulsiones, incluyendo agua en aceite,
y aceite en agua (y sus variantes, incluyendo emulsiones dobles y emulsiones
reversibles), liposacaridos, lipopolisacaridos, acidos nucleicos inmunoestimulantes
(tales como oligonucledtidos CpG), liposomas, agonistas de Receptor Toll
(particularmente, agonistas de TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9), y varias
combinaciones de dichos componentes.

Los auxiliares adecuados para usarse en combinacion con los polipéptidos
gB de CMV de la invencidn son saponinas. Por consiguiente, las composiciones
inmunogénicas de la invencion pueden comprender la saponina QS21
(WO8809336A1; US5057540A). QS21 es bien conocida en la técnica como una
saponina natural derivada de la corteza de Quillaja saponaria Molina, la cual
incluye células T citotoxicas CD8+ (CTLs), células Th1 y una respuesta de
anticuerpo de IgG2a predominante. Para evitar duda la referencia a QS21 incluye
OPT-821. En una forma adecuada de la presente invencién, las composiciones
inmunogénicas de la invencion comprenden QS21 en una forma substancialmente
pura, es decir, QS21 es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90% pura, por
ejemplo, al menos 95%, o al menos 98% pura. Las composiciones de la invencion

pueden comprender QS21 en una cantidad de entre aproximadamente 1 pyg a
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aproximadamente 100 ug, por ejemplo, de entre aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 60 ug, o de entre aproximadamente 10 yg y aproximadamente
50 ug, por ejemplo, 10 ug, aproximadamente 12.5 ug, aproximadamente 15 ug,
aproximadamente 20 pg, aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30 pg,
aproximadamente 40 ug o en particular aproximadamente 50 pg. En particular,
QS21 esta presente en una cantidad de entre aproximadamente 40 ug y 60 ug o
entre 45 y 55 ug o entre 47 y 53 pg o entre 48 y 52 uyg o entre 49 y 51 o
aproximadamente 50 pg. Alternativamente, QS21 esta presente en una cantidad
de entre 21 pg y 29 ug o entre aproximadamente 22 ug y aproximadamente 28 ug
o entre aproximadamente 23 pjug y aproximadamente 27 pyg o entre
aproximadamente 24 ug y aproximadamente 26 ug, o aproximadamente 25 ug. En
algunas modalidades, las composiciones inmunogénicas que comprenden los
polipéptidos gB de CMV de la invencion comprenden QS21 en una cantidad de
aproximadamente 10 ug, por ejemplo, entre aproximadamente 5 ug y 15 ug,
aproximadamente 6 pg y aproximadamente 14 ug, aproximadamente 7 pg y
aproximadamente 13 ug, aproximadamente 8 ug y aproximadamente 12 ug o
aproximadamente 9 ug y aproximadamente 11 pg, o aproximadamente 10 pg. En
otras modalidades mas, las composiciones inmunogénicas de la invencidon
comprenden QS21 en una cantidad de aproximadamente 5 ug, por ejemplo, entre
aproximadamente 1 uyg y 9 yg, aproximadamente 2 ug y aproximadamente 8 ug,
aproximadamente 3 ug y aproximadamente 7 ug, aproximadamente 4 ug y
aproximadamente 6 pg, o aproximadamente 5 ug. Una cantidad adecuada de

QS21 en la dosis para ser humano de las composiciones de la invencion es, por
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ejemplo, de cualquierade 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42,43,44, 45, 46,47, 48,49,0 50 ug.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden polipéptidos gB de
CMV de la invencion pueden comprender QS21 y un esterol, colesterol en
particular. Dichas composiciones muestran una reactogenicidad reducida cuando
se comparan con composiciones en donde el esterol esta ausente, mientras se
mantiene el efecto del auxiliar. Los estudios de reactogenicidad pueden ser
valorados de acuerdo con los métodos descritos en WO 96/33739. El esterol, de
acuerdo con la invencion, representa un esterol exdgeno, es decir, un esterol, el
cual no es endégeno al organismo a partir del cual se puede tomar la preparacion
de antigeno B-amiloide. Convenientemente, el esterol exégeno esta asociado al
auxiliar de saponina como se describe en WO 96/33739. En una modalidad
particular, el colesterol esta presente en un exceso a aquel de QS21, por ejemplo,
la relacion de QS21:esterol tipicamente sera del orden de 1:100 a 1:1 (p/p),
convenientemente de entre 1:10 a 1:1 (p/p), y de preferencia de 1:5 a 1:1 (p/p). En
particular, la relacién de QS21:esterol es de al menos 1:2 (p/p). En una modalidad
particular, la relacion de QS21:esterol es de 1:15 (p/p). Los esteroles adecuados
incluyen B-sitosterol, estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol y colesterol. En una
modalidad particular, las composiciones de la invencion comprenden colesterol
como esterol. Estos esteroles son bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el
colesterol se describe en Merck Index, 11° Edn, pagina 341, como un esterol de

existencia natural encontrado en grasa animal. Por consiguiente, en una
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modalidad especifica, las composiciones inmunogénicas que comprenden los
polipéptidos gB de CMV de la invencion, comprenden QS21 en su composicion
menos reactogénica, en donde se extingue con un esterol exégeno, tal como
colesterol, por ejemplo. Existen varias formas particulares de composiciones
menos reactogénicas, en donde QS21 se extinguidé con un colesterol exégeno. En
una modalidad especfifica, la saponina/esterol esta en la forma de una estructura
de liposoma (WO 96/337391). De esta manera, por ejemplo, los polipéptidos gB
de CMV de la invencién convenientemente pueden ser empleados en
composiciones inmunogénicas con un auxiliar que comprende una combinacion de
QS21 y colesterol.

El término “liposoma(s)” generalmente se refiere a estructuras de lipido uni-
o multi-laminares (en particular, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10 laminas dependiendo del
numero de membranas de lipido formadas) que encierran un interior acuoso. Los
liposomas y formulaciones de liposomas con bien conocidos en la técnica. Los
lipidos, los cuales son capaces de formas liposomas, incluyen todas las
substancias que tienen propiedades grasas o de tipo graso. Los lipidos que
pueden formar los lipidos en los liposomas pueden ser seleccionado del grupo que
comprende glicéridos, glicerofosfolipiods, glicerofosfinolipidos,
glicerofofonolipidos, sulfolipidos, esfingolipidos, fosfolipidos, isoprenoides,
esteroides, estearinas, esteroles, arqueolipidos, lipidos catidonicos sintéticos y
lipidos que contiene carbohidrato. Los liposomas convenientemente pueden
comprender un fosfolipido. Los fosfolipidos adecuados incluyen (pero no se limitan

a). fosfocolina (PC), la cual es un intermediario en la sintesis de fosfatidilcolina;
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derivados naturales de fosfolipidos: fosfocolina de huevo, fosfocolina de soya,
fosfocolina de soya hidrogenada, esfingomielina como fosfolipidos naturales; y
derivados sintéticos de fosfolipidos: (didecanoil-L-a-fosfatidilcolina [DDPC],
dilauroilfosfatidilcolina  [DLPC], dimiristoilfosfatidilcolina [DMPC], dipalmitoil
fosfatidilcolina [DPPC], Distearoil fosfatidilcolina [DSPC], Dioleoil fosfatidilcolina
[DOPC], 1-palmitoil, 2-oleoilfosfatidilcolina [POPC], Dielaidoil fosfatidilcolina
[DEPC]), fosfoglicerol (1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol [DMPG], 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol [DPPG], 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol [DSPG], 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol [POPG]), acido
fosfatidico acido (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidico [DMPA], acido dipalmitoil
fosfatidico [DPPA], acido diestearoil-fosfatidico [DSPA]), fosfoetanolamina (1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina  [DMPE],  1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina [DPPE], 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina DSPE 1,2-
Dioleoil-sn-Glicero-3-Fosfoetanolamina [DOPEY]), fosfoserina, polietilen glicol [PEG]
fosfolipido (mPEG-fosfoiipido, poliglicerin-fosfolipido, fosfolipido funcionalizado,
fosfolipido activado terminal). En una modalidad, los liposomas comprenden 1-
palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfoetanolamina. En una modalidad, se utiliza
fosfatidilcolina altamente purificada y puede ser seleccionado del grupo que
comprende fosfatidilcolina (EGG), fosfatidilcolina  hidrogenada (EGG),
fosfatidilcolina (SOYA), fosfatidilcolina hidrogenada (SOYA). En otra modalidad,
los liposomas comprenden fosfatidiletanolamina [POPE] o un derivado del mismo.
El tamano del liposoma puede variar de 30 nm a varios ym dependiendo de la

composicion de fosfolipido y el método usado para su preparacion. En
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modalidades particulares de la invencion, el tamafio del liposoma estara en la
escala de 50 nm a 500 nm y en modalidades adicionales de 50 nm a 200 nm. La
dispersion de luz laser dinamica es un método usado para medir el tamafo de
liposomas bien conocido por aquellos expertos en la técnica.los liposomas de la
invencion pueden comprender dioleoil fosfatidilcolina [DOPC] y un esterol, en
particular, colesterol. De esta manera, en una modalidad particular, las
composiciones inmunogénicas que comprenden polipéptidos gB de CMV de la
invencion, tales como polipéptidos gB que tienen un dominio de transmembrana
no funcional y al menos uno de los Bucles de Fusion FL1 y FL2 mutado,
posiblemente ambos, comprenden QS21 en cualquier cantidad aqui descrita en la
forma de un liposoma, en donde dicho liposoma comprende dioleoil fosfatidilcolina
[DOPC] y un esterol, en particular, colesterol.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden comprender uno
o mas inmunoestimulantes adicionales. En una modalidad, las composiciones
inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB de CMV de la invencién,
como se describe aqui, ademas comprenden un lipopolisacarido,
convenientemente un derivado no toxico del lipido A, en particular, lipido A de
monofosforilo 0 mas particularmente, lipido A de monofosforilo 3-desacilado (3D-
MPL). 3D-MPL se vende bajo el nombre de MPL por GlaxoSmithKline Biologicals
N.A., y se denomina a través de la especificacion como MPL o 3D-MPL. Ver, por
ejemplo, Patentes de E.U.A. Nos. 4,436,727; 4,877,611 ; 4,866,034 y 4,912,094.
3D-MPL principalmente promueve respuestas de célula T CD4+ con un fenotipo

IFN-y (Th1). 3D-MPL puede ser producido de acuerdo con los métodos descritos
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en GB2220211 A. Quimicamente es una mezcla de lipido A de monofosforilo 3-
desacilado con 3, 4, 5 o 6 cadenas aciladas. En las composiciones de la presente
invencion se puede utilizar 3D-MPL de particula pequefia. EI 3D-MPL de particula
pequefa tiene un tamafo de particula de manera que puede ser filtrado de forma
estéril a través de un filtro de 0.22 ym. Dichas preparaciones se describen en WO
94/21292.

Las composiciones de la invencion pueden comprenden 3D-MPL en una
cantidad de entre aproximadamente 1 ug a aproximadamente 100 ug, por ejemplo,
de entre aproximadamente 1 pg a aproximadamente 60 pug o de entre
aproximadamente 10 uyg vy aproximadamente 50 ug, por ejemplo,
aproximadamente 10 pg, aproximadamente 12 ug, aproximadamente 15 g,
aproximadamente 20 pg, aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30 pg,
aproximadamente 40 ug o en particular aproximadamente 50 ug. En particular,
3D-MPL esta presente en una cantidad de entre aproximadamente 40 pg y 60 ug
o entre 45y 55 yg o entre 47 y 53 yg o entre 48 y 52 ug o entre 49 y 51 o
aproximadamente 50 ug. Alternativamente, 3D-MPL esta presente en una cantidad
de entre 21 pg y 29 pg o entre aproximadamente 22 ug y aproximadamente 28 ug
o entre aproximadamente 23 pg Yy aproximadamente 27 ug o entre
aproximadamente 24 ug y aproximadamente 26 ug, o aproximadamente 25 ug.

En otra modalidad, la dosis para ser humano de la composicion
inmunogénica comprende 3D-MPL a un nivel de aproximadamente 10 g, por
ejemplo, entre 5 y 15 pg, convenientemente entre 6 y 14 ug, por ejemplo, entre 7 y

13 ugoentre 8y12pugoentre 9y 11 ug, o 10 pg. En una modalidad mas, la
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dosis para ser humano de la composicién inmunogénica comprende 3D-MPL a un
nivel de aproximadamente 5 ug, por ejemplo, entren 1 y 9 ug, o entre 2 y 8 uyg o
convenientemente entre 3 y7 yg o4y 6 ug, o 5 yg. Una cantidad adecuada de
3D-MPL en las composiciones de la invencion es de, por ejemplo, cualquiera de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 , 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, o 50 pg. En otras modalidades, el lipopolisacarido puede ser un
disacarido B1-6) glucosamina, como se en la Patente de E.U.A. No. 6,005,099 y la
Patente EP No. 0 729 473 B1. Un experto en la técnica facilmente podria ser
capaz de producir varios lipopolisacaridos, tales como 3D-MPL, basandose en las
ensefianzas de estas referencias. Ademas de los inmunoestimulantes antes
mencionados (que son similares en estructura a aquella de LPS o MLP o 3D-
MPL), los derivados acilados de monosacarido y disacarido que son una sub-
porcion para la estructura anterior también son auxiliares adecuados. En otras
modalidades, el auxiliar es un derivado sintético de lipido A, algunos de los cuales
se describen como TLR-4, e incluyen, pero no se limitan a:
OM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxite tra-decanoilamino]-4-o-
fosfono-D-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxite tradecanoilamino]-D-D-
glucopiranosilfosfato diacido), (WO 95/14026)
OM 294 DP (3S, 9 R) -3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9(R)-
[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol, 1,10-bis(fosfato diacido) (WO
99/64301 y WO 00/0462 )

OM 197 MP-Ac DP (3S-,9R)-3-D(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-
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aza-9-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1-fosfato  diacido  10-(6-
aminohexanoato) (WO 01/46127).

Las combinaciones de diferentes auxiliares, tales como aquellos
mencionados anteriormente, también pueden ser utilizados en las composiciones
con polipéptidos gB de CMV. Por ejemplo, como ya se observo, QS21 puede ser
formulado junto con 3D-MPL. La relacion de QS21:3D-MPL tipicamente estara en
el orden de 1:10 a 10:1; tal como 1:5 a 5:1, y por lo regular substancialmente 1:1.
Tipicamente, la relacion esta en la escala de 2.5:1 a 1:1 3D-MPL:QS21. Por
consiguiente, en algunas modalidades, las composiciones inmunogénicas que
comprenden polipéptidos gB de CMV de la invencion comprenden al menos QS21
y 3D-MPL.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB de
CMV de la invenciéon también pueden ser convenientemente formuladas con una
emulsion de aceite en agua. La emulsion de aceite en agua comprende un aceite
metabolizable (es decir, biodegradable). El aceite puede ser cualquier aceite
vegetal, aceite de pescado, aceite animal o aceite sintético, el cual es no téxico
para el receptor y es capaz de ser transformado mediante metabolismo. Las
nueces, semillas y granos son fuentes comunes de aceites vegetales. Los aceites
sintéticos también son adecuados. Por consiguiente, las emulsiones de aceite en
agua usadas en combinaciéon con los polipéptidos gB de CMV de la invencion
comprenden un aceite metabolizable. En una modalidad particular, las emulsiones
de aceite en agua comprenden escualeno (por ejemplo, entre aproximadamente

4% y 6% [v/v]). La emulsidon de aceite en agua ademas comprende un agente
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tensoactivo. Las emulsiones de aceite en agua de la invencion comprenden uno o
mas agentes tensoactivos. Los agentes tensoactivos adecuados son bien
conocidos a los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, monooleato
de polioxietilen sorbitan (Tween 80, Polisorbato 80), triolato de sorbitan (Span 85),
fosfatidilcolina (lecitina), polioxietilen (12) cetoestearil éter y octoxinol-9 (Triton X-
100). En una modalidad particular de la invencion, las emulsiones de aceite en
agua comprenden monooleato de polioxietilen sorbitan (Tween 80, Polisorbato
80). En una modalidad adicional, las emulsiones de aceite en agua de la invencion
comprenden monooleato de polioxietilen sorbitdn (Tween 80), y un agente
tensoactivo adicional, en particular, triolato de sorbitan (Span 85). Las emulsiones
de aceite en agua de la invencién también pueden comprender un tocol. Los
tocoles son bien conocidos en la técnica y se describen en EP0382271. En
particular, el tocol es a-tocoferol o un derivado del mismo, tal como succinato de
alfa-tocoferol (también conocido como succinato de vitamina E). En una modalidad
particular de la invencidon, se proporcionan composiciones inmunogénicas que
comprenden polipéptidos gB de CMV de la invencion en combinacién con una
emulsion de aceite en agua que comprende escualeno (por ejemplo 5% [v/V]) y a-
tocoferol (por ejemplo, aproximadamente 5% [v/v]). En una modalidad particular, la
emulsion de aceite en agua comprende un aceite metabolizable (por ejemplo,
escualeno), un tocol (por ejemplo, a-tocoferol) y un agente tensoactivo (por
ejemplo, monooleato de polioxietilen sorbitan [Polisorbato 80]). En otra modalidad
de la invencion, las emulsiones de aceite en agua de la invencién comprenden un

aceite metabolizable (por ejemplo, escualeno), un agente tensoactivo (por
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ejemplo, monooleato de polioxietilen sorbitan [Polisorbato 80]), y opcionalmente un
segundo agente tensoactivo (por ejemplo, trioleato de sorbitan [Span 85]). En una
modalidad mas de la invencion, las emulsiones de aceite en agua de la invencion
comprenden un aceite metabolizable (por ejemplo, escualeno), un polioxietilen
alquil éter, agente tensoactivo no iénico hidrofilico (por ejemplo, polioxietilen (12)
cetoestearil éter) y un agente tensoactivo no idnico hidrofébico (por ejemplo,
monooleato de polioxietilen sorbitan [Polisorbato 80]), o trioleato de sorbitan [Span
85]). En algunas modalidades, las composiciones inmunogénicas que comprende
los polipéptidos gB de CMV de la invencion, tales como polipéptidos gB que tienen
un dominio de transmembrana no funcional y al menos uno de los Bucles de
Fusion FL1 y FL2 mutado, posiblemente ambos, comprenden una emulsion de
aceite en agua que comprende escualeno, alfa-tocoferol, y Polisorbato 80.

Convenientemente, la emulsién de aceite en agua comprende 11 mg de
aceite metabolizable (tal como escualeno) o mas bajo, por ejemplo, entre 0.5-1 1
mg, 0.5-10 mg 0 0.5-9 mg 1-10 mg, 1-1 1 mg, 2-10 mg, 4-8 mg, 0 4.5-55 mg, y 5
mg de agente emulsificante (tal como monooleato de polioxietilen sorbitdn) o mas
bajo, por ejemplo, entre 0.1-5 mg, 0.2-5 mg, 0.3-5 mg, 0.4-5 mg, 0.5-4 mg, 1-2 mg
o 2- 3 mg por dosis de la vacuna. Adecuadamente, el tocol (por ejemplo, alfa-
tocoferol), cuando esta presente, estd en 12 mg o por abajo, por ejemplo entre
0.5-12 mg, 10-1 1 mg, 1 -1 1 mg, 2-10 mg, 4-9 mg, o 5-7 mg por dosis de vacuna
para ser humano.

Por el ttrmino “dosis de vacuna para ser humano” se refiere a una dosis

que esta en un volumen adecuado para uso humano. Generalmente, esta entre
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0.25 y 1.5 ml. En una modalidad, una dosis para ser humano es de 0.5 ml. En una
modalidad mas, una dosis para ser humano es mayor que 0.5 ml, por ejemplo, 0.6,
0.7, 0.8, 0.9 o 1 ml. En otra modalidad, en particular cuando la composicion
inmunogénica es para la poblacion pediatrica, una dosis para ser humano puede
ser menor que 0.5 ml tal como entre 0.25 y 0.5 ml.

Una composicion inmunogénica tipicamente contiene una cantidad
inmunoprotectora (o una dosis fraccional del mismo) del antigeno y se puede
preparar a través de técnicas convencionales. La preparacion de composiciones
inmunogénicas, tales como vacunas, incluyendo aquellas para administracion a
seres humanos, generalmente se describen en Pharmaceutical Biotechnology,
Vol. 61 Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach, editado por Powell and
Newman, Plenum Press, 1995. New Trends and Developments in Vaccines,
editado por Voller et al. , University Park Press, Baltimore, Maryland, U.S.A. 1978.
La encapsulacion dentro de liposomas se describe, por ejemplo, por Fullerton,
Patente de E.U.A. 4,235,877. La conjugacién de proteinas se describe, por
ejemplo, por la Patente de E.U.A. 4,372,945 y por Armor et al., Patente de E.U.A.
4,474 757. Tipicamente, la cantidad de proteina en cada dosis de la composicidn
inmunogénica se selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin efectos laterales adversos, importantes en el sujeto tipico. La
inmunoproteccién, en este contexto, no necesariamente significa una completa
proteccion contra la infeccion; significa proteccion contra sintomas o la
enfermedad, especialmente una enfermedad severa asociada con el virus. La

cantidad de antigeno puede variar dependiendo de cual inmunégeno especifico es
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empleado. En general, se espera que cada dosis para ser humano comprendera
1-1000 pg de proteina, tal como de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10
Mg, por ejemplo, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 50 pg, tal como
aproximadamente 1 pg, aproximadamente 2 pg, aproximadamente 5 ug,
aproximadamente 10 ug, aproximadamente 15 ug, aproximadamente 20 ug,
aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30 ug, aproximadamente 40 ug, o
aproximadamente 50 ug. La cantidad utilizada en una composicidn inmunogénica
se selecciona con base en la poblacién de sujeto (por ejemplo, bebés o adultos
mayores). Una cantidad oOptima para una composicién particular puede ser
determinada a raves de estudios estandares que involucran la observacion de
titulaciones de anticuerpo y otras respuestas en sujetos. Después de una
vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir un refuerzo en aproximadamente 4
semanas.

A menos que se explique de otra manera, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado como el comunmente
entendido por un experto en la técnica a cual pertenece esta descripcion. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular pueden encontrarse en
Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-
19-854287-9); Kendrew et al. (eds), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd; 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A.
Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk
Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1 -56081 -569-8).

” “ ” “* ”» 13

Los términos “un”, “una”, “uno”, y “el”, “la” incluyen referencias plurales a
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menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Ademas se debe entender que
todos los tamarfios de base o tamafios de aminoacido, y todos los valores de peso
molecular o masa molecular, dados para acidos nucleicos o polipéptidos son
aproximaciones y se proporcionan para descripcién. El término “pluralidad” se
refiere a dos o0 mas. Ademas se debe entender que todos los tamafios de base o
tamafios de aminoacido, y todos los valores de peso molecular o masa molecular,
dados para acidos nucleicos o polipéptidos, son aproximaciones, y se
proporcionan para descripcion. Ademas, las limitaciones numéricas dadas con
respecto a concentraciones o niveles de una substancia, tal como un antigeno,
pretenden ser aproximaciones. De esta manera, cuando una concentracion es
indicado como al menos (por ejemplo) 200 pg, se pretende que la concentracion
se entienda que sea al menos aproximadamente (o “alrededor de” o “~”) 200 pg.

Aunque se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a
aquellos aqui descritos en la practica o prueba de esta descripcion, mas adelante
se describen métodos y materiales adecuados. El término “comprende” significa
“‘incluye”. De esta manera, a menos que el contexto requiera otra cosa, la palabra
‘comprende”, y variaciones tales como “comprender’ y “que comprende” se
entendera que implican la inclusiéon de un compuesto o composicion establecido
(por ejemplo, acido nucleico, polipéptido, antigeno) o paso, o grupo de
compuestos o0 pasos, pero no la exclusion de cualquier otro compuesto,
composicion, pasos, o grupo del mismo. La abreviatura, “e.g.”, se deriva del latin
exempli gratia, y se utiliza aqui para indicar un ejemplo no limitante. De esta

forma, la abreviatura “e.g.” es sindnima con el término “por ejemplo”.
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Las siguientes modalidades se contemplan en la presente invencion:

a)

b)

d)

Un polipéptido gB de citomegalovirus (CMV) que comprende, en una
orientacion N-terminal a C-terminal; al menos una porcidn de un
dominio extracelular que comprende un dominio de bucle de fusién 1
(FL1) y un dominio de bucle de fusién 2 (FL2), opcionalmente al
menos una porcion de un dominio de transmembrana ™, y al menos
una porcion de un dominio citoplasmico, en donde al menos un
aminoacido del dominio FL1 esta substituido o eliminado, y en donde
el dominio TM o porcidn del mismo, si esta presente, es no funcional.
El polipéptido gB de CMV de la modalidad a), en donde el domino
TM se hace no funcional al eliminar los aminoacidos en la posicién
701-775 son relacion a la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, 0
en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV.

El polipéptido gB de CMV de la modalidad a) o b), que ademas
comprende al menos una substitucion de aminoacido, o eliminacién,
en el dominio de bucle de fusién FL2.

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a c),
que ademas comprende al menos la eliminacion de una region de
aminoacido hidrofébica en el dominio citoplasmico del polipéptido.

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a d),
en donde la substitucién de aminoacido en el dominio de bucle de
fusion FL1 consiste de la substitucion de al menos un aminoacido

entre Y.1.Y segun localizado en la posicion 155-157 con relacion a la
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secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, con un
aminoacido polar, el cual no es aromatico.
El polipéptido gB de CMV de la modalidad e), en donde la
substitucion consiste de la substitucion de al menos dos aminoacidos
entre Y.L.Y segun localizado en la posicion 155-157 con relacion a la
secuencia como se establece en SEC ID NO: 1, o en una posicién
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, con una
aminoacido polar, el cual no es un aromatico.
El polipéptido gB de CMV de la modalidad e) o f), en donde el
aminoacido polar se selecciona del grupo de aminoacidos
positivamente cargados consistiendo de lisina (k), histidina (H) y
arginina (R).
El polipéptido gB de CMV de la modalidad g), en donde la isoleucina
(I) ubicada en la posicidon 156 con relacién a la secuencia establecida
en SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en otros
polipéptidos gB de CMV, esta substituida con una histidina (H).
El polipéptido gB de CMV de la modalidad g) o modalidad h), en
donde la tirosina (Y) ubicada en la posicion 157 con relacion a la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posiciéon
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida
con una arginina (R).

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades e) a i),
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en donde la tirosina (Y) ubicada en la posicidon 155 con relacién a la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidon
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida
con una glicina (G).
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a d),
en donde los aminoacidos Y.l.Y segun ubicados en la posicion 155-
157 en el dominio de bucle de fusion FL1 con relacion a la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, estan substituidos con aminoacidos
G.H.R, respectivamente.
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a d),
en donde el estiramiento de aminoacidos Y.l.Y segun ubicado en la
posicidon 155-157 en el dominio de bucle de fusién FL1 con relacién a
la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, teniendo una
clasificacion de hidrofobicidad de + 1.9, segun medido a través
de la escala de Kyte y Doolittle, esta substituido con un estiramiento
de tres aminoacidos teniendo una clasificacion de hidrofobicidad
menor que -3, menor que -7, menor que -8, segun medido a través
de la escala de Kyte y Doolittle.
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades c) a |),
en donde la substitucion de aminoacido en el dominio de bucle de

fusion FL2 consiste de la substitucion de al menos un aminoacidos
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entre W.L.Y segun ubicado en la posicion 240-242 con relacién a la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidon
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, con un
aminoacido positivamente cargado seleccionado del grupo que
consiste de lisina (K), histidina (H), y arginina (R).
El polipéptido gB de CMV de la modalidad m), en donde el
aminoacido entre W.L.Y segun ubicado en la posicion 240-242 con
relacion a la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una
posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, esta
substituido con una histidina (H).
El polipéptido gB de CMV de la modalidad m) o n), en donde al
menos la tirosina (Y) ubicada en la posicion 242 con relacion a la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida
con una histidina (H).
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades c) a n),
en donde los aminoacidos W.L.Y segun ubicados en la posicion 240-
242 en el dominio de bucle de fusion FL2 con relacion a la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, estan substituidos con los
aminoacidos A.F.H, respectivamente.
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades d) a p),

en donde la eliminacidn en el dominio citoplasmico corresponde a la
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region de aminoacidos 825 a 877 con relaciébn a la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1.
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a q),
en donde dicho polipéptido es mutado en un sitio endoproteolitico.
El polipéptido gB de CMV de la modalidad r), en donde se realiza al
menos una de las substituciones de aminoacido, que se selecciona
del grupo que consiste de: R*® substituido con T*¢, R*® substituido
con Q*8 y R*° substituido con T**°, con relacién a la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV.

R456 R458

El polipéptido gB de CMV de la modalidad s), en donde y

R459, con relacion a la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, 0 en

una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV,
estan substituidos con T*®, Q*8 y T*° respectivamente.

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a t),
endonde la arginina (R*’) con relacién a la secuencia establecida en
SEC ID NO: 1 esta substituida con una serina (S*).

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a u),
en donde la arginina (R*°) con relacién a la secuencia establecida en
SEC ID NO: 1 esta substituida con una serina (S*°).

El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a v),
en donde la cisteina (C’"®) con relacion a la secuencia establecida en

SEC ID NO: 1 esta substituida con una alanina (A”"8).
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El polipéptido gB de CMV de la secuencia establecida en SEC ID
NO: 3.
El polipéptido gB de CMV de la secuencia establecida en SEC ID
NO: 4.
El polipéptido gB de CMV de la secuencia establecida en SEC ID
NO: 5.
Una preparacion que comprende un polipéptido gB de CMV, en
donde mas del 50% de dicho polipéptido esta en una forma trimérica,
segun medido a través de AUC (Ultracentrifugacion Analitica).
Una composicion inmunogénica que comprende el polipéptido gB de
CMV de cualquiera de las modalidades a) a z) mezclado con una
vehiculo farmacéutico adecuado.
La composicion inmunogénica de la modalidad bb), que ademas
comprende un auxiliar.
Un polinucledtido que codifica al polipéptido gB de CMV de
cualquiera de las modalidades a)-z).
Un vector recombinante que comprende el polinucle6tido de la
modalidad dd).
Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la
modalidad ee).
El polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a z),
para usarse en la prevencion y/o tratamiento de una infeccion por

CMV.
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hh)  Uso del polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a)
a z), en la preparacion de un medicamento para evitar y/o tratar una
infeccién por CMV.
i) Un método para producir una respuesta inmune contra CMV, que
comprende el paso de administrar a un sujeto una cantidad
inmunolégicamente efectiva de una composicién que comprende el

polipéptido gB de CMV de cualquiera de las modalidades a) a z).

La invencion ademas sera descrita haciendo referencia los siguientes

ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Polipéptidos gB de CMV

Todas las variantes del polipéptido gB (ver Figura 1 y Figura 2 para una
representacion esquematica), designados a continuacion, se originan de la
secuencia de aminoacido de gB de la cepa de CMV, AD169. Por consiguiente, la
numeracion de aminoacidos cuando se especifica la posicién de las mutaciones es
relativa a la secuencia de gB de CMV, AD169, establecida en SEC ID NO: 1.
También, ademas de las mutaciones especfficas que cada una contiene como se
describe mas adelante, las siguientes construcciones son (i) todas eliminadas del
dominio de transmembrana (eliminacion de aminoacidos 701 a 775), y (ii) todas
comprenden las siguientes mutaciones de punto: aminoacidos R* y R’
substituidos con el aminoacido S.

Aunque las variantes, que se presentan mas adelante, comprenden una
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etiqueta histidina en el extremo C-terminal del polipéptido para transfeccion
pasajera, la secuencia de dicha etiqueta no esta incluida en la SEC ID descrita

ahi.

11 gB-SLP12

La variante gB-SLP12 comprende 2 series de mutaciones de punto
apuntando a los bucles de fusidén putativos de gB, FL1 y FL2, respectivamente.
FL1 fue mutado al substituir los aminoacidos '>°Y.L.Y"®" con los aminoacidos
%G H.R™, mientras que FL2 fue mutado al substituir los aminoacidos 2*°W.L.Y?*2
con los aminoacidos 2*°A.F.H?*2. Esta construccion codifica para una proteina de
longitud de 830 aminodacidos. La secuencia completa de aminoacido de gB-SLP12

se proporciona en SEC ID NO: 3.

1.1.1 Construccion del vector de expresion, pMax-AD169-gB-SLP12

La secuencia de gen de gB-SLP12 (SEC ID NO: 6) se sintetizo a través de
la compania GeneArt. La secuencia de codificacion fue de coddén optimizado para
expresion en células CHO. Se introdujeron sitios de restriccion, Hindlll y BamH]I,
en el extremo 5’ (en frente del coddn de inicio) y el extremo 3’ (justo después del
coddon de terminacién), respectivamente. La secuencia de gen de codon
optimizado lleva mutaciones tanto en el primer bucle de fusion putativa (**°Y.1.Y"®’
reemplazado con °G.H.R™’) como en el segundo bucle de fusion putativa
(***W.L.Y** reemplazado con 2*°A.F.H?*?). E| fragmento de ADN sintético fue

recibido como uninserto de ADN con una longitud de 2558 bp clonado en el vector
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pMA (plasmido propietario GeneArt) utilizando los sitios de clonacién Kpnl'y Sacl,
generando el plasmido AD169-gB-SLP12-pMA. EI plasmido AD169-gB-SLP12-
pMA fue restringido con Hindlll y BamHI. El fragmento de ADN de 2530 bp
conteniendo el gen gB-SLP12 fue purificado con gel y se ligd al vector de
expresion de mamifero, pMax, una version modificada del vector pMaxCloning de
Amaxa. La estructura de base del vector pMaxCloning ha sido modificada con el
fin de eliminar un coddn de inicio, ATG, presente en multiples sitios de clonacion
del vector comercial de Amaxa (entre Kpnl y Hindlll). Después de la verificacion de
secuencia a través de secuenciacion automatica de ADN, se utilizd el plasmido
recombinante, pMax-AD169-gB-SLP12, para transfectar pasajeramente células

CHO-S.

1.2 ¢gB-SLP12-Del2

La eliminacién de una regién hidrofébica que abarca los aminoacidos Pro®?®

877 se introdujo en la variante gB-SLP12, generando la variante gB-SLP12-

a Lys
Del2. Esta construccion codifica para una proteina con una longitud de 777
aminoacidos. La secuencia de aminoacido completa de la variante gB-SLP12-Del2

se da en SEC ID NO: 4. La secuencia de nucleétido que codifica para gB-SLP12-

Del2 se muestra en SEC ID NO: 8.

1.21 Construccion del vector de expresion, pMax-AD169-qgB-SLP12-Del2

Un fragmento de ADN de 2159 bp abarcando los sitios de restriccion

unicos, Hindlll y Clal, presente en la secuencia de codificacion AD169-gB-SLP12,
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se amplifico a través de PCR, utilizando el plasmido AD169-gB-SLP12-pMA, como
una plantilla y los iniciadores SLP-Fw (SEC ID NO: 22) (5'-
GAAAGCGGGCAGTGAGCGGAAGGC-3") y SLP-Rv (SEC ID NO: 23) (5-
TGTCCTCCACGTACTTCACGCGCTGC-3'). La parte C-terminal del gen AD169-
gB-SLP12Del2, también se amplific6 mediante PCR como un fragmento de 745 bp
abarcando los sitios de restriccion Clal y Sacl, utilizando el vector Del2-pMA como
plantilla y los iniciadores Del-Fw  (SEC ID NO: 24) (5'-
CCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCA-3") y Del-Rv (SEC ID NO: 25) (5'-
CCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGC-3').  El vector Del2-pMA, el lleva un
fragmento de ADN sintético que codifica para la parte del término C del gen gB-
SLP12-Del2, se construy6 por la compafia GeneArt. Después de la restriccidn con
las enzimas apropiadas, los fragmentos de PCR fueron clonados en el vector
pMax restringido con Hindlll y Sacl. Después de la verificacion de secuencia a
través de secuenciacion automatica de ADN, se utiliz6 el plasmido recombinante

pMax-AD169-gB-SLP12 para transfectar pasajeramente células CHO-S.

1.3 gB-SLP1-Del2

La eliminacién de una region hidrofébica abarcando los aminoacidos Pro®?°

a Lys ¥ fue introducida en la variante gB-SLP1, generando la variante gB-SLP1-
Del2. Esta variante codifica una proteina con una longitud de 777 aminoacidos. La

secuencia de aminoacido completa de gB-SLP1-Del2 se daen SEC ID NO: 5.

1.3.1 Construcciéon del vector de expresion pMax-AD169-gB-SLP1-Del2
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El gen gB-SLP1 primero se sintetizd mediante GeneArt. La secuencia de
gen de coddn optimizado lleva mutaciones en el primer bucle de fusion putativo
(**°Y.1.Y"" reemplazado con ®°G.H.R™). Este gen sintético se recibié como un
fragmento de ADN de 2558 bp, se clond en el vector pMA utilizando los sitios de
clonacion Kpnl y Sacl, generando el plasmido AD169-gB-SLP1-pMA. El vector de
expresion pMax-AD169-gB-SLP1-Del2 se construy6 a partir de AD169-gB-SLP1-
pMA vy el vector plasmido Del2-pMA. EI vector pMA-gB-SLP1 fue restringido con
Hindlll y Clal, y el fragmento de ADN de 1964 bp que codifica para la parte N-
terminal de la proteina SLP1-Del-2 se aislo a través de purificacion de gel. El
vector plasmido Del2-pMA fue digerido con Clal y Sacl, y el fragmento de ADN de
420 bp que codifica para la parte C-terminal de la proteina gB-SLP1-Del2 se aisl6
a través de purificacion de gel. Estos dos fragmentos se ligaron conjuntamente al
vector de expresion, pMax, restringido con Hindlll y Sacl, generando el vector de
expresion final, pMax-AD169-gB-SLP1-Del2. Después de la verificacion de
secuencia a través de secuenciacion automatica de ADN, se utiliz el plasmido
recombinante, pMax-AD169-gB-SLP1-Del2 para transfectar pasajeramente células
CHO-S. La secuencia de nucledtido que codifica para gB-SLP1-Del2 se muestra

en SEC ID NO: 7.

14 ¢gB-SLP12-Delta113

La eliminacién de la parte C-terminal del dominio citoplasmico, empezando
en el aminoacido 793 se realiz6 en la variante gB-SLP12-Delta113, asi como la

eliminacion de los aminoacidos 701-775 del dominio de transmembrana. Esta
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variante codifica para una proteina con una longitud de 717 aminoacidos. La
secuencia de aminoacido completa de gB-SLP12-Delta113 se da en SEC ID NO:

12.

141 Construccion del vector pTT5-gB-SLP12-Delta113

La estrategia usada para construir el vector de expresion pTT5-gB-SLP-
Delta113 es como sigue. Primero, el vector pMax-AD169-gB-SLP12 (ver seccion
1.1.1) fue restringido con Hindlll y Clal. El fragmento de gB de 1970 bp, que
corresponde a la parte N-terminal de la construccion gB-SLP12-Delta113, se aisld
a través de purificacion de gel. El extremo C-terminal de la construccion gB-
SLP12-Delta113 abarcando los sitios Clal y BamH| (justo después del codon de
terminacion), se sintetizd mediante GeneArt y se recibié como un inserto de ADN
con una longitud de 230 bp (nombrado nuevo-2) clonado en el vector pMA
(plasmido propietario de GeneArt). El vector nuevo-2-pMA se restringioé con Clal y
BamH]| y el inserto de 230 bp se purific6 mediante gel. Los dos fragmentos de
ADN purificados con gel se ligaron conjuntamente en el vector de expresion pMax
previamente restringido con Hindlll y BamHI, generando el plasmido pMax-AD169-
gB-SLP12-Delta113. Después, las serinas en la posicion 50 y 357 de la
construccion AD169-gB-SLP12-Delta113 ambas fueron invertidas a la arginina
nativa, utilizando el equipo “QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis" de
Stratagene (No. 200513). El plasmido resultante, después de la verificacion de
secuencia, fue digerido con enzimas de restriccion Hindlll y BamHI. El fragmento

gB de 2200 bp fue purificado con gel y se ligd en el vector pTT5 (NCR, Canada)
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previamente restringido con Hindlll y BamHI, generando el vector de expresion
final pTT5-gB-SLP12-Delta113. Este vector se utilizd para transfectar
pasajeramente células CHO-S. La secuencia de nucle6tido que codifica para gB-

SLP12-Delta113 se muestra en SEC ID NO: 11.

1.5 gB-SLP12-Delta113

La eliminacion de la parte del dominio de transmembrana, empezando en el
aminoacido 725, y del dominio citoplasmico entero se realizd6 en gB-SLP12-
Delta725. Esta variante codifica para una proteina con una longitud de 724
aminoacidos. La secuencia completa de aminoacido de la variante gB-SLP12-

Delta725 se daen SEC ID NO: 10.

1.5.1 Construcciéon del vector de expresion pTT5-gB-SLP12-Delta725

Primero, la serina en la posicion 50 y 357 de la construccion gB-SLP12-
Del2 (ver seccion 1.2) se invirti6 a la arginina nativa, utilizando el equipo
“‘QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis" de Stratagene (No. 200513). El
plasmido resultante, después de la verificacion de secuencia, fue digerido con
enzimas de restriccion Hindlll y Clal, y el fragmento de gB de 1970 bp resultante
se asilé a través de purificacion de gel. También se generd un fragmento de PCR
abarcando los sitios de restriccion, Clal y BamHI (SEC ID NO: 26) y
comprendiendo la siguiente secuencia: A
TCGATCCCCTGGAGAACACCGACTTCAGGGTGCTGGAGCTGTACTCCCAGAA

GGAACTGAGGTCCAGCAACGTGTTCGACCTGGAGGAAATCATGAGAGAGTTC



10

15

20

92
AACAGCTACAAGCAGCGCGTGAAGTACGTGGAGGACAAGGTGGTGGACCCC
CTGC CCCCCTACCT
GAAGGGCCTGGACGACCTGATGAGCGGACTCGGGGCTGCTGGAAAGGCCTG
AGGATCC. El fragmento Hindlll-Clal de 1970 bp y el ADN de PCR restringido con
Clal y BamHI| fueron ligados conjuntamente en el vector pTT5 (NCR, Canada),
entre los sitios de clonacion Hindlll y BamHI con el fin de generar el vector de
expresion final, pTT5-gB-SLP12-Delta725. Después de la verificaciéon de
secuencia a través de secuenciacion automatica de ADN, el plasmido
recombinante, pTT5-gB-SLP12-Delta725, se utilizé para transfectar pasajeramente
células CHO-S. La secuencia de nucleétido que codifica para gB-SLP12-Delta725

se muestra en SEC ID NO: 9.

1.6 gB-SLP12-Delta725-LVL759

Esta variante codifica para una proteina con una longitud de 683
aminoacidos. La secuencia de aminoacido completa de gB-SLP12-Delta725-

LVL759 se daen SEC ID NO: 14.

1.6 Construccion del vector de expresion pTT5-AD169-Delta725-LVL759

El plasmido pTT5-gB-SLP12-Delta725-RR-lider2 fue mutado utilizando el
equipo QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis de Stratagene (No. 200522)
y el iniciador CAN1498 5'-gtgcatcgtgtgcctgggatccgaggcecgtgagecacagg-3' y CAN
1499 5'-cctgtggctcacggectcggatcccaggcacacgatgcac-3' dando como resultado el

plasmido intermediario, pTT5-694-13. Este plasmido intermediario fue mutado
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utilizando el mismo equipo QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis y el
iniciador CAN1650 5'-
gtgaacctgtgcatcgtgtgcctggccctggeccageccaccgggecaacgagacaa-3' 'y CAN1651  5'-
ttgtctcgttggeccggtggetggeccagggecaggceacacgatgcacaggticac-3' dando como
resultado el vector de expresion final, pTT5-gB-SLP12-725-LVL759. La secuencia
de nucledtido que codifica para gB-SLP12-Delta725-LVL759 se muestra en SEC

ID NO: 13.

1.7 gB-SLP12-Delta725-LVL776

Esta variante codifica para una proteina con una longitud de 683
aminoacidos. La secuencia de aminoacido completa de la variante gB-SLP12-

Delta725-LVL776 se da en SEC ID NO: 16.

1.7 Construccion del vector de expresion pTT5-AD169-Delta725-LVL776

El plasmido intermediario anterior, pTT5-694-13, fue mutado utilizando el
mismo equipo QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis y los iniciadores
CAN1648 5'-cctgtgcatcgtgtgcctgggagcecctggeccageccaccgggecaacgagacaate-3'  y
CAN1649 5'-gattgtctcgttggcceggtggetggeccagggcetcccaggcacacgatgcacagg-3' dando
como resultado un plasmido intermediario adicional, pTT5-LVL758-1. Esta
plasmido intermediario fue mutado utilizando el mismo equipo QuickChange Il XL
Site-Directed Mutagenesis y los iniciadores CAN1697 5'-

tggtgtgcgtgaacctgtgcatcgtgctectgggagcecctggecccaccgggeccaacgagacaatctac-3' y
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CAN1698 5'-
gtagattgtctcgttggccecggtgggeccagggcetcccaggagcacgatgcacaggticacgcacacca-3'
dando como resultado el vector de expresion fina pTT5-gB-SLP12-Delta725-
LVL776. La secuencia de nucleétido que codifica para gB-SLP12-Delta725-

LVL759 se muestra en SEC ID NO: 15.

1.8 ¢gB-SLP12-Delta725-CD33

La variante, gB-SLP12-Delta725-CD33, codifica para una proteina con una
longitud de 677 aminoacidos. Esta construccion es casi idéntica a la construccion
gB-SLP12-Delta725, excepto que la parte N-terminal del gen gB, que abarca los
nucleétidos 1 a 192 (la secuencia de sefial y los primeros 64 aminoacidos de la
proteina gB madura), fueron reemplazados con la secuencia de sefal de CD33
(Taylor et al. 1999, Vol. 274, No. 17: p 11505-11512). La secuencia de aminoacido

completa de la variante gB-SLP12Delta725-CD33 se da en SEC ID NO: 18.

1.8.1 Construccion del vector de expresion pTT5-gB-SLP12-Delta725-CD33

El gen, gB-SLP12-Delta725-CD33, se construyd a través de amplificacion
de PCR utilizando el plasmido pTT5-gB-SLP12-Delta725 como una plantilla y los
iniciadores CD33 (SEC ID NO: 27) (5'-
AATCAAAAGCTTACTAGTGCCGCCACCATGGCCCCCCTGCTGCTT
CTGCTGCCCCTGCTTTGGGCAGGGGCCCTGGCCCACCGGGGCAACG-3) vy
CMO578 (SEC ID NO: 28) (5'-

GTAATAGGATCCGGTACCTCATCAGGCCTTTCCAGCAG-3'). El iniciador hacia
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adelante contiene el sitio Hindlll y la secuencia de sefal CD33. El iniciador reverso
contiene el codon de terminacion y el sitio BamHI. Después de la restriccion con
las enzimas apropiadas, el fragmento de PCR fue clonado en el vector pEE14
restringido con Hindlll 'y Bglll. El plasmido recombinante pEE14-gB-SLP12-
Delta725-CD33 fue seleccionado después de la verificacion de secuencia.
Finalmente, el gen gB-SLP12-Delta725-CD33 fue sub-clonado en el vector pTTS
como sigue. La secuencia de codificacidén fue amplificada por PCR utilizando el
vector pEE14-gB-SLP12-Delta725-CD33 como una plantilla y los iniciadores
CD33F (SEC ID NO: 29) (5'-
AATCAAAAGCTTACTAGTGCCGCCACCATGGCCCCCC TGCTG-3') y Ecto-Rv
(SEC ID NO: 30) (5'-
GACTTATAGGATCCTCATCAGTGGTGGTGATGATGGTGGCCGCCGGCCTTTC

CAGCAGC-3'). Los iniciadores hacia adelante y reverso contienen los sitios de
clonacién Hindlll y BamHI, respectivamente. El ADN amplificado y el vector pTT5
fueron restringidos con Hindlll y BamHI, antes de la ligacion. EI vector de
expresion pTT5-gB-SLP12-Delta725-CD33 resultante, después de la verificacion
de secuencia, se Uutilizo para transfectar pasajeramente células CHO-S. La
secuencia de nucleétido que codifica para gB-SLP12-Delta725-CD33 se muestra

enSEC ID NO: 17.

Ejemplo 2: Expresién de polipéptidos gB de CMV

Las diferentes construcciones de ADN descritas anteriormente fueron

pasajeramente transfectadas en células CHO (Ovario de Hamster Chino),
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utilizando el sistema de expresion FreeStyle™ MAX CHO de Invitrogen. La
construccion que codifica el polipéptido gB-DeltaTM se utiliz6 como un control. La
secuencia de aminoacido de gB-DeltaTM se muestra en SEC ID NO: 2. El vector
de expresidn usado para la expresion de gB-DeltaTM fue pMax-AD169. El sistema
FreeStyle™ MAX CHO utiliza la linea de célula CHO-S, un sub-clon separado de
la linea de célula CHO-K1 comun se adapt6 a suspensidon y un polimero a base de
lipido catidnico sintético como reactivo de transfeccion. EI ADN de plasmido para
transfeccion se aislo utilizando el equipo Qiagen Maxiprep (Qiagen, Valencia, CA)
siguiendo el protocolo del fabricante. EI complejo de transfeccion se prepardé como
se recomendd por Invitrogen. En resumen, 37.5 pg de plasmido y 37.5 ul de
reactivo de transfeccién FreeStyle MAX se diluyeron en forma separada en 0.6 ml
de un medio Opti-Pro™. Justo después, el reactivo de transfeccion FreeStyle MAX
diluido se agrego a la solucién de ADN diluido. La mezcla de ADN-FreeStyle MAX
se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de agregarse al
cultivo de célula. Los cultivos transfectados se incubaron a 37°C durante 3 dias.
Después, los cultivos se mantuvieron a 29°C durante un periodo de otros 3 dias.
En el dia 6 después de la transfeccion, se recolectd 1 ml de cada cultivo de célula
comprendiendo las células transfectadas en suspension asi como el medio de
cultivo de célula. Los sobrenadantes de cultivo de célula se separaron de las
células suspendidas a través de centrifugacién a 12,000 g. Los sobrenadantes se
recolectaron y las pellas celulares se solubilizaron con 1 ml de regulador de pH de
lisis (PBS suplementado con 1% Triton X-100). El material insoluble se removio de

los lisados de célula a través de centrifugacion a 12,000 g a 4°C durante 5
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minutos. Las alicuotas (15 ul) de los sobrenadantes de cultivo y fracciones
celulares solubilizadas se corrieron en gel Criterion XT 4-12% Bis Tris (Board)
utilizando un regulador de pH MOPS. Las proteinas fueron transfectadas a
membranas de nitrocelulosa y las membranas se sondearon con el anticuerpo
anti-gB, MAb 27-156 (Spaete et al., 1990). Alternativamente, la expresién y el nivel
de secrecion fueron detectados a través del analisis Elisa utilizando un anticuerpo
anti-gB. El ensayo se realizd en placas de 96 cavidades. Las placas se recubrieron
con un anticuerpos anti-gB policlonal (el anticuerpo se produjo al inyectar el
polipéptido gB++ -descrito en EP0759995- en conejos). Después de un paso de
saturacion en 3% de leche descremada durante 1 hora a 37°C, el anticuerpo se
incubd durante la noche a 4°C. Las cavidades después se lavaron 4 veces. Una
serie de diez diluciones dobles de cada muestra a ser probada (sobrenadante y
fracciones celulares transfectadas con construcciones de gB dadas) se agregé a
las placas recubiertas en presencia de un anticuerpo anti-gB monoclonal (el
anticuerpo se produjo inyectando ratones con un virus entero de CMV), el cual se
conjugé con biotina durante 2 horas a 37°C. Después de 4 lavados con
PBS/Tween 20 0.1%, se agregaron 100 ul de estreptavidina-peroxidasa de rabano
y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces con
PBS/Tween 20 0.1% y una vez con agua. Después, las placas se incubaron
durante 10 minutos a 37°C con 100 pl de tetra-metil-bencidina 75% (TMB) en 0.1
M de regulador de pH de citrato, pH 5.8 (25%). Esta reaccién se detuvo con 100 pl
de HSO4 0.4N y se leyd la colorimetria en un espectrofotdmetro a 450/620 nm. Un

lote previo de gB-DeltaTM purificado cuya concentracién es conocida, se utilizé



10

15

20

98
como un estandar en este experimento. Al utilizar el software SoftMax Pro, la

concentracion de cada muestra a ser probada se cuantifico.

2.1 Expresion y secrecion de gB-SLP12, gB-SLP1 -Del2 y gB-SLP12-Del2 -

analisis de tincion Western

En la Figura 3 se muestra una tincion Western representativa de tres
experimentos realizados independientemente. Los carriles A, B, C y D representan
las fracciones celulares de los cultivos transfectados con gB-DeltaTM, gB-SLP12,
gB-SLP1-Del2 y gB-SLP12-Del2, respectivamente. El nivel de gB presente en
dichas fracciones celulares es indicativo del nivel de gB que es intracelular. Los
carriles E, F G y H representan los sobrenadantes de los cultivos transfectados
con gB-DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP1-Del2 y gB-SLP12-Del2, respectivamente. El
nivel de gB presente en dichos sobrenadantes es indicativo del nivel de gB, el cual
es secretado. Si se compara el nivel de gB presente en los carriles B, C y D con el
nivel de gB presente en el carril A, se observa que el nivel de gB intracelular
permanece sin cambio cuando se mutan los bucles de fusion, es decir, los
polipéptidos de la invencidon, segun comparado con gB-DeltaTM con bucles de
fusion intactos, es decir, el polipéptido de la técnica anterior, sugiriendo que las
mutaciones en los bucles de fusién no afectan la secrecion. En realidad, si se
compara el nivel de gB presente en los carriles F, G, y H con el nivel de gB
presente en el carril E, se observa que la expresion de los polipéptidos gB de la

invencion (con bucles de fusion mutados) y su secrecion son al menos tan
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eficientes como la expresion y secrecion del polipéptido gB de la técnica anterior

(gB-DeltaTM con bucles de fusion intactos).

2.2 Expresion y secrecion de gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-

Delta725 - ensayo de Elisa

La cuantificacion de los resultados a través del ensayo de ELISA y
representada en la forma de una grafica se muestra en la Figura 4. Las barras en
negro representan las fracciones celulares de cultivos transfectados con gB-
DeltaTM, ¢gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-Delta725, respectivamente,
mientras que las barras en gris representan los sobrenadantes de los mismos
cultivos. Por consiguiente, la suma de la barra gris y de la barra negra por variante
expresada representa el nivel de expresién total logrado después de la
transfeccion en células CHO. Con respecto a gB-DeltaTM, se observo que dentro
de la poblacion del polipéptido expresado, alrededor de la mitad del polipéptido se
retiene intracelularmente (barra gris) y alrededor de la mitad del polipéptido es
secretado (barra negra). Sorprendentemente, cuando se expresa gB-SLP12, se
observo que el nivel de expresidn total fue significativamente mas alto que para
gB-DeltaTM, alrededor de 2 veces. Ademas, si se compara el nivel respectivo de
la forma intracelular y la forma secretada, se observd que mas del 80% del
polipéptido fue secretado, mientras que solo un 10-20% permanecio intracelular,
sugiriendo que gB-SLP12 también fue mas eficientemente secretado que gB-
DeltaTM. Esto sugiere que la mutacién de los bucles de fusién tiene un impacto
positivo sobre la expresion y secrecion. Similarmente se observo el nivel mas alto

de expresion y de secrecion sobre gB-DeltaTM con los polipéptidos gB-SLP12-
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Delta113 y gB-SLP12-Delta725. Sin embargo, sorprendentemente, los dos
polipéptidos fueron aun mas significativamente expresados que gB-SLP12, mas
de 2 veces y alrededor de 1.6 veces, respectivamente, sugiriendo que la
combinacion de la eliminacion de al menos parte del dominio citoplasmico con la
mutacion de bucle de fusién ademas mejora la expresion, y de esta manera, el

rendimiento final de los polipéptidos secretados resultantes.

2.3 Expresion y secrecion de gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113, gB-SLP12-

Delta725, gB-SLP12 - Papel de los bucles de fusion

En la Figura 5 se muestran tinciones Western. La Figura 5A muestra que
gB-SLP12 fue secretado al menos tan eficientemente como gB-SLP12-Delta725,
ambos mostrando un nivel de secrecion mayor que gB-DeltaTM (comparar carriles
F y J con el carril B), confirmando los resultados observados por el ensayo de
Elisa. Los carriles M y N representan las fracciones celulares y el sobrenadante de
un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725 teniendo bucles de fusion intactos
FL1 y FL2. La ausencia de deteccion de gB en el sobrenadante de cultivo (ver
carril N) sugiere que el buen nivel de expresion/secrecion de gB requiere que los
bucles de fusion sean mutados. Se hizo una observacién similar en la Figura 5B,
en donde no se detecté nada de gB en el sobrenadante de un cultivo transfectado
con gB-Delta725 teniendo bucles de fusién, FL1 y FL2, intactos, segun comparado
con el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725 (comparar
carriles 6 y 2, respectivamente). El requerimiento de la mutacion de los bucles de

fusion FL1 y FL2 para lograr una mejor secrecion que gB-DeltaTM fue
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similarmente observado para los polipéptidos gB-SLP12-Delta113. gB fue
escasamente detectable en el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-
SLP12-Delta113 teniendo bucles de fusion FL1 y FL2 intactos, segun comparado
con el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113 (comparar

carriles 6’ y4’, respectivamente).

24 Expresion y secrecion de gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta725-

LVL759,y gB-SLP12-Delta725-LVL776

En la Figura 5C se muestra una tincion Western. El nivel de gB presente en
el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725-LVL759 es al
menos tan bueno como el nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo
transfectado con gB-SLP12-Delta725 (comparar carriles f y h con los carriles b y d,
respectivamente). ElI nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo
transfectado con gB-SLP12-Delta725-LVL776 es solo ligeramente mas bajo que el
nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-
Delta725 (comparar carriles j y | con los carriles b y d, respectivamente). Estos
resultados indican que la mutacién en la parte N-terminal en los polipéptidos (ver
Figura 2) de la invencidon no impacta significativamente el nivel de secrecién de
dichos polipéptidos.

Ejemplo 3: Perfil de producto de polipéptidos gB de CMV

Se expresaron pasajeramente gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 en
células CHO como se describioé en el Ejemplo 2, y los sobrenadantes de cultivo se

recogieron en el dia 6 después de la transfeccion. Después de la clarificacion, los
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sobrenadantes se suplementaron con 350 mM NaCl y 0.4% Empigen y después
se filtraron a través de 0.22 ym. Se utilizaron columnas de niquel para purificar los
polipéptidos transfectados y secretados de los sobrenadantes de cultivo de célula
correspondientes. Se equilibraron 16 columnas XK (Qiagen) con un regulador de
pH comprendiendo 10 mM TRIS-HCI, 350 mM NaCl, 10 mM imidazol y 0.4%
Empigen pH 8.0. Los sobrenadantes de cultivo de célula, previamente clarificados,
suplementados vy filtrados, se cargaron a una velocidad de flujo de 4 ml/minuto y
las proteinas retenidas se lavaron con el regulador de pH de equilibrio. La elucidon
se realiz6 a una velocidad de fluo de 4 ml/minuto con un regulador de pH
comprendiendo 10 mM TRIS HCI, 350 mM NaCl, 350 mM imidazol y 0.4%
Empigen pH 8.0. Las fracciones eluidas después se inyectaron a una velocidad de
fluo de 2 ml/minuto en 26 columnas 26 (GE) equilibradas con un regulador de pH
comprendiendo 10 mM de regulador de pH de fosfato (K) y 0.4% Empigen pH 7.2.
El primer pico de proteina fue cosechado para analisis adicional. Las fracciones
diluidas que corresponden a este pico después se cargaron en columnas de
sulfato de celufina (Chisso Corporation) equilibradas con un regulador de pH
comprendiendo 10 mM de regulador de pH de fosfato (K) y 0.4% Empigen pH 7.2.
La elucion se realizd a una velocidad de flujo de 3 ml/minuto con un regulador
de pH comprendiendo 5 mM fosfato (K), 1 M NaCl y 0.1% Pluronic F68 pH 7.2.
Los polipéptidos purificados que resultan del procedimiento de purificacién anterior

después fueron sometidos a los siguientes experimentos.

3.1 Experimentos de entrelazamiento con glutaraldehido
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Directamente se agreg6 glutaraldehido a 15 pl de cada polipéptido
purificado (correspondiendo a aproximadamente 7 ug de proteina total) con el fin
de obtener una concentracion final de glutaraldehido de 0.5% y 1%. Como un
control, una muestra de cada polipéptido purificado se dejo sin glutaraldehido. Las
mezclas se dejaron incubar durante 150 minutos y, después, la reaccién de
glutaraldehido se detuvo al agregar NaBH4 (Aldrich) y las muestras se incubaron
en hielo durante 20 minutos. Las muestras después se corrieron en el gel Criterion
XT 4-12% Bis Tris (Biorad) utilizando el regulador de pH MOPS. El gel se tifi6 con

azul de Coomassie R-250 y se muestra en la Figura 9.

Resultados

Si estan presentes multimeros de polipéptidos en las muestras antes de ser
tratadas con glutaraldehido, luego los multimeros de cualquier tamafio dado, ya
sea dimeros, trimeros, o cualquier otro multimero de peso molecular alto, se
entrelazaron y, de esta manera, se mantuvieron como tales cuando emigraron en
un gel en condiciones de desnaturalizacién. Por consiguiente, dichos multimeros
emigraron de acuerdo con su peso molecular. En forma contraria, con muestras de
control que no fueron tratadas con glutaraldehido, cualquier multimero presente en
dicha muestra fue desnaturalizado en monémeros cuando emigran en un gel en
condiciones de desnaturalizacion, de manera que los polipéptidos en las muestras
de control emigraron de acuerdo con el peso molecular equivalente a un
monomero del polipéptido (ver una banda individual, un bit menor que 150 kDa en

los carriles A, D y G). Si se considera el perfil de multimero de gB-DeltaTM
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(carriles A, B y C), se observan 2 bandas de peso molecular muy alto (indicado por
las flechas) en las muestras tratadas con glutaraldehido. También se muestra que
estas dos bandas son de la misma intensidad, sugiriendo que la muestra de gB-
DeltaTM comprende la mayoria de los dos tipos de multimeros y que la proporcion
de cada multimero dentro de la muestra debe ser casi igual. De lo contrario,
cuando se considera el perfil de gB-SLP12, en particular, carriles E y F, en donde
las muestras se trataron con glutaraldehido, mientras que también se observaron
dos bandas de peso molecular alto, la intensidad de cada banda es
significativamente diferente. En realidad, la intensidad de la banda de peso
molecular mas bajo es al menos 3-5 veces mas fuerte que la mas alta, sugiriendo
que la poblacion de multimero de peso molecular mas bajo dentro de la muestra
de gB-SLP12 es mucho mayor que la poblacién del multimero de peso molecular
mas alto. Se hizo una observacion similar cuando se consider6 la muestra de gB-
SLP12-Del2 (carriles G, H e I), en donde la intensidad de la banda mas baja es
alrededor de 2-3 veces mas fuerte que la intensidad de la banda mas alta. Esto
sugiere que gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 tienen un perfil de multimero similar con
una proporcidon enriquecida de los multimeros de peso molecular mas bajo, que es
diferente de gB-DeltaTM, el polipéptido de la técnica anterior. Se observa que el
gel utilizado en ese experimento no proporciona una resolucién lo suficientemente
buena para determinar si las bandas de peso molecular mas bajo observadas en
los carriles con relacion a gB-DeltaTM son del mismo tamafio como las
observadas en los carriles con relacion a gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2. Por la misma

razdn, no es posible determinar con precision el tamafo real de cada banda, por lo
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que la identificacion de los multimeros observados como dimeros o trimeros, etc.,
a partir de ese experimento es dificil. Con el fin de obtener esta informacién, se

realizaron los dos siguientes experimentos con los polipéptidos purificados.

3.2 Ultracentrifugacion analitica - gB-DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP1 -Del2

Se utilizé ultracentrifugacién analitica (AUC) para determinar la
homogeneidad y distribucion de tamafo en solucion de las diferentes especies
(por ejemplo, multimeros de diferentes tamanos de un polipéptido purificado al
cual se agrega) dentro de una muestra de polipéptido purificado al medir la
velocidad a la cual las moléculas se mueven en respuesta a una fuerza centrifuga.
Esto se basa en el calculo del coeficiente de sedimentacion de las diferentes
especies que se obtuvieron mediante un experimento de velocidad de
sedimentacion, que depende de su forma molecular y masa. Después de la
purificacion, gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 re-suspendidos en 10 mM
fosfato de sodio, 1 M BaCl y 0.1% Pluronic, pH 7.2, se hicieron girar en una
ultracentrifuga analitica Beckman-Coulter ProteomeLab XL-1 a 28 000 rpm
después de que el rotor AN-60Ti se equilibré a 15°C. Para la recoleccién de datos,
se registraron 160 escaneos a 280 nm y 230 nm cada 5 minutos. Se realizé6 un
andlisis de datos utilizando el programa SEDFIT para la determinacién de la
distribucion C(S). La determinacion del volumen especffico parcial de las proteinas
se realizd con el software SEDNTERP a partir de una combinacién de su
secuencia de aminoacido y de su composicidon esperada de glicano. También se

utiliz6, SEDNTERP para determinar la viscosidad y la densidad del regulador de
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pH, descuidando la contribucion del Pluronic F68, el cual no esta representado en
la base de datos de este software. Los resultados se presentan en la forma de una
grafica que muestra la concentracién de cada especie graficada contra peso
molecular. La determinaciéon de la abundancia relativa de todas las especies ha
sido realizada al considerar el area total bajo la curva de toda la distribucion como
100% de la muestra al calcular el porcentaje de esta area total representada por la

contribucion de cada especie.

Resultados

La Figura 10 presenta exitosamente el perfil de gB-DeltaTM, gB-SLP12 y
gB-SLP1-Del2 purificados segun analizados a través de ultracentrifugaciéon
analitica. La grafica que corresponde a la muestra gB-DeltaTM indica una
distribucion heterdloga representada por una pluralidad de picos. En particular, la
poblacion principal observada en dicha muestra son las especies de 417 kDa
(35%) y 723 kDa (30%), las cuales probablemente representan trimeros y
hexameros, respectivamente. Dentro de dicha muestra también se presentan
multimeros de peso molecular mas alto. De forma contraria, cuando los bucles de
fusion FL1 y FL2 fueron mutados, el perfil del polipéptido gB-SLP12 purificado
correspondiente indica una poblacion mas homogénea, ya que la poblacién
principal es una especie de 327 kDa (63%), la cual es muy probable que
represente trimeros. La presencia de multimeros de peso molecular mas alto es

escasamente notoria. Se observd un perfil similar en la muestra de gB-SLP1-Del2,
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en donde la poblacion principal es una especie de 311 kDa (67%), la cual es muy
probable que represente trimeros también, mientras que la presencia de
multimeros de peso molecular mas alto es solo marginal.

En conclusion, los polipéptidos gB de la invencién (gB-SLP12 y gB-SLP1-
Del2) presentan un perfil mejorado de producto, ya que la poblacidon de trimeros se
incrementa en un factor de aproximadamente 2 veces, segun comparado con la
poblacién de trimero del polipéptido gB de la técnica anterior (gB-DeltaTM).

3.3 Ultracentrifugacion Analitica - gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta113

Se realiz6 ultracentrifugacion analitica como se describié anteriormente en
la seccion 3.2 para determinar la homogeneidad y la distribucion de tamarfo en
solucion de las diferentes especies dentro de los polipéptidos purificados gB-
SLP12-Delta725 y gB-SLP12-Delta113.los polipéptidos fueron recombinantemente
expresados como se describe en el Ejemplo 2 y se purificaron como se describié
en el primer parrafo del Ejemplo 3 de la presente. Después de la purificacion, gB-
SLP12-Delta725 y gB-SLP12-Delta113 cada uno se volvieron a suspender ya sea
en un regulador de pH comprendiendo 0.1% Pluronic o en un regulador de pH sin

Pluronic.

Resultados

La Figura 11A exitosamente muestra el perfil del polipéptido gB-SLP12-
Delta113 purificado segun analizado a través de ultracentrifugacion analitica en
presencia o ausencia de 0.1% Pluronic, el perfil observado fue similar al perfil

observado para gB-SLP12 y gB-SLP12-Del2 en la Figura 10, con una poblacion
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similar al 72% representando trimeros dentro de la poblacién del polipéptido
purificado, es decir, un perfil mejorado de producto segun comparado con el
polipéptido gB de la técnica anterior (gB-DeltaTM). Sin embargo, en presencia de
Pluronic, el porcentaje de trimeros se redujo con un incremento concomitante del
porcentaje de mondmeros (25%) y la presencia de multimeros de un tamafio de
alrededor de 230 kDa. Esta tendencia del polipéptido gB-SLP12-Delta113 a
monomerizarse en presencia de Pluronic es indicativa de una susceptibilidad a
detergente.

La Figura 11B exitosamente presenta el perfil del polipéptido purificado gB-
SLP12-Delta725 segun analizado a través de ultracentrifugacién analitica en
presencia o ausencia de 0.1% Pluronic. El perfil observado con este polipéptido
purificado es similar si estd o no presente Pluronic. En realidad, el porcentaje de
trimeros en ambos casos es alrededor de 70%, es decir, tan alto como el
porcentaje de trimero observado con los polipéptidos gB-SLP12 y gB-SLP12-Del2,
y de esta manera, gB-SLP12-Delta725 también presenta un perfil mejorado de
producto segun comparado con el polipéptido gB de la técnica anterior (gB-

DeltaTM).

Conclusién

Aunque tanto gB-SLP12-Delta113 como gB-SLP12-Delta725 muestran un
perfil mejorado de producto, con una proporcion enriquecida de trimeros, los
resultados obtenidos indican que gB-SLP12-Delta725 presenta la ventaja adicional

de tener una estabilidad estructural mejorada en solucién, ya que su perfil de
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trimero es mantenido en presencia o ausencia de Pluronic. En realidad, un
tratamiento detergente no presentd un impacto observable en las propiedades de

sedimentacion de ese polipéptido.

3.4 Cromatografia de exclusion de tamaino

El tamario de proteina de gB-DeltaTM y gB-SLP12 también se determiné a
través de cromatografia de exclusién de tamafo utilizando un detector UV a 280
nm y una columna TKS G5000PWXL (Tosoh Bioscience). Las muestras se
cargaron a temperatura ambiente a una velocidad de flujo de 0.5 ml/minuto. La
elucion se realiz6 con PBS + 0.1% Pluronic a la misma velocidad de flujo y a
temperatura ambiente. Para la calibracién se utilizaron Tiroglobulina (669 kDa),
ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (158 kDa), albumina (68 kDa),
conalbumina (75 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), y

ribonucleasa (13.7 kDa).

Resultados

Como se muestra en la Figura 13, gB-SLP12 tiene un tamano de 357 kDa,
segun medido a través de cromatografia de exclusion de tamafo, que
probablemente es para representar la forma trimérica. Dos polipéptidos de la
técnica anterior, gB-DeltaTM y gB-S50-DeltaTM, es decir, los polipéptidos con
bucles de fusién intactos, tienen un tamafno similar de 710 kDa, que representan

multimeros de peso molecular mas alto. Estos resultados confirman los resultados



10

15

20

110
anteriores obtenidos con ultracentrifugacion analitica ya que los polipéptidos de la
invencion (gB-SLP12) tienen un perfil de producto distinto a los polipéptidos de la

técnica anterior (gB-DeltaTM).

Ejemplo 4: Sujecién C-terminal de polipéptidos gB-SLP12

41 Expresion y purificacion

Los polipéptidos gB-DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-
Delta725 fueron pasajeramente transfectados y expresados como se describié en
el Ejemplo 2. Los polipéptidos gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-
Delta725 se purificaron como se describe en el primer parrafo del Ejemplo 3.
Después de la recoleccion en el dia 6 después de la transfeccién, el sobrenadante
gB-DeltaTM se suplementd con Bis-Tris y Empigen BB para alcanzar la
concentracion final de 20 mM y 0.4%, respectivamente. Después se cargd en una
columna Q-Sepharose (GE Healthcare) equilibrada en un regulador de pH
comprendiendo 20 mM Bis-Tris - 0.4% Empigen BB, pH 6.0. El polipéptido unido
se eluyé a partir de la columna con una mezcla de 75% del regulador de pH
comprendiendo 20 mM Bis-Tris - 0.4% Empigen BB, pH 6.0 y 25% del regulador
de pH comprendiendo 20 mM Bis-Tris - 0.4% Empigen BB, 1 M NaCl, pH 6.0. El
producto eluido después se suplementd con fosfato de sodio para alcanzar una
concentracion final de 10 mM y se ajusté a un pH 6.8. Después se cargd en una

columna de hidroxiapatita de tipo Il (Bio-Rad) equilibrada en un regulador de pH
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comprendiendo 10 mM fosfato de sodio - 0.4% Empigen BB - 0.25 M NaCl, pH 6.8.
El flujo pasado que contiene el polipéptido se recuperod y se cargdé en una columna
de Sulfato de Celufina (JNC Corporation) equilibrada en un regulador de pH
comprendiendo 10 mM fosfato de sodio - 0.4% Empigen BB - 0.25 M NacCl,
regulador de pH, pH 6.8. El flujo pasado conteniendo el polipéptido se recupero,
se concentro a través de ultrafiltracion utilizando una membrana de 10 kD Pellicon
(Millipore), y se cargd en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada
en un regulador de pH comprendiendo 10 mM fosfato de sodio - 4.0% Empigen
BB, pH 7.2. El producto eluido se recolectd, se concentrd y se le realizo

diafiltracion con 10 mM fosfato de potasio, pH 7.2.

4.2 Analisis de tincion Western

Los polipéptidos purificados anteriores se desglicosilaron utilizando el
equipo de desglicosilacién de N-glicosidasa F (Roche, No. 11836552001)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las cantidades equivalentes de cada
uno de los polipéptidos desglicosilados purificados se corrieron en el gel Criterion
XT 4-12% Bis Tris (Biorad) utilizando el regulador de pH, MOPS. Las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y a las membranas se les puso una
sonda ya sea con al anticuerpo anti-gB MAb 27-156 (Spaete et al., Virology 167,
207-225 (1988) (FIG. 14A, FIG. 14B, carril 3, FIG. 14C, carriles B, y FIG. 14D,
carril D) o el anticuerpo de etiqueta His anti-6X (Abeam, No. ab9108) (FIG. 14B,

carril 2, FIG. 14C, carriles A, y FIG. 14D, carril C).
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Resultados

La Figura 14A muestra que el anticuerpo anti-gB reconoce dos diferentes
formas en la poblacién del polipéptido gB-DeltaTM purificado, sugiriendo que el
polipéptido existe en al menos dos formas de diferentes tamafios, 92 kDa y 80
kDa, respectivamente, en la poblacion purificada. Con base en el valor medio del
peso molecular de un aminoacido (110 Da), el peso molecular de gB-DeltaTM, el
cual comprende 830 aminoacidos, debe ser de alrededor de 91 kDa. Por lo tanto,
la banda de 92 kDa probablemente corresponde al polipéptido gB-DeltaTM de
longitud completa, mientras que la banda de 80 kDa es probable que corresponda
a una version mas corta del polipéptido, sugiriendo que dentro de la poblacién, se
producen algunos polipéptidos que son productos de escision y de sujecion de
alrededor de 80 kDa.

La Figura 14B muestra que, después de la expresion recombinante del
polipéptido gB-SLP12 en células, el anticuerpo anti-gB (carril 3) proporciona un
perfil idéntico que reconoce dos formas de tamafios similares, 92 kDa y 80 kDa,
respectivamente, sugiriendo que ocurrié una escision similar en este polipéptido.
Se observa aqui que el peso molecular esperado de gB-SLP12 también esta
alrededor de 92 kDa, ya que el numero de aminoacidos es igual al de gB-DeltaTM.
Cuando se aplica una sonda a la membrana con un anticuerpo de etiqueta anti-His
(carril 2), solo se detectd la banda a alrededor de 92 kDa. Ya que la etiqueta His
esta ubicada en el extremo C-terminal del polipéptido, estos datos sugieren que la
escision ocurre en la parte C-terminal del polipéptido, y genera de esta manera un

fragmento de 80 kDa faltando el extremo C-terminal.
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La Figura 14C muestra que, después de la expresion recombinante del
polipéptido gB-SLP12-Delta113 en células, el anticuerpo anti-gB (carril B) solo
reconoce una banda (a alrededor de 80 kDa). Ya que gB-SLP12-Delta113
comprende 717 aminoacidos, entonces se espera que el peso molecular medio
deba ser alrededor de 79 kDa. Por lo tanto, la observacion de una banda solo
alrededor de 80 kDa indica que la poblacion de este polipéptido purificado se hace
solo del polipéptido de longitud completa, sugiriendo que la escision previamente
observada en la parte C-terminal ya no ocurre mas en esta poblacion de
polipéptidos. Esto fue confirmado al sondear la membrana con un anticuerpo de
etiqueta anti-His (carril A) y al observar una banda idéntica a alrededor de 80 kDa,
indicando que el extremo C-terminal del polipéptido esta presente.

Se puede sacar una conclusidn similar de la tincion de Western presentada
en la Figura 14D con relacion al polipéptido gB-SLP12-Delta725. EI carril D
representa la membrana con sonda con un anticuerpo anti-gB que reconoce solo
una banda (a alrededor de 80 kDa). El peso molecular medio expresado de este
polipéptido que comprende 824 aminoacidos debe ser de alrededor de 79 kDa
también. El carril C representa la membrana con sonda con un anticuerpo de
etiqueta anti-His y similarmente reconoce solo una banda a alrededor de 80 kDa,
indicando que el extremo C-terminal del polipéptido esta presente.

Los polipéptidos pueden precipitarse en el curso de la desglicosilacién, lo
cual puede dar como resultado una desglicosilacion incompleta. Algunos
polipéptidos permanecen en su forma glicosilada, dichas formas tipicamente

emigran en el gel en una forma difusa, tal como se observa para los polipéptidos
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gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 en tinciones Western presentadas en

las Figuras 14C y 14D.

Conclusidén
Los datos presentados en la Figura 14 muestran que la sujecion que ocurre
con los polipéptidos gB-DeltaTM y gB-SLP12 en la parte C-terminal del polipéptido

no ocurre cuando al menos parte del dominio citoplasmico es eliminado.

Ejemplo 5: Heterogeneidad N-terminal de gB-Delta725 de polipéptidos

Como se muestra en la Figura 12A, el polipéptido gB-SLP12-Delta725 de
CMV, cuando se expresa recombinantemente en células, da como resultado una
poblacién de polipéptidos maduros que son heterogéneos en el extremo N-
terminal. En realidad, la peptidasa de senal parece dividirse fuera de la secuencia
de senal en diferentes posiciones de aminoacido, como se indica. Este fenémeno

también es denominado como “bamboleo” de peptidasa de senal.

51 Expresion y purificacion

Los polipéptidos gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta725-LVL759, gB-
SLP12-Delta725-LVL776 y gB-SLP12-Delta725-CD33 que contienen la etiqueta
His, como se describe en el Ejemplo 1, fueron recombinantemente expresados
como se describe en el Ejemplo 2. En el dia 6 después de la transfeccién, los
sobrenadantes de cultivo se recolectaron. Se agrego un coctel de inhibidor de

proteasa libre de EDTA (Roche, No. 11873580001) a los sobrenadantes, y se
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ajustd la concentracion de NaCl a 500 mM, y el pH final a 8.3. Se empacd IMAC
Sepharose 6 FF (GE Healthcare) en columnas de vidrio con un diametro de 5 cm
(Waters). Las columnas se equilibraron con 5 volumenes de columna de regulador
de pH de union (10 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.3). Los
sobrenadantes se cargaron en las columnas equilibradas a una velocidad de flujo
de 10 ml/minuto. EI material no unido se lavé con dos volumenes de
columna del regulador de pH de unién anterior. Se cosecharon fracciones de 50
ml. Las columnas ademas se lavaron con dos volumenes de columna adicionales
del regulador de pH anterior. Se cosecharon fracciones de 10 ml. Las proteinas
unidas a las columnas se eluyeron con 6 volumenes de columna de regulador de
pH de elucion (Tris, 500 mM NaCl, 350 mM imidazol, pH 8.30). Se cosecharon
fracciones de 10 ml. las fracciones se cargaron en un gel de SDS-PAGE y se
combinaron fracciones positivas y se concentraron con el dispositivo de
ultrafiltracion Centricon (Millipore). La proteina concentrada se cuantificd a través
del ensayo calorimétrico de Lowry modificado por OCDC (Biorad). Se
desglicosilaron de 5 a 10 ug de la proteina purificada utilizando el equipo de
desglicosilacion N-Glycosidase F (Roche No. 11836552001) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La proteina desglicosilada se precipitd a través de un
reactivo de precipitacion RCDC (Biorad), se volvi6 a suspender en SDS-PAGE
reduciendo la carga de regulador de pH y se cargd en SDS-PAGE. La banda de
proteina que emigra a la posicion correspondiente a la proteina desglicosilada se

cortod para la digestion triptica y analisis de mapeo de péptido MS/MS.
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5.2 Digestion de tripsina

Las piezas de gel conteniendo la proteina purificada se deshidrataron con
acetonitrilo (ACN). Las proteinas se redujeron al agregar el regulador de pH de
reduccion (10 mM DTT, 100 mM bicarbonato de amonio) durante 30 minutos a
40°C, y se alquilaron al agregar el regulador de pH de alquilacion (55 mM
yodoacetamida, 10 mM bicarbonato de amonio) durante 20 minutos a 40°C. Las
piezas de gel después se deshidrataron adicionalmente y se lavaron a 40°C al
agregar ACN durante 5 minutos antes de desechar todos los reactivos. Las piezas
de gel después se secaron durante 5 minutos a 40°C y después se volvieron a
hidratar a 4°C durante 40 minutos con la solucion de tripsina (6 ng/pl de grado de
secuenciacion de tripsina de Promega, 25 mM bicarbonato de amonio). Se realizo
la digestién de proteina a 58°C durante 1 hora y se detuvo con 15 yl de una
mezcla de 1% acido formico y 2% ACN. El sobrenadante se transfirié a una placa
de 96 cavidades y la extraccién de los péptidos digeridos con tripsina se realizé
con dos pasos de extraccion de 30 minutos a temperatura ambiente utilizando el
regulador de pH de extraccidn (1% acido férmico y 50% ACN). Todos los péptidos
extraidos se combinaron en la placa de 96 cavidades y después se secaron por
completo en una centrifuga a vacio. La placa se selld y se almacené a -20°C hasta

procesarse mas al analisis LC-MS/MS.

5.3 Espectroscopia de Masas

Antes del analisis de LC-MS/MS, los péptidos extraidos se volvieron a

solubilizar bajo agitacion durante 15 minutos en 12 yl de 0.2% de acido férmico y
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después se centrifugd a 2000 rpm durante 1 minuto. La columna LC es una
columna de fase inversa C18 empacada con una celda de empaque a alta presion.
Se empacé un capilar de silice fusionado i.d. de 75 ml con una longitud de 100
mm con un material de fase inversa C18 Jupiter 5 Im300 A (Phenomex). Esta
columna se instalé en un sistema nano LC-2D (Eksigent) y se acoplé a LTQ
Orbitrap (ThermoFisher Scientific). Los reguladores de pH usados para
cromatografia fueron 0.2% acido férmico (regulador de pH A) y 100% ACN/0.2%
acido formico (regulador de pH B). Durante los primeros 12 minutos, se cargaron 5
ul de la muestra en la columna con un flujo de 650 nl/minuto y, subsecuentemente,
el gradiente va de 2-80% de regulador de pH B en 20 minutos y después de
regreso a 2% de regulador de pH B durante 10 minutos. La adquisicién de datos
de LC-MS/MS se logro utilizando un ciclo de evento de 4 escaneos compuesto de

una MS de escaneo completo para 1 evento de escaneo adquirido en el Orbitrap.

Resultados

La Figura 12 muestra el resultado de la evaluacion cuantitativa de
‘pbamboleo” de peptidasa de senal que ocurre en el sitio de escision de la
secuencia de sefial de los diferentes polipéptidos probados. El bamboleo de la
peptidasa de sefial conduce a la generacién de varias formas de polipéptidos
maduros empezando con un aminoacido diferente en su extremo N-terminal
dentro de cada poblacién del polipéptido indicado.

La Figura 12A muestra que, después de la digestion triptica del extracto

total de proteina, seguido por la cuantificacion relativa de los péptidos resultantes
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comprendiendo el extremo N-terminal a través de MS/MS, se observd que la
poblacién del polipéptido gB-SLP12-Delta725, después de la escision de la
secuencia de sefial, estuvo principalmente presente en soluciobn como cinco
formas diferentes de polipéptido en una proporcion relativamente equivalente
(variando de aproximadamente 10% a aproximadamente 30%), cada una
empezando con un aminoacido diferente, como se indica.

Las Figuras 12B y 12C muestran una analisis similar de la cuantificacién
relativa de MS/MS de las diferentes formas de los polipéptidos presentes en la
poblacion de gB-SLP12-Delta725-LVL759 y gB-SLP12-Delta725-LVL776,
respectivamente. Se observd que la poblacion de esos dos polipéptidos, después
de la escision de la secuencia de sefial, estuvo principalmente presente en
solucion como una forma principal de polipéptido en un porcentaje mayor que
99%, empezando con el aminoacido en la posicién 23 de la secuencia establecida
en SEC ID NO: 14, y con el aminoacido en la posicién 24 de la secuencia
establecida en SEC ID NO: 16, respectivamente. Los dos sitos de escision
alternativos divididos por la peptidasa de sefal y generando dos formas de
polipéptido adicionales que tienen un aminoacido distinto en el extremo N-terminal
representado tan pequefio como 1% dentro de la poblacién respectiva de
polipéptidos.

La Figura 12D muestra una analisis similar de la cuantificacion relativa de
MS/MS de las diferentes formas de los polipéptidos presentes en la poblacion del
polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33. Se observd que esta poblacion, después

de la escision de la secuencia de sefal, estuvo principalmente presente en
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solucion como una forma principal de polipéptido en un porcentaje mayor que
99%, empezando con el aminoacido en la posicion 18 de la secuencia establecida
en SEC ID NO: 18. El otro sitio de escisién dividido por la peptidasa de sefal y
generando una forma de polipéptido adicional que tiene un aminoacido diferente
en el extremo N-terminal representé tan poco como menos de 1% dentro de la

poblacién del polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33.

Conclusion

Esos resultados indican que el bamboleo ya no ocurri6 mas en los
polipéptidos gB-SLP12-Delta725-LVL759, gB-SLP12-Delta725-LVL776, y gB-
SLP12-Delta725-CD33, ya que la peptidasa de sefal consistentemente reconocié
solo un sitio de escision principal. Esto sugiere que las modificaciones hechas a la
secuencia de sefal y a la secuencia lider del polipéptido gB tienen un impacto
positivo significante en la heterogeneidad de la poblacion de polipéptido maduro,

haciendo dichas poblaciones homogéneas a un grado mayor que 99%.

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de composiciones inmunogénicas

conteniendo polipéptidos gB de CMV ilustrativos de la invencioén

La inmunogenicidad de las composiciones inmunogénicas que contienen
los siguientes polipéptidos que comprenden una etiqueta His C-terminal y que se
expresan y se purifican como se describe en la seccidn, se probaron gB-DeltaTM,
gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113, gB-SLP12-Delta725, LVL759, LVL776 y CD33,

como sigue.
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6.1 Diseno de experimento

Se vacunaron grupos de diez ratones C57BL/6 con dos dosis en 21 dias de
intervalo con las composiciones inmunogénicas ilustrativas anteriores, como se
indica en el Cuadro 1. Las inmunizaciones se hicieron intramuscularmente (1.5 ug
de cada polipéptido gB ayudado con el sistema auxiliar ASA comprendiendo 2.5
Mg de 3D-MPL y 2.5 ug de QS21 en una formulacién liposomal en un volumen

total de 50 pl).

Cuadro 1 - Grupos de Estudio

Grupos/Polipéptidos Concentracién (pg/ml) Arginina (mM)
1. gB-DeltaTM* 442 pg/ml 346
2. gB-SLP12* 987 ug/ml 600
3. gB-SLP12-Delta113* 304 pg/ml 321
4. gB-SLP12-Delta725" 718 pg/ml 366
5. CD33" 256 pg/mi 370
6. LVL759** 460 pg/ml 348
7. LVL776** 460 pg/ml 348

* Regulador de pH de polipéptido: 10 mM Fosfato K/K2 Regulador de pH - 500
mM NaCl - pH 8 + Arginina
**  Regulador de pH de polipéptido: 10 mM Tris - 500 mM NaCl - pH 8.3 +

Arginina

La inmunogenicidad se evalu6 al analizar las respuestas inmunes
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humorales a la vacunacion, segun medido a través de un ensayo de neutralizacion
(NT) y ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) 21 dias después de
inmunizacion, 1 y 14 dias después de inmunizacion 2 (ver seccion 6.3 y 6.4,

respectivamente).

6.2 Analisis Estadistico

Se disefiaron grupos de 10 ratones C57BL/6 con el fin de obtener 90% de
poder con una diferencia doble para la lectura primaria. Se realiz6 un analisis
estadistico en los dias 14 después de la inmunizacion 2 con datos usando
UNISTAT. EL protocolo aplicado para analisis de variacion pueden ser descritos
en resumen como sigue: transformacién de registro de datos; prueba de Shapiro-
Wilk en cada poblacion (grupo) con el fin de verificar la normalidad; prueba de
Cochran con el fin de verificar la homogeneidad de variacién entre diferentes
poblaciones (grupo): Andlisis de variaciéon en datos seleccionados (ANOVA 1 o 2);

prueba de Turckey-HSD para multiples comparaciones.

6.3 Ensayo de Neutralizacion

Antes del ensayo, se sembraron células MRC5 en placas de 96 cavidades y
se incubaron durante 3 dias a 37°C. Se incubaron diluciones en serie de sueros
inactivados con calor con una cantidad fija del virus AD169 de CMV humano
durante 1 hora a 37°C. Después de la activacién, la mezcla de sueros y virus se
agrego a las placas de 96 cavidades conteniendo células MRCS5. Las placas se

centrifugaron a 2000 rpm durante 1 hora a 37°C. Después de una incubacion
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nocturna a 37°C, las placas se fijaron con una solucion de acetona al 80% (20-30
minutos a +4°C). La solucion de acetona se removio y las cavidades positivas a
CMV se detectaron utilizando un anticuerpo temprano | (IE-1) de anti-intermediario
conjugado con biotina monoclonal especifico durante 1 hora a 37°C. Las placas se
lavaron 3 veces con PBS. Después del lavado, se agregd estreptavidina-
peroxidasa de rabano durante 30 minutos adicionales a 37°C. Las placas se
lavaron 3 veces y se incubaron durante 10 minutos con una solucion de
True-Blue. Se registraron senales de color especfficas a través de examen visual
bajo microscopio. Las titulaciones de neutralizacién se expresaron como la forma
reciproca de la dilucion mas alta de suero dando un 50% de reduccion en el
numero de cavidades positivas a CMV cuando se compararon con el control de

dosis de virus sin suero.

Resultados

La respuesta de anticuerpo de neutralizacion se midi6 en muestras de
suero recolectadas 21 dias después de la primera inmunizacion y 14 dias después
de la segunda inmunizacién. Las muestras se probaron para su actividad de
neutralizacion contra el virus AD169 de CMV humano. Los resultados se muestran
en la Figura 15A. Todos los polipéptidos probados indujeron una respuesta
importante 14 dias después de la inmunizacion 2 (ver barras en gris). gB-SLP12,
gB-SLP12-Delta113, gB-SLP12-Delta725, y LVL759 indujeron titulaciones que
fueron no significativamente* diferentes de gB-DeltaTM. CD33 (valor p: 0.0006) y

LVL776 (valor p: 0.0116) indujeron titulaciones significativamente mas bajas que
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gB-DeltaTM.
* valor p 2 0.05 — ninguna diferencia estadistica (con 95% de confidencia)

** valor p <0.05 — diferencia estadistica

6.4 Ensayo de ELISA

La cuantificacion de anticuerpos anti-gB se realizd a través de ELISA
utilizando un polipéptido gB llamado gB** (descrito en EP0759995) como un
antigeno de revestimiento. El antigeno se diluyd a una concentracion final de 4
pug/ml en PBS (100 pl/cavidad) y se incubd durante la noche a 4°C en placas de 96
cavidades. Las placas después se saturaron durante 1 hora a 37°C con 200 ul de
PBS conteniendo 1% de Albumina de Suero Bovino. Se agregaron, a las
cavidades, diluciones en serie dobles de suero (100 pl/cavidad) y se incubaron
durante 1 hora y 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron 4 veces con
PBS/Tween 20 0.1%. Se agregaron 100 ul de Ig anti-ratén conjugado con biotina a
cada cavidad y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Después de 4 lavados con
PBS/Tween 20 0.1%, se agregaron 100 pl de estreptavidina/peroxidasa de rabano
durante una incubacién de 30 minutos adicionales a 37°C. Las placas se lavaron 4
veces con PBS/Tween 20 0.1% y una vez con agua. Después, las placas se
incubaron durante 10 minutos a 22°C con 100 pl de Tetra-metil-bencidina 75% en
0.1 M regulador de pH de citrato pH 5.8. Esta reaccion se detuvo con 100 ul de
H.SO2 0.4 N y la colorimetria se leyd en un espectrémetro a 450/620 nm. Se
utilizé un lote previo de gB-DeltaTM purificado cuya concentracion fue conocida,

como un estandar en este experimento. Utilizando el software SoftMax Pro, se
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determinaron las titulaciones de ELISA y se expresaron en Unidad/ml de ELISA.

Resultados

La titulacién de ELISA se midi6 en muestras de sueros recolectadas 21 dias
después de primera inmunizacion y 14 dias después de la segunda inmunizacion.
Los resultados se muestran en la Figura 15B. Todos los polipéptidos probados
indujeron una respuesta importante 14 dias después de la inmunizacion 2 (ver
barras en gris). gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 indujeron titulaciones
que fueron no significativamente* diferentes de la titulacién inducida por gB-
DeltaTM. gB-SLP12, CD33, LVL759 y LVL779 indujeron titulaciones que fueron no
significativamente* diferentes. gB-DeltaTM indujo titulaciones** significativamente
mas altas que gB-SLP12 (valor p: 0.0002), CD33 (valor p: 0.0226), LVL759 (valor
p: 0.0002) y LVL776 (valor p: 0.0001).

* valor p = 0.05 — ninguna diferencia estadistica (con 95% de confidencia)

** valor p <0.05 — diferencia estadistica
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido gB de citomegalovirus (CMV) que comprende al
menos una porcion de un dominio extracelular de proteina gB comprendiendo un
dominio de bucle de fusién 1 (FL1) y un dominio de bucle de fusién 2 (FL2), en
donde al menos uno de los dominios FL1 y FL2 comprende al menos una
eliminacion o substitucion de aminoacido.

2. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende al menos 50%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% de los
aminoacidos del dominio extracelular, o que comprende el dominio extracelular
completo.

3. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, que comprende un dominio de transmembrana no funcional
(TM).

4. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 3, que
comprende una eliminacion de al menos una porcion del dominio TM.

5. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 4, en
donde al menos 50%, al menos 70%, al menos 80%, o al menos 90% de los
aminoacidos del dominio TM es eliminado.

6. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 4 o
reivindicacién 5, que comprende una eliminacién de aminoacidos en la posicion
725-775 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidn

correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV.
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7. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 5, que comprende una eliminacién de aminoacidos en la
posicién 701-775 de la secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion
correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV.

8. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, que comprende al menos una eliminacién o substitucién de
aminoacido en el dominio FL1.

9. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, que comprende al menos una eliminacién o substitucién de
aminoacido en el dominio FL2.

10. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, que comprende al menos una eliminacion o substitucion en
los dominios tanto FL1 como FL2.

11. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, que comprende una eliminacién de al menos una porcion
del dominio citoplasmico.

12.  El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 11, que
comprende al menos una region de aminoacido hidrofébico del dominio
citoplasmico.

13. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 12, que
comprende una eliminacidon de aminoacidos 825 a 877 de la secuencia establecida
en SEC ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de

CMV.
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14. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 11, que
comprende una eliminacion de al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% de
los aminoacidos del dominio citoplasmico, o una eliminacion del dominio
citoplasmico completo.

15. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, en donde al menos una substitucion de aminoacido en el
dominio de bucle de fusién FL1 comprende una substituciéon de al menos un
aminoacido seleccionado de Y.l.Y ubicado en la posicion 155-157 de la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1, o en una posiciéon correspondiente en otros
polipéptidos gB de CMV, con un aminoacido polar distinto a un aminoacido
aromatico.

16. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 15, en
donde la substitucion comprende la substitucion de al menos dos aminoacidos
seleccionados de Y.LY ubicados en la posicion 155-157 de la secuencia
establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidon correspondiente en otros
polipéptidos gB de CMV, con un aminoacido polar distinto a un aminoacido
aromatico.

17. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacién 15 o
reivindicacién 16, en donde el aminoacido polar se selecciona del grupo que
consiste de aminoacidos positivamente cargados que consisten de lisina (K),
histidina (H), y arginina (R).

18. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 17, en

donde la isoleucina (I) ubicada en la posicion 156 de la secuencia establecida en
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SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en otros polipéptidos gB de
CMV, esta substituida con una histidina (H).

19. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacién 17 o
reivindicacién 18, en donde la tirosina (Y) ubicada en la posicion 157 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida con una arginina (R).

20. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 19, en donde la tirosina (Y) ubicada en la posicion 155 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidon correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida con una glicina (G).

21. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, en donde los aminoacidos Y.l.Y ubicados en la posicion
155-157 en el dominio de bucle de fusion FL1 de la secuencia SEC ID NO: 1, 0 en
una posicién correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV, estan substituidos
con el aminoacido G.H.R, respectivamente.

22. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, en donde los aminoacidos Y.l.Y ubicados en la posicion
155-157 en el dominio de bucle de fusion FL1 de la secuencia establecida en SEC
ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV,
estan substituidos con un estiramiento de aminoacidos que tienen una
clasificacion de hidrofobicidad de menos de -3, menos de -7, menos de -8, segun
medido a través de la escala de Kyte y Doolittle.

23. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 22, en donde al menos una substitucion de aminoacido en el
dominio de bucle de fusion FL2 comprende la substitucion de al menos un
aminoacido seleccionado de W.L.Y ubicado en la posicion 240-242 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicidon correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, con un aminoacido positivamente cargado del
grupo que consiste de lisina (K), histidina (H) y arginina (R).

24. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 23, en
donde el aminoacido seleccionado de W.L.Y ubicado en la posicion 240-242 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o una posicidon correspondiente en otros
polipéptidos gB de CMV, esta substituido con una histidina (H).

25. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 23 o
reivindicaciéon 24, en donde la tirosina (Y) ubicada en la posicion 242 de la
secuencia establecida en SEC ID NO: 1, o en una posicién correspondiente en
otros polipéptidos gB de CMV, esta substituida con una histidina (H).

26. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, en donde los aminoacidos W.L.Y ubicados en la posicion
240-242 en el dominio de bucle de fusion FL2 de la secuencia establecida en SEC
ID NO: 1, o en una posicion correspondiente en otros polipéptidos gB de CMV,
estan substituidos con el aminoacido A.F.H, respectivamente.

27. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 26, que comprende una eliminacién de al menos una porcidon
de la secuencia lider.

28. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 27, que
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comprende una eliminacion de al menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al
menos 80%, al menos 90% de los aminoacidos de la secuencia lider, o de la
secuencia lider completa.

29. Un polipéptido gB de CMV que comprende una eliminacion de al
menos 40%, al menos 50%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% de los
aminoacidos de la secuencia lider, o de la secuencia lider completa.

30. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con la reivindicacion 29, que
ademas comprende una o mas de las caracteristicas de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 26.

31.  Un polipéptido Gb de CMV que tiene la secuencia seleccionad del
grupo que consiste de las secuencias establecidas en: SEC ID NO: 3, SEC ID NO:
4, SEC ID NO: 5, SEC ID NO: 10, SEC ID NO: 12, SEC ID NO: 14, SEC ID NO:
16, SEC ID NO: 18, SEC ID NO: 19, SEC ID NO: 20 y SEC ID NO: 21.

32. Una preparacion que comprende una poblacion de polipéptidos gB
de CMV, en donde al menos 50%, al menos 60%, o al menos 70% de la poblacion
esta enforma trimérica.

33. Una composicion inmunogénica que comprende el polipéptido gB de
CMV de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31 mesclado con un vehiculo
farmacéutico adecuado.

34. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 33,
que ademas comprende al menos uno o mas antigenos de CMV seleccionados
del grupo que consiste de pUL131, gL, gH, pUL128, pUL130, o cualquier

combinacion de los mismos.
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35. La composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones
33 a 34, que ademas comprende un auxiliar.

36. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 35,
en donde el auxiliar comprende 3D-MLP y QS21 en una formulacion liposomal.

37. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 35,
en donde el auxiliar comprende una emulsion de aceite en agua.

38. Un polinucleétido que codifica al polipéptido gB de CMV de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31.

39. Un polinucledtido que tiene la secuencia seleccionada del grupo que
consiste de las secuencias establecidas en: SEC ID NO: 6, SEC ID NO: 7, SEC ID
NO: 8, SEC ID NO: 9, SEC ID NO: 11, SEC ID NO: 13, SEC ID NO: 15, y SEC ID
NO: 17.

40. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de la
reivindicacién 38 o reivindicacion 39.

41. Una célula huésped transformada con el vector recombinante de la
reivindicacién 40.

42. El polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 31 o la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 33 a
37, para usarse en la prevencién y/o tratamiento de una infeccion por CMV.

43. Uso del polipéptido gB de CMV de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 31 o la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 33 a
37, en la preparacion de un medicamento para evitar y/o tratar una infeccién por

CMV.
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44. El uso de la reivindicacién 42 o reivindicacion 43 para evitar una
infeccion congénita por CMV en un recién nacido.

45. Un método para producir una respuesta inmune contra CMV, que
comprende el paso de administrar a un sujeto una cantidad inmunolégicamente
efectiva de una composicion que comprende el polipéptido gB de CMV de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31 o la composicion de cualquiera de
las reivindicaciones 33 a 37.

46. Un método para evitar una infeccién congénita contra CMV en un
recién nacido, que comprende el paso de administrar a un sujeto una cantidad
inmunolégicamente efectiva de una composiciéon que comprende el polipéptido gB
de CMV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31 y 33 a 37.

47. El uso de acuerdo con la reivindicaciones 42 a 44 o el método de
acuerdo con la reivindicacion 45 o reivindicacion 46, en donde los sujetos son
sujetos CMV-seronegativos.

48. EIl uso o método de acuerdo con la reivindicacion 47, en donde los
sujetos CMV-seronegativos son mujeres en edad de reproduccion.

49. El uso o método de acuerdo con la reivindicacion 47, en donde los

sujetos CMV-seronegativos son ninas adolescentes.
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SEC. ID NQ: 1

MESRLIWCLAY
EAVSHRANET
LDEGIMWYE
EERQCTSSTS
LYRETCHLEC
ENYTIVSDIG
EDSYHFSSAE
FETSGELVVE
AQLOFTYDTL
MGIVTAGTASC
LLGHHRTEEC
EVLELYIQKE
AGHAVEVRIG
PLONLEFYLY
NEQRTOMLLA
DEEENY

CVHLCIVCLG
IINTTLEYGD
RNTVRRTEFEW
BVIGGTVEVA
HLTITTARSK
RFPNALPETHR
MTATEFLSRED
WOGLEQHSLY
RGY INRRLAG
VTTNQTSVEY
QLPELKIFLM
LEZISNVEDLE
BVGGRVASHS
SANGTTVTSG
LARTDASORA

SEC. IDNO: 2

MESRIWCLA
ERVSHRANET
LOEGTMWYH
KERQCYSSYS
LYRETCHLNC
PNYTIVSDES
EDEYHESSAK
FETSGGLYVE
ROLGETYDTL
MGIVLGLASC
LLGHHRTEEC
RVLELYSOKE
VISGSTEDTS
EQRAQONGTD

CYHLOIVCLG
IYKTTLEYGD
ENIVAHTEHW
RVIGGETVEVR
MLTITTARSE
REFNARFETHR
MIATELERELD
WOSIHEQHESLY
REYINRALAG
VIIRQTSVEY
QLESLEIFTR
LRSENVFDLE
LORPPSYERS
SLDGEOTGETSL

ARVSS55TSH
VVGWVNTTEYF
RUYQKVLTEFR
THRDSYENRT
YEYHFFATST
LVAFLERADS
EVHMEDSALD
ELERLANRSS
TAEANCVDOR
CREOMNVEESE
GNSAYEYVDY
EIMHEEENEYE
ESVATFLENE
STKDTSLOAP
QOUNGTDSLOG

MVESEETEH
VWEVNTTEYE
RVYQEVLTER
YHRDSYENET
YTPYHAFERTST
LWVAFLERADS
EVNMSDSALD
ELERLANRSS
[AEARCVDOR
LEIMNVEESPE
GHERYEYVDY
EIMREFNSYTE
VY NSGRKGEG
KGQKFHLLDR

21/33

ATSSTHNGSH
TRVCSMAQGET
REYAYIYTTY
HOLIFDDYSH
GOWWYTISPEY
VISWDIQDEE
CWVROEAINEL
LNITHRTRRE
RTLEVFERELS
GRCYIRFVWI
LFERMIDLES
QEVEYVELDEW
FGRETIILVA
PEYEESVIHNS
QTGTODMGOK

ATSESTHNCEH
YTRVCSMACGT
REYAYIYITY
MOLIFDDYSN
GOV ISPEY
TISWDIQDEK
CYRDEAINKL
LNITHTTQTS
RTLEVEKELS
GROYSREVVI
LEKRKIDLSS
QRVEYVEDKR
PEPSEDASTLD
LRHRENGYRH

FIG. 16

TSRTTSAQTR
DLIRFEENII
LLGENTEYVA
THITRTVIVE
HGTHRHASYF
MVTCQLTFRE
QOIFMTSYNG
TSIHNTTHLE
RINPSALLSA
FHFANSSY VD
ISTVDSMIAL
VOPLPPYLEG
IAVVIITYLI
GREGPGFPSS
PHLLDRLRER

TSRITSAOIR
DLIRFERNII
LLGSKTEYVA
THETRYVTVE
RGTHRKREY F
KVTCQLTFWE
QOQIFHTSYND
TSOMNNTTHLS
KINPSRILSA
FHFRHNZSYVO
ISTVIEMIAL
LCTQPLONLE
PRYTHECAYQ
LEDEDEEENT

SVYSQHVTES
CTSMEPIMEL
FPMWELHHIN
DO HERGSTH
GEMADXEEFFIE
ASERTIRSER
TYEKYGENVEY
EMESVHNLYY
ITHEF LAARE
TGQLGEDNET
DIDPLENTDE
LDODLMSGLGA
YTRQRRLCIQ
DASTAAEFYT
ENGYRHELKDS

EVYEOHVTIS
CTEMEPINELD
PEMWEIEHIN
DOWHSRGETW
GEMANXKEELE
MEERTIRSER
TYERYGHVEY
SMESWHNLYY
ITMEP TAARE
YOOLCEDHEI
DIDPLENTDE
BPYLVEADGTT
MLLALARLD®

B
120
180
240
300
360
420
480
540
500
660
720
780
B40
a0

B0

120
180
240
300
f
420
4830
5430
GO0
Gal
720
TED



SEC. 1D NO:

MESRIWCLVY
ERVSHRANET
LOEGIMVVYE
KFAQCYSSYS
FHRETCHLANC
PNYTIVEDFG
EDSYHFSSAK
FETSGGLVVE
BOLOFTYDTL
MGOVLGLASC
LLGNHRTEEC
RVLELYSQKE
VTSGSTKOTS
ZORADONGTD

3

CYNLCIVCLG
TYNTTLEYGD
ANIVAHTEEY
RVIGGTVFVA
MLTITTEREK
RPNARPETHR
MTRATFLSKKD
WOGIKQHSLY
REYINRETRG
UTINQTSVEY
QLPSLEIFIA
LRSSNVEFDLE
LOAPPSYEES
SLDEOTGTOD

SEC. ID NO: 4

MESRIWCLVYV
EAVSHRANET
LDESIMWAYE
HEAQCYS5YS
FHRETCHNLNC
PHYTIVEDEFG
EDSYHF3SAK
FETEGGLVVE
BOLOFTYDTL
MGOVLGLASC
LLGHHRTEEC
BEVLELYSQKE
VISGSTKDTS

SEC. 1D NOx:

MESRIWCLW
ERVSHRANET
LIOEGLEVVYER
EEARQUYSSYS
L¥YRETCHLMC
PHYTIVEDFG
EDSYHFS5AK
FETSEELVVE
hOLOFTYDTL
MDY LGLASC
LLGNHARTEEC
RVLELYSQRE
VISGSTEDRTE

CYNLCIVCLG
IINTTLEYGD
RRIVAHT FRV
RVIGGTVEVA
HZTITTARSK
RENARPETHR
MTATFLIEKQ
WOGTRQRSLY
RGYINEATAD
TTINQTSWEY
QLESLXIFIA
LRSSNVFDLE
LOAPPSYERES

5

CVKLCIVCLG
ITHTTLEYGD
BENIVAHATEHKY
RV IGGTVEVA
MLTITTERSE
RENAARPETHR
MTATFLSEKD
WOEIKQESLY
REYINIALED
VTINQTSWVEY
GLESLEIFIA
LIRS SHNVEDLE
LORFPEYEES

ARVESESTSH
YVEVNTTEYE
HVYDKYLTER
YTHRDSYENET
YEYHEEATST
LWAFLERADS
EVMMSDSALD
ELEELANRES
ITREAWCYDOR
LEDMMNVEESE
GNESAYEYVDY
EIMREFNSYK
VYMSGREGERG
HGOEPNLLOR

ARVISSSTSH
VWEVHTTEYR
RVYOQKVLIER
YHROSYENKT
YPYHFFATST
LWAFLERADS
EVHNMSDSALD
ELERLAKRES
LRERNCYDQR
LADMNVKESP
GHNSAYEYVDY
EIMREFHSYE
VYNIGRKEGQ

ARVEE5ETEH
TVEVNTTEYP
BEVYQKVLIER
THRDGYENKT
YEYHEFATST
LWVAFLERADS
EVHMSDSALD
ELERLANPRES
IBEAWCWVDOR
LEDMNVEESP
GHESAYEYVDY
EIMREFNETH
VIS GRIGG

22/33

ATS3THNGSH
TRVCSMAQGT
ASYRGHRTTY
MQLIPDDYSH
GOARTERTY
VIEWDIQDEK
CVRLEATHEL
LMITHTTQTS
RTLEVFKELS
GRCYSEEWVI
LFERMIDLSS
REVEYWVEDKE
PPESEDAS TRR
LEHRENGYRH

ATFITHRGSH
TRVCSMADGT
ASYAGHETTY
MOLIEDDYSH
GV ISERY
VISWDIQDEX
CVRDEAIMEL
LMITHTTQTS
RTLEVFEELS
GRCYSRPVVI
LFXRMIDLSS
QRVEYVEDER
KFHLLDRLRH

ATESTHKESH
YRUVCSMADGT
ESTRGHRTTY
KEQLIPDDYSN
GV IS PFY
VISWDIQDOEK
CVRDEAINEL
LMITHTTQTS
RTLEVFEELS
GRCYISRFVVI
LEKRMIDLSS
CRVETYVEDER
KPHMLLDRLERH

TSRTTSAQTS
DLIRFERNII
LLGSNTEYVA
THSTRYVTVE
MGTNRMASYF
NVTCOLTFWE
QOIFNTSYHNQ
TSDNNTTHLS
KINPSAILSA
FNEANSSYVO
TSTVDSMIAL
LCTGELONLF
PPYTNEQAY(Q
LEDSDEEENY

TIRTTISAQTE
LLIRFERNII
LLGZSHTEYVR
THSTRYVTVE
HNGTHNRRASYE
FVTCOLTFWE
QOLFKTIYNG
TSDNNTTHLS
KINESATILEA
FMEFANSSYVD
ISTVDSMIAL
LATQPLOMLE
FEMNGYRHLED

TESRITSAQTS
DLIRFERNTI
LLGSHNTEYTVA
THSTRYVTVE
HEGTHRKRSYFE
HiTCOLTFHE
SRIFNTS NG
TSDMNTTHLS
KINPSATLSA
FNERANIZYTVO
[STVDEMIAL
LATQFRLONLE
RENGYRHLED

FIG. 16 (Cont.)

SVYSOHVTSS
CTEMEZIHNED
PEMWEIHHIN
DOWHSRGETA
GEMADKEFIF
ASERTIEZEER
TYERYEMVSY
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SEC. ID NO: 6

ATGGAGRGCA
GCOGCUGTGR
BCCAGCRAGER
GREGCCGETGA
GTGGTGGGMG
EACCTGATCA
CTEGACEAGE
COCGTGTACT
CTECTEEGCR
ARGTTCGRCC
TACCACRAGLHS
ACCCACRGCA
TTOCACRAGRG
TROCCTTIRCC
AARCGECACCA
CCCARCTACA
CIGGTGEOCT
ARCGTGROCT
GAGEACAGCT
GREGTEARCH
CRECAGATCT
TTCGREACAR
GRECTGERGH
ACCAGOGATT
GOOCRGCTGEE

GGATCTGGETG
GURGCRGCAG
CCACCTCOEE
GOCACRGEGE
TGRACACCRE
GATTCGAGDG
GCATCATEET
AGRAGGTGCT
GCARCRACOGR
ACTECTACAR
ACAGCTADGA
CCAGATACGT
AGRCATGCTRA
ACTRCTIONC
ACARRACLE
CCATCGTGTE
TTCTEEAGAG
GOCAGCTGEAC
ACCACTTCAG
TEAGLEACAG
TCARCRCCRG

CCTGETGOTG
CROCTCOCAC
CCAGRCCARC
CRACGRGACH
CRAGTROCOC
GARCATCATC
GETETACAAE
GROCTTCAGG
GTACETEECC
TRGEOTACAGT
GRACAARGARCC
GROCETGRMG
CCTGARCTEC

23133

TGLGTCRNC
FOCRCCTCCA
AGCGTETACA
ATCTACAACH
TRCAGRGTET
TECACCARGEDR
AGEARCATCRE
CEEAGETMG
CCRCCCATET
CECETEATOE
ATGCAGCTGA
EACCRGTEED
ATGCTGROCA

CAROCTCETAROC
CARCTACTTO
DGEARECTTOGGE
GGOCGRCAGC
CTTCTGEGEENS
CAGCGCCARAG
CEOCCTEERT
CTACARCCRG

GOGECEEACT
GELETGGEECAR
RCANCRCCAC
AGTTCACCTA

ATOEOCGREE
AAGATCAARDT
ATEEEOEA0E
CTEOGGEACH
TTCARCTTO:
CTECTGEGAR
GFCAACTOOG
ATCAGCROCS
AGECTECTEE
GRARTCATGER
CTETGCACOD
GTGROCAGOG
CTETACAACA
CCACOCTACR
FRECAGAGEE
BRCSEOCRGE
CTIGRAGGARCA

CTTEETECET
CCRGCGCECAT
TECTGEEOCT
TGRACGTGRA
CCAAALCTE
ACCRCAGGARC
CCTACGRGTA
TLORCACCHT
AGCTGTACTC
GEARGAETTCAR
RGCOCCTEER
GCTOCACCAR
GUEELAGGELY
CCRACGAGTH
COCAGLRGRAR
BGCCCARCCT
GCOGRCGRGGA

ELETEGTETTO
CRAGGTCCAGE
ACACCTGAGE
COACACCCTG
GUACCRGAGA
COTGAGCGCC
GECCAGCTGE
GGARAGCCCA
CTACGETGCAL
COAGGRATGC
CGTGGRCTAC
GATCGCCCTG
CCAGAAGGAR
CAGCTACARG
GRACCTGTTC
GGACACCAGE
GGLCCCACGE
GGCCTACCAG
CHGCACCGAC
GCTGGACAGE
AGARRARCCETG

GEECCRCETEE
GEOEAGAADE
AGGOOCARCG
GTGATCRGCT
GOCAGCEAGA
ATGRCCGEOCA
TEOETEREEE
RARCCTROGRGR
TEECREEE0E
CTGRACATCA
AGCATGGERAR
AGHGGCTRCA
BEGRCCCTEE
ATCTACRRCE
GTEACCATCR
GGLOGCTGECT
TRCGHCCRGEE
CREGCTGCCCA
CTGTTCRRGR
CGARTATCGARTC
CTGRGGETCCA
CROGCECETGA
CoCTACCTGE
CTOCRGGCCT
COCCCAREES
ATGCTGCTEG
RGLCTGGRCG
CTORGGCRCE

TGTGCATIOGT
GCACCCACRA
GLCAGCACET

CCACCCTGRA
BCAGCATGE

TEAMAMZOCTAT

TEEICCACAL

CCGGCCATAG
FEEAEATOCA
FOEFACOGT

TCCCDEACGER
ACRGCABSEE
TCACCACCGE

TCTACATCAC
COGACARAGTT

CIGCCCCOGA
GGGACATCCA
GGACCATCAG
CCTTOCTGAG
ACGAGGLCAT
AGTACGGAAR
TCARGCAGAR
CCCARCACCAC
GCGTGCACRA
TCARCAGAGC
AGGTGTTCAR
AGCCARTCGC
ACCAGALCAG
ACTCCAGGCC
TGHGCGAGEA
GCCTGRAGAT
GGATGATCGA
CCCTGGAGRA
GCARCGTETT
AGTRACGTGEA
TGTCCHCCEA
CTCCCAGCTA
GUEACGUCAG
CCCTGGCCCE
GCCRAGRCCGG
GGARGARCGG

FIG. 16 (Cont.)

GTGOCTGGGA
CEECAGITAC
GRCCTICITCC
GTACGECGRC
CCRAGGHCACT
CRACGAGGAC
CITCARGETC
GRCCACCTAC
CCACATCAAT
GTTOETEECC
CTACALGCAAC
CRGCACCECC
CRGAAGTAAG
COZCTTCTAC
CTTCATCTTG
GROACATAGR
GORCIRGANG
CRECGRGRCE
CARGRARCAR
CARCRAGTTS
CETETCCETE
GTCCCTGGETC
CCAGRCCRGE
CCTGGTGTAT
CCTGGCCOAG
GORACTETOC
COCCAGATTOC
RN EF T ey
CETEGTEATC
CARCGAGHRTC
CTTTRATCECC
COTGTCCRGE
CACCGRCTTE
CGACCTGRAL
GGRCRAGAGE
COGCRCCRCC
CORGGRAMGT
CACRGCCGOC
GCTGEACGEC
CRCCCRAGGRC
CTRCAGGTNG
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SEC. IDNO: 7

ATEEARGRGCR
L )
ACCAGCAGER
FAFECCETGR
CTEGTGECRG
GROCTGARTCR
CTGGRCEGRGES
CELETETACC
CTGCTGGEGER
ARGTTOGCCE
TACCACAGGE
ACCCACRGCHA
CTETACAGAG
TRCCCTTACT
BACGGECACTA
CCCARCTACRA
CTGGIGGENT
AACGETEACCT
GRCGACAGET
GAGGTGMACR
CAGCRAGATET
TTCGAGACRAR
GRGOTGEAGA
BCCAGOGACH
GLCCAGCTEL
ATCGCCGENGE
BAGARTCARCT
ATGGGCGADG
CTGCEEGATA
TTCRACTTOG
CTECTEEEAN
GGCARCTCOE
ATCRGUACDG
BGGGTECTSE
GARATCATER
CTEEGOCRCOT
GTEARICAZOE
GTGTACARCR
MGGAAGAALG

GEATCTGETE
GUALALLAL
CCACCTOCGC
GUCACAGGEGT
TEAMACCAC
GATTCEACEG
CGCATCATGGT
AGARACETECT
GCAACACCGH
AETECTACASG
ACRGCTACGH
CORGRTRCGT
AGACATECARR
ACTTCTTCGE
RCAGGRACOD
CCATCGTETC
TTCTEEAGRG
GCCAGCTGRG
ACCACTTCAG
TRAGCGRCAG
TCARCACCRG
CGOGECEEARCT
GGCTOGCCAR
ACAARCHCCAC
AGTTCARCCTA
CTTGOTGOGT
CCAGCGCCAT
TGCTGGGECCT
TGABRCGTGAR
CORRCRAGTTC
ACCACAGGAT
COTRCGRETA
TGEARCAGTAT
AGETGTRITS
GREAGTTOAR
RGCCCCTGIA
GOTCCACTARA
GUGGCRGGERRA
GOCTRCRGGCR

COTGGTGETG
CARLLTUULAL
CCAGRCCAGT
CARRMCGAGRIA
CRAGTROCCC
GRRCATCATC
GGTGTACAAG
CRCCTTCREE
GTACGTEEDC
CRECTRIAGE
CRACARACT
GRCOCGTEANG
CUTERRAACTED
CROCTCTACC
CAGCTRCTTS
CGRCTTOGGE
GEOCEACAGE
CTTC THHGERAD
CRECECCAAG
CHEOCCTEGAE
CTACARCCAL
CETEETETTO
CRGETCCRGE
ACACCTGREC
CEROACCCTE
GGRCCRGRGR
CCTEAGCGCTE
EEOCAGCTGEC
GERARAGCCCR
CTRACGTGCAG
CEAGGRATGE
CETGERETAC
GRTOGOOCTG
CORGARGEAR
CRGCTACAMG
GRACCTGTTC
GEACRCCRGE
GEGCGGCCAG
CCTGARGGAC

24/33

TEEETERRCC
GUUACCTCCH
AGCETGTACA
ATC TR
TACACRGTGT
TECRCCRGER
AGGRRCATCG
CEERGCTACE
CCRCCCATGT
CELETERATCG
ATGCAGETGA
GRECCAGTGGE
ATGCTGRCCR
GEEGACETEE
GOCGRAGRRACT
AGGCCCRRACG
GTGATCAGCT
GLCRGCEAGR
ATGRCCHCCA
TGOGT GAGGE
ACCTACGAGA
TEECAGEECE
CTGARCATCR
AGCATGERAR
AGEGEETACA
AGGARCCCTGR
ATCTACARACA
GTGRCCATCA
GGCOGCTECT
TACGGLCAGD
CAGCTEOCCA
CTETTCAAGA
GRATATCGATC
CTGRAGETCCA
CAEDGOETEA
COCTADCTGE
CTECAGECCC
ARCDCCAACT
AGLGACGAGE

TETGCATCET
GEACCCNC AR
GUCRGCRCGT
CLRCCCTGAR
GCAGCATGGE
TEAAGCDCAT
TGGOCCRCAL
COGECCACAG
GLAAGATCCA
GG ROCGT
TCOCOGACGR
ACRAGTAEEEE
PCACCROCGE
TGTACATCAG
CCGRCTRGTT
CTFCOOCOGA
GEEACATOCA
GGRCCATCAG
CCTTCOCTGAG
RCGRGECCAT
AGTACEEAAN
TCRAGCAGRR,
CLORCRCCAS
GOOTGCALAA
TCARCAGRGE
NMEGTGTTCRA
AGCCARTCGE
ACCRGACCRE
ACTCCAGGOD
TGEEGCERGER
GUCTGARGAT
GGATCATCGR
COCTGEEAGRA
GERRCGTGTT
AGTACGTGGR
TETCCGOCGA
CTCOCAGCTA
TGCTGGEACAG
BAGARAMCET

FIG. 16 (Cont.)

GTGECCTGGERA
CEEUAGTCAC
GRCCTCTTCC
GCTRCGGEGAC
CCAGGEEACT
CRACGAGEMD
CTTCRAGGTO
GROCACCTAL
CCRCATCARS
GTTLGTGGCS
CTACAGCAN
CRGCACCTGE
CRGRAGERAG
CCCCTTCTAC
CTTCATCTTE
GACACACAGR
GEACGAGAAG
CRGCGAGGCT
CAMGAAMCARA
CAACAAGCETE
COTETOCETG
GTCCCTHFTS
COAGATCAGT
CCTHGTOTAT
CCTGGCOCAG
GEARCTGTCO
COCCASATTS
CETEARAESTS
CETEETEATC
CARCGREATC
CITTATCGLC
CCTHTOCAGE
CROCEACTTC
CGRCCTGERSE
GERACAAGAGS
CEGCACCACE
CGAGGARAGT
GETHEAGHCAD
G
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SEC. IDNOQ: 8

ATGERGAECH
GoOGCOGETER
ACCRGCRGER
GRGGCOGTRA
GTEETEHHAAG
GACCTEATCR
CTEGACGAGE
CGCGTETACE
CTGCTELLER
AAGTTOGCCC
TRCCACABGEE
BCOCTACRGCA
TTOCACAGAG
TARGCCTTROG
PRACGGENCCR
CCCARCTRCR
CTEGTHGCCT
RACETGRCCT
GREGACRGCT
CREGTORACR
CAGCAGATCT
TTOGRGRACRA
GRGCTOGRER
ACCARGCGEALA
GOCCAGCTGE
ATCGCCGALG
ARACARTCARDC
ATGGGOGALG
CTGCGEEACH
TTCRACTTCG
CTGECTEEEAR
GGLRRACTCCG
ATCRGCATZOG
AGGETECTGEG
GRRATCATER
CTEECCATRE
GTERCCALCE
GTGTACARCHR
AGGEAREARCE

GEATCTGCTG
GCRGCRGCAG
CCRDCTCCSRE
GOCACRGGEE
TEARCACCAL
GRTTCGREEG
GCATCATESET
AGARGGTGET
CUARCRARCTLA
AGTGCTACAG
ACRGECTACGR
CCRGATACGT
AGRCATECAR
ACTTCTTCGE
ACRGGARCGT
CCATCGTOTC
TTCTGGERGAG
GCCACCTORC
ACCACTTCAG
TEAGCEACAG
TCARCATCAG
GCGECGEACT
GGCTGGRCAR
BCARCACCAT
AGTTCACCTA
CTTEGTGOGT
CCAGCGOCAT
TECTHEGCCT
TERACGT AN
CCARCAGCTC
ACCRCAGEAC
COTACGRAGTA
TEGRCAGCAT
AGCTGTACTC
GRGAGTTCAR
AGROCCT GO
GCTCCACCAR
FOGECAGEARR
EETRCRGECR

CCTGETEETS
CACCTODCAC
CCRGROCAGE
CARCGAGREA
CARGTACCCO
GARCATCARTC
GETETACRAG
GACCTTCRAGS
GTACETGLOC
CAGCTRACRGD
GARACARGRCT
GROCGT GRAG
COTERACTGE
CACCTCTACC
CAGCTACTTC
CERCTTOGEE
HECCGACAGD
CTTCTOGGAS
CAGCGCCARL:
CECCCTRERD
CTACRACCAG
GGTGGTEITO
CAGGTOIAGE
ACBRCCTERGE
CGRCACDCTG
GERCCAGARGR
CCTGRGOGRE
GEUCRAGCTEE
GEAAAGCCCR
CTACETGECAG
CGRGGARTGE
CETGEACTAL
GATCHOCCTG
CORGARGLEAD
CRETTACRRG
GARCCTGTTC
GGRACACCAGT
GEEECGECCAG
COTEARLGERT

25/33

TECGTEMRNCT
FOCACCTCCR
RGCGTOTACH
ATCTACHKRACA
TACRGRGTGT
TECACCRGCA
AEEARCHTCG
CHEAGCTACE
COACCCATCT
CECGTGAICE
ATGCRGCTER
GRCCAGTGEE
ATGCTGEARCCH
GOOGACGTGE
GECEACRATE
RGGCCCTRACG
GTGATCALCT
COCAGOGAGR

TGCTGCATIGT
GUACCCACAR
GCCRGCACGET
CORCCCTIRAR
GCRGCATGEEC
TGRAGCOCAT
TGGECCCATAC
COGGOCATALG
GGGAGATCCA
GCGGCACCET
TCCCoGACER
RCAGTAGGEGE
TCACCACCGO
TGTACATCAG
CCEACAALTT
CTGECOCCCGRA
GGEACATCCH
GGACCATCAG

BTGROCGCCH
TGCETRRAGEE
ACCTACGRGA
TGECAGGGCR
CTCZARCLTCH
AGCATGERAM
AGGEECTACA
BECACCCTGG
ATCTRCANCHA
GTGACCATCR
GGEOCGECTGCT
TACGHCCAGE
CAGCTGCCCA
CTETTCRACHA
GATATCGATC
CTGAGGETCCA
CAGCGCETGA
COCTRCCTSESE
CTGCAGECCC
BAGCCCARCC
RECGRCGASE

COTTCCTGRS
AOGRGGCCAT
BSTACGEARR
TCARGCRAGAR
CCCRCaCC AT
GLGTGCACAR
TCARCRGRED
AGGTGTTCAA
BGCCAATOGEE
ACCRGAROCAG
ACTCCARRECE
TGEGCGAGGER
GCCTGARGAT
GGATGATIGR
CCCTEEAGAR
GCRACGTSTT
AGTRCGTEGR
TGTCCGONER
CTCCCAGCTA
TECTEEACHG
ARGAAARCGT

FIG. 16 (Cont.)

GTGOCTEGGR
CGGTAGCCAD
GROCTCTTCR
GTACEECEAC
CCAGGEERCE
CAACGAGGEAC
CTTCARGGTC
GRCOCACCTRE
CCACATCRAC
GITTOGETGGCC
CTRCAGCRAC
CARGCACCGCC
CRGAAGCERAG
COCCTTCTAC
CTTCATCTTE
GRCBCARCAGA
GEACGAGARD
CRGOGRGECD
CRRBGAAMTRRA
CAACANCCTE
CETGTOCGETE
GTCCOTELETO
CCRGACTAGE
COCTGETETAT
CCTGGRCCAG
GEAACTGTCC
CECCASRTTE
CGTEARAGGTG
CGTGGTGATC
CAACGRGATC
CTTTATCEUC
CCTGETCCRGE
CRCCGACTTC
CGROCTGGAG
GERACAAGAGE
CEGFCARCCRCT
CGRGGAARAGT
GCTGARGECAC
G
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SEC. ID NO: 9

ATEGAGRGCH
GLEOGCCGTGR
ACCAGCRGER
GREGCCETGEA
GTGGTGGGRG
CRCCTGATCR
CTGEEACGRGE
CGLGTGTACT
CTGECTGEGECA
ARGTTCGEEOE
TRACCACAGEE
RCCCACAGCR
TTCCACAGAG
TRCCCTTACC
ARCCGECACCA
CCCARCTACHR
CTEGTGECCT
ARCGETEACCT
GREGRCAGCT
GROGGTGAACA
CHRGUALATET
TTOGAGACAR
GAGCTGEAGH
ACCAGCSRCR
FOCCAECTGEC
ATCGECCERGE
ARGATCARCT
ATGLGCGRCE
CTEOGGGERCH
TTCRACTTICE
CTECTGEERA
GGCRACTCCG
ATCRGCRCCE
AGGETGETGE
GAARTCATGR
GTGERCCCCT
GCTGGERRAGE

GEATCTEETE
GCARGCAGTAG
CCROCTCOGE
GCCACREEED
TGRACRCCAC
GATTCGAGCSE
GCATCATEET
AGARARGETECT
GCRACRCCGR
AETGCTACRES
ACARGCTACGR
CCAGATACGT
AGACATGECEAR
RCTTOTTCGE
ACRGGRACGT
CCOATCGTGETC
TTCTGGRGAG
GCCRGECTGRE
BCCRCTTCAG
TERAGCGRCAG
TCARCACCAS
GLGGCGERCET
GGCTGGOCAM
RCRACRCCRT
BETTCACCTA
CTTGGTGOGT
CCRGCGECCAT
TGETCEGICT
TGAACGTEAR
CCRACAGCTE
RCCRCAGEAC
CCTACGRGTA
TEEACAGCAT
BECTETRCTC
GAGAGTTCAR
TECO0OCTA
cC

CCTGETGOETG
CRCCTCOCAD
CCAGRCCRGR,
CRAACERGERCH
CRAGTACCCC
GAMRCATCATC
GETETRERRG
GACCTTCRAGS
GTRACGTGGCC
CAGCTACAGE
GAAC AR
GROCGTGAAG
COTGARCTED
CRCCTCTALT
CAGCTACTTC
CEAC T T
GECCGRCAGL
CTTCTGEGRAG
CAGCECCAAG
CEOOCTEEALT
CTACARCCAG
GETEETETTC
CREETOCALE
ACACCTGRGE
CEACACCCTG
GRRACCRERGR
CCTEAGCGRC
GGOCACCTOC
GRARAGCCCR
CTACGTGCRG
CEAGGRATES
CGTGGRCETAC
GATCGCCCTG
CCAGRRGGERD
CAGCTACRAG
CETGRAGHET

26133

TGEEGTGARCS
GICRCCTOCA
AGCGTGTACK
ATCTRCARCE
TRCAGRGTGT
TECMCCRGT R
BGGRRCATCE
CGGRAGCTACS
COACCCATGT
CHOGTEATOR
ATGCRAGCTGR
GACCAGTEET
ATGCTGACCH
GEEERCGTGE
GECGREGAME
ABGCCCAMSS
GTGATCAGCT
GOCRGOGRGN
ATGRACCGCCH
TECETERGEE
ACCTACGRGH
TEGECRGGGEEN
CTERACATCR
AGCATGGRARR
BGGGEECTACH
REGRCCCTGG
ATCTRCARMCA
CTCACCATC
EECCECTGET
TACGEECCAGT
GG TGO
CTGTTCARGA
GATATCGATT
CTGAGETOCA
CRECECETEA
CTGEGRACGAROC

TETOCATCET
GCACCCACAR
GUCRGCRCET
CCACOCTGAA
GCAGCATEEE
TEAAGCOCAT
TEEICCATAL
COGEOCACRG
GERAGATICR
GOGGLACCGT
ToCCDEALEA
ACAGCRGGGE
TCACCACCGE
TETACARTCAR
CCBACARAGTT
CTGECCCCCGR
GEEACATCCS
GGRCCATCAG
CCTTCCTGAG
ACEAGGECCAT
RGTARCGGRAR
TCAAGCAGAA
COCACA0CUAL
GCGTGCACAA
TCRRCAGAGT
RGGTGTTCAR
AGOCARTCGE
ACCAGADCRG
RCTCCRGEGEIT
TEFFFOGAEEA
GOCTERAGAT
GEATEATOGA

GTGCCTGGGA
CEECARDCAL
GRCCTCTTCC
GTACGGCGAL
CCAGGEIACT
CRACERGERC
CTTCAMGGTC
GACCACCTAL
CCACARTCARD
GTTCGTGECE
CTACAGCARGC
CRGCRCCECC
CAGRRGCARG
CeCOTTETAS
CTTCETCTTE
GRCACACAGN
Lol s Bt
ARGCGAGGECC
CANGRARCAN
CRACARSCTS
CGETGTOCGTE
GTCCCTGEIC
CCAGACCAGT
CCTEETETAT
CCTEEFODCAE
GGARCTSTCC
CEOCAGATTC
COTCAAGETS
CGTGGTGATC
CRACGAGATE
CTTTATCECC
COTETCCAGE

CoCTEEAGRR CACCGRCETTC

GCAALGTETT
RETACGTGER
TCATHEAGCGE

FIG. 16 (Cont.)
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GORCRRGETEG
ACTCOGGGEET
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SEC. ID NO: 10

MESEINCLVY
EAVEHRAMET
LIEG [MVVYH
HFROCYESYS
FHRETCHLNC
PHYTIVSDEG
EDEYHEFESAK
FETSGOLYVE
BOLAETYDTL
MGDVLGLASC
LLGHHRTREES
RVLELYSOKE
RAGHR

CYNLCIVCLG
I¥NTTLEYGD
ENIVAHTFEV
RyIEETVER
MLTITTARSE
EPFNAARFETHR
MTATFLSEEQ
WOGTEOESLY
REY IHRALAD
VIINQIEVEY
QOLPSLEIFIA
LRSSKVIDLE

ARVESSESTSH
VWGVNTTEY P
BVYQKVLTER
THEOSYENET
YPYHFFATET
LWVAFLERADS
EVMNHMSDSALLD
ELERLEMNRSS
IAESWCVINGE
LEDMMNVEESE
GMSRYEYVDY
SIMREFNSTH

27133

ATSSTHMGSH
YRVCEMAQGT
RSYAGERTTY
ML IPDDYSEN
GDVVYISPEFY
VISWDIQDEE
CVRDEAINKEL
LEMITHTTOTS
RTLEVEFXKELS
GRCYSRPYVI
LF¥REMIDLES
QRVEYTVE DY

TSRTTSROTR
DLIRFERNLI
LLGENTEYWA
THETRYVTVE
HGTHMRNASYF
NVTCQLTEWE
QOIFKTEYHG
TSCHKTTHLS
KINPSAILSA
ENFANSEYYQ
TSTVDEMIAL
VLELEEYLHEG

FIG. 16 (Cont.)

SYVTSQHYTSS
CTIMEDINED
PFMWEIHHIN
LOWHSRGSTA
GENADEFFIE
ASERTIRSEA
TYEEYGRWSY
SMESYHHLYY
IYNKEEIAARF
YEOLGEDHEL
DIDPLENTDFE
LODLMSGLGA
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SEC. IDNO: 1

ATGGAGAECR
GOOECCETGR
ACCAGUAGER
GRGFOCHTEN
GCIGETGEEAG
GROCCTGATCR
CTEEACEAGE
CEOETGETRCC
CTECTGGEGER
ARGTTCECCC
TRCCARCRGGEG
ACCCACAGOR
TTCCACRGA:
TRCCCTTRCC
ARCGGCRCCH
CCCAMCTRES
CTGGTGGCCT
AACGTGRCCT
GRGGEACAGTT
GAGGTGARACA
CAGCAGATCT
TTCGERGACAR
GAGCTEEAEA
ACCRAGOGARCH
GUCCAGETES
ATCEECHAGE
AAGARTCARCC
ATGGFOGROG
CTECECGERER
TTCAACTTEG
CTGOTGEEAN
AR DL
ATCAGIACCS
AGHEGTGECTGE
GARATCATGR
CTEECChECC

GEATCTGETG
GLAGCRGCAG
CCOACCTCCGC
GRCACAGGEGEE
TGRACRCCHC
GATTCGRGCE
GCATCARTGGET
RERAAGETGECT
GCRAACACCGR
AGTGCTACAL
ACRGCTACCA
CORGATROGT
RAGRCATGCARA
ACTTCTTCEZC
ACRGGARCGT
CCATCEDGETC
TTCTERRAGRE
GOCAGETEARL
ACCARCTTCAG
TEAECEACAG
TCARCAROCRG
GOEECEGACT
GECTGEGECCRR
ACARACRCCIAC
AGTTCRCCTA
CTTHETGEET
CCAGCGCCRT
TECTGEECOCT
TCARACGTGRM
CCARCAGETC
ACCACRGERC
CCTACGRGTR
TGORCRGCAT
AGCTGTRCTC
GARGAGTTCAM
RGUCCCTGCR

CCTGETGGTG
CRCCTCCOCRS
CCAGRCCAGR
CARCGAGACH
CRAGTRCCCS
GRACATCATC
CETETACARG
GACCTTCAGE
GTACETGEOE
CAGCTACAEC
GARCAAGARCC
GRCCETGAAG
CUTEAARCTECD
CRCOCTCTRCC
CRGCTRCTTC
CGACTTCGGE
CECCERCRED
CTTETGEGERAG
CAGLGCCARG
CGCCCTGLAS
CTACRACCRG
GGTGGTGTTE
CRGGETCCRGE
BCRCCTEAGE
CERACRCCCTG
GOACCAGAGHA
CCTGRGOGEC
GGCCAGCTGE
GEARMGOCCA
CTACGTGELAL
CEAGEARTEC
G TGEACTRC
GATCSCOCTG
CCRGRAAREARA
CAGCTACARG
GAACCTETTE

28/33

TGOGTGRRACT
COCRECTOCA
ACGCETIGTACA
ATCTACARCH
TACAGRAGTGT
TECACTAGCR
AGERATATCOG
CEEAECTALE
CCRACTCATGT
CEOGTEATOG
ATECAGCTER
GACCAGTGED
ATGCTGEACCR
GLGGADGTGE
GGLGRGARACE
AGGCCCARCG
CTGATCAGET
GCCRAGLGAGR
ATGRCCGCCHR
TGCETGAGGE
ROCTACCERGR
TGHECAGEGECR
CTGARIATCA
AGCATGGRAR
AGEGECTACHA
AGRRCLLTEE
ATCTRCAACH
GTEACCATCA
GECOECTEET
TACGEOCAGE

TGIGCATCET
GCACOCRCRA
GCCRGZACET
CCACCCTREAR
GCRAGCATGEE
TGARGCCCAT
TGECOCRCIC
DOGHEOCATHG
GGEAGRTCCA
GCGGCACCGT
TCCCCoACGR
ROCAGCRGEEE
TCRCCRCCGE
TGTACHKTCAG
CCRARCARGTT
CTGCCCCCGR
GGGACATCCR
GEACCATCAG
CCTTCCTGRG
ACGAGGCCAT
AGTRCOGARR
TCRAGCAGRA
COCACACCARC
GOGTGCACAR
TCRAACAGAGT
AGETGTTCAR
RAGOCARTCGET
ACCAGALDTAG
RCTCCRGGEEC
TGGEECEAGGER

GTECCTEEGA
CGGECAGECRT
GACCTCTTCR
GTACGGCGERD
CEAGEGEERLCC
CRACGEARGEGEAD
CTTCRARGETC
GACCACCTAC
CCACRTCAAD
GTTCGTGGCE
CTRCAGCRAL
CRGCACCGEC
CRGRAGCRRG
CCCCTTCTRAC
CTTCATCTTC
GRCACARCRGH
GGRCGAGRAG
AAGOGAGGCT
CRAGARACAR
CAACAAGCTS
CEIGTOOGTS
GTCOCTEGTE
CCAGROCART
wCTGEETGTAT
CETGGEICCAG
GEAARCTETEE
CECCAGATTE
CETGARGGTE
CGTGGTGATC
CARCGAGATC

CRECTEOOCA
CTGTTCRAGR
SATATOGATE
CTHEAGGTOCA
CAGDGOGTGR
COCTACCTGG

GUCTGARCAT
GGATGRTCGA
COCTGERGAR
GCARCGTGTT
BGTRCOTOGR
TGETCCGCCGER

FIG. 16 (Cont.)

CTTTATEGCC
CCTETCCAGT
CROCEAETTS
CORCCTGGRAG
GORCARGRNGE
[
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SEC. ID NO: 12

MESRINCLYV
ERVIHRANET
LOEGIMYWYYEK
REAQTYESYS
FHAETCHNLNGC
ENYTIVSDRG
ED3YHF33AX
FETSGFGLVVE
AQLOETYDTL
MGDVLGLASC
LLGHNHRTEEC
BEVLELYSJKE

CVNLCIVELE
IYHNTTLEYGD
RNIVAHT FEV
RVIGGTVEVA
HMLIITTAHRSK
EFMAARFETHR
MTATFI.SKED
WOGTKOKSLY
RGY ITWRALAD
VTINQTSVEY
QLPSLEIFLA
LEEENVEDLE

SEC. ID NO: 13

ATGGRATCCC
CTEGOCAGCD
GTCGGAGTER
CTGATCAGAT
GRCGAGEGECR
GTGTACCAGR
CTEOGCRGCR
TTCGCCCARIST
CRCAGGERCA
CACAGUALCA
CRCAGAGRER
COCTTACCARCT
GECROCARCA
ARCTRCACCA
GTGGEOCTITC
GTEADCTEOC
GRCAGCTACT
CTGRAARCATER
CRGATCTICA
GREACARECE
CTGRAGRGED
AGOGACARCH
CAGCTGUAGT
GOOEAGECTT
ATCARCDOCA
GEOGROGTEE
CCOCACATCA
ARCTTOEICA
CTGGGARBACT
ARCTCCEECT
RGCACCETGE
GTGCTGEAGT
ATCATCACRS
GROCCCCTED

GGATCTGGTG
ACOEGEOCAR
ACARCCACCAR
TOGAGCGEAR
TCATGETGGT
AGETGCT

ACROCCRETR
GCTACAGCAR
GUTACGRGARA
GATACETGAL
CATECARCCT
TCTTCROCAD
GGAACGOCRE
TOGFTGTOCGA
TEHAGRGEEC
AGCTEACCTT
ACTTCAGCAG
SOGACAGOEC
ACROCAGCTAR
FOEERCTEET
TGHICARCAG
RCRCCACACH
TCACCTROGR
EETE0ETEEA
GOFOCATOCT
TGEEOCTGEED
AOSTGARGGR
ACRGECTOCTA
ACAGEACOER
ACCAGTACSET
ACAGCATGAT
TGTACTCCCA
AGT TCARCARD
COCOCTRCCT

RARVESS5TSH
TVGVHNTTEYP
RV OKVLTFR
YHRLSYENET
YEYHEEATST
LVYAFLERADS
EVHNMSTISALI
ELERLANRSS
[AEAWCVIGR
LETHNVEESP
GHIRAYEYVDY
EIMREFHEYK

COTGGTGGETE
CORGARCARTE
GTACCCCTAC
CATCATCTGC
GTRCARGAGE
CTTCAGECGE
CoOTGECCCCA
CTACAGCCGC
CAAGACCATG
b L ARGEAL
GRACTGCATE
CTICTACOGGE
CTACTTOGGE
CTITOGGCAGH
CGRACAGCGTG
CTEEEAGECC
CECARGRATG
CCTEERCTEL
CARACCAGACC
GETGETTCTGE
GTOCAGOCTG
COTGAGTAGE
CROCCTGAGH
CCAGAGARGE
GAGCECCATC
CAGETGOGTG
ARGCOCAGGO
L DHSATAL
GEAATGCCAG
GGACTACCTG
CEOCCTEGAT
GARGEAMCTG
CTRACARGCAG
GRAGEEOCTS
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AT35THNGESH
YRVCEHALET
REYRGHRATTY
HQLIPDDYSHK
GINVYISFEY
VIZWDIQIEK
CVROERTHNEL
LMITHTTQTS
BTLEVFEELS
GRCYSRFVVI
LFERMIDLSE
QEVEYVEDKR

TGEGTGRACC
TACAACRCCH
BGARLGTGTGET
ACCAGCATGERA
RACATCGTOG
AGCTACGCCE
CCCATETGGEE
GTGEARTCGEEE
CAGCTGATCE
AL T AR
CTERCCRTCA
GACGTGGETGT
GRGARCGOCG
CCORRCGITE
ATCRGCTGGR
AECERERGEERA
RCCGCCRCCT
GTARGCERCGE
TACGRGAGT
CAGGGCATCA
RACRTCRCCET
ATGGAAMGCG
GGETACRTCR
BCCCTGEGAGGE
TRCRACARGE
ACCATCRRCC
COCTGCTRCT
Gl AL
CTGCCCAGEC
TTCRARGRGGR
ATCGRATCCCE
AGHTCCAGCA
COCGTORRGT
CROGACCTCA

TSRTTSAOTR
DLIRFERNIT
LLGSNTEYVA
THSTRYVIVE
NGTNRNASYF
N¥TCQLTEWE
QOT FRTSYND
TSDNNTTHLS
KINBSAILSA
FHEAKSSYWO
ISTYDSMIAL
LATQPLONLF

TSTGCATCGT
COCTGARGTA
CCATEEOCCA
AGDOCATCAA
CCCACROCTT
GCCACRGGAC
ACATOCACCHE
GCACCETETT
CCRACGACTA
GUAGFFFCAG
CCRCOGICRG
ACATCAETCC
ARCARRGTTOTT
CCOCOGRGAC
ACATCCRAGGA
CCATCARAR
TCCTRAZCAR
AGGOCATTRA
ACGEARRCET
AGCAGARETC
ACRCCACCCA
TGLACARCCT
ACKGAGLCCT
TETTCAARGEAR
CaATOECCED
BGRCCREGEET
CCMRGGCOCGT
GUGAGGRCAR
TGRAGATCTT
TGATCGRECT
TGHRAGRACRL
ACGTETTCGH
ACOTCORGGR,
TCAGCGEACT

FIG. 16 (Cont.)
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GTGLCTEGEER
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GLOCACCGRE
CEAGEACCTE
CAAGGTCCGE
CRCCTACCTG
CATCARCARS
COTGEHUCTAE
CAGCARCRCC
CALCGCLTTE
ARGCARAGTA
CITCTRCARAC
CATCTTCCCC
ACKRCAGRCTG
CORAGAAGRALC
AR CCERAG
GRAARCARGAG
CRRGCTGCMG
GLOCGTGTTO
CCTEETOGAS
GROCAGCACC
GGTGTATGCC
GFCTCMEAT G
ACTETCCRARG
CAGATTCATG
GAAGETGCTG
GGTGATCTTC
CEAGATCCTSG
TATIGOCGGE
GTCCAGCATC
CEACTTOAGG
COTHGAGGAR
CARGGTGGTS
CEEEECTGCT
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GERARGECC

SEC. IDNO: 14

HESRIWCLAY
LIRFERNITLC
LGINTEYVAF
ESTRYVTVED
GTHRNASYEG
VTCOLTFWER
QIFWNTSTHQT
SDNNTTHLES
IHEFSALLEAL
HERNSSYWQOY
STVLSHMIALD
DELEPYLEGL

CVHLCTVCLA
TSHMKPINEDL
FMWE IHH INK
QWHERGEZTAF
EMRDEFEFIER
SERTIRSERE
TEKTGHVSVE
MESVHMLVYA
YHEP LAAREY
GOLGEIMELL
1DPLENTLDER
COLMECGLGAA

SEC. ID NO: 15

ATERAARTCCC
GUOCTEEO0S
ETEFEAGETEA
CTEATCAGRT
GROGAGHECA
CTETACCAGR
CTEEECRAGCR
TTOGOCCRGT
CATAGEEACA
CRCAECRCCH
CROAGAGRGHR
CCTTRCCACT
GOERDCAACR
ARCTACACCH
GTEECCTTTC
GTERCOCTGCC
GRCRGCTRCC
GTGAACHTGR
CREATCTTCA
GRGROANGCG
CTERRGRGET
AGCGACAMCE
CRGCTGECAGT
GCCGRGGCTT
ATCRRACCCCA
GOCGACGTGE
CEGEGEARCATGA
ARCTTCZCCA
CTGEGRARCC

GEATCTEETE
ROCGEGOCAR
ACACCACCAR
TCERGOEERR
TCATGETEET

LASHEANETI
DTG THMYKR
ERQCYSSTSH
HEETCHNLNCM
MYTIVSLFGR
DEYHRSERMM
ETSGGLYVEW
QLOETYDTLR
GDVLGLASCY
LGHHRTEECD
VLELYSQKEL
GhA

CoTEETEETG
CGAGRCAATC
GTACCOCTAC
CATCATCTGE
GTACRAGREG

BEGTEETGRE

CTTCRGGLGE

ABCRCCGRGTA
EOTACRGCRG
GO TACGAGRR
EATACETGEAS
CRTGCRACCT
TCTTCGELCAC
COAACGLCAG
TCETGTCCGR
TEEAGRGGEC
ECGCTGROCTT
ARCTTCRGOAG
GUGRCAGIGE
ECACCRECTR
GCGGERCTGGET
TGECCARRCAG
MCRCCRCACH
TCRECCTARCGER
GETGCGETEGR
GCGCCATCCT
TGEGECCT e
RBCGTGEARGEA
ACRCCTCCTA
ACAGRERAOIGR

CETGGEECCCA
CTRCAGCCET
CARGRCCATG
CETERAGERE
GRACTCZCATG
CTCTRCCGGG
CTRCTTCGGE
CTTCGEOAGG
CGRCRGIGTE
CTGEERGGECE
CGCCRAGRTG
COTGGACTGO
CRBRCCRERCT
GETGTTCTGR
GTCCAGCCTG
COTGAGCAGT
CRECCT GRGG
CCRGAGARAGS
GARDECCATC
CAGCTEOGTG
BRGOOCAGEC
CETGCAGTRS
GRAATHOCAR
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THTTLEYGDV
NIVAHTFEVE
VIGETVEVAY
LTITTARSHY
PHAAPETERL
TATFLSEKQE
QG IEQESLVE
GY INRALARQI
TINQTSVRVL
LESLEIFIAG
REENVEDLEE

TECGTEARCC
TACAACATCHA
AGASTGETGCT
ACCAGCATGA
ARCATOGTES
MGCTROGCOG
CCCATGTGGEE

WEVHTTEYEY
VYQEVLTFRR
HRDS YENKTH
PYHPFATSTS
WAFLERADOSW
VHMSDEALOC
LERLANRSSL
AERNCVINIRR,
RIMITVKES PG
MSAYEYVIDYL
TMREFNEYE]

TETGCATCGT
CCCTGARAGTA
CCRTGGCCCA
RAGCOOCATCMA
CCOCACACCTT
GOCARCAGEAT
AGATCCACCA

GTEATCEERE
CAGCTGATCC
CRGTHGRORCA
CTGRCCATCH
GRCGTGGETGT
GREGRARCGECCG
COCARCGCTG
ATCRGCTGGG
BGCOAGAGGR
ACCGCCACCT
GTGRGGHACG
TRCOGAGARGT
CRGEGCATCA
ARCATCACCC
ATGFARAGCE
GHUTRCARTCR
ACCCTGGNGG
TACARACARAGT
ACCATCARCC
CHCTGCTACT
GEOCAGLTGE
CTECDEARIC

GCACCGTETT
CCGRCGROTA
GCAGGGGRIAG
CCACCGCCRG
ACATCRGECE
ACRRGETTCTT
CoCCoGRGRT
ACATCCRCGH
COARTCAGIG
TCCTEAGTRE
RGGCCATCRR
ROCGGRARCGT
BGCAGRAGTC
BCRCCACOCA
TECRCARCCT
RORGAGCCCT
TGTTCARGEA
CARTCGICGT
BGROCAGCCT
CCAGECOCET
GOGABEACAM
TERAGATCIT

FIG. 16 (Cont.)

BVCEMAQGTL
SYAGHRTTYL
QLIFPDOTSHT
DVWWYTEPEYN
ISWDIQDEEH
VEDEAINELD
HNITHTTQTST
TLEVFEELSK
HCYSRFVVIE
FEBMIDLEE 1
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GCTCCTGGEGR
CEECGRCGTG
GEECACCEAS
CGREGACCTG
CARGGTCCGE
CRCCTRCCTG
CATCARCAAL
CETEEEITAC
CAGCAACACE
CROCGCCTTE
ARGCRAGTAL
CTTCTACRAC
CATCTTOOOC
ACBRCROACTG
CERGEAAGAML
CEREGCCEALG
GRBRCRIGRG
CARGCTGCAG
GTCCGTGTTC
CCTGET OGS
GROCRAGCRACC
GETGTATGCS
GGCCCAGATS
ACTETCCAAG
CAGATTCATG
GAAGGTGCTG
GGTGATCTTL
CRAGATCCTG
TATOFIOEGE

&l

120
B0
240
ann
£
420
480
341
GO0
66l

4]
120
180
240
3040
367
420
4ED
240
&00
660
120
THO
220
300
SE0
13203
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1540
1580
1&290
1680
1740



AACTRCGLCT
AGCRCCGTGE
ETECTELEAGE
ATCATGAGAS
GROCCCCTGC
GEARRGGLC

ACCAGTACCT
ACRGCATGAT
TETACTOOCRA
BSTTCARCAS
CCCCCTACCT

SEC. ID NO: 16

HESRIWCLVY
LIRFERNIIC
LGSNTEYVAP
ASTRYVTVED
GTNRNASY 515
VICOLT FWEA
QIEHTSYHOT
SDNMTTHLSS
INESAILSAL
NEAMSSTVOY
STVDSHIALD
DELEEYLEGL

CVWLCIVLLG
TEMKEINEDL
PMWETHH INK
PWHIRGS TAF
EMADKFFIFP
<ERTIRGEAL
YERYSHWEVE
HESVHNLVYR
THE P IARRFH
GOLGEDNEIL
IDFLENTDER
ONLMEGLGAR

SEC. ID NO: 17

ATGEOO0CCT
ARCGRAGNCIAR
AACTRACDCCT
AACATCATCT
GIGTRCARGA
ACCTTCALEE
TACGTGECCE
ACCTRCACCE
AARCAAGACCE
A TLARGE
CTERACTGCR
ACCTCTACCG
AGCTACTTCG
GACTTCGEER
GUOGRCAGCG
TTCTGGERGE
ALGCGCCARGH
GCOCTGGRCT
TACAACCRGR
ETGGTGTTCT
AGETCCRGCC
CACCTOMRGCH
GLRCRACCCTEA
GRCCARGAGAR
CTGRGCGOCA
GECAGETECG

TGCTGCTTCT
TCTRZRRCAC
ACRGRGTGTG
ECRCCAGCAT
GGARCATCGT
GERGCTRCGE
CACCCATGTG
CCGTCATIOE
TGCAGCTEAT
SR T WA
TECTGEACCAT
GGGACGTEET
GCGRGANDGT
GECCCAADGE
TGATCAGITG
CCRGCERERG
TGEACCEOCAC
GCEICGAGGEER
COTRCERGRA
GECREEECAT
TEARCATCAC
CCRTGERAAG
GEEECTACAT
GEACCCTGER
TCTACARCAR
TEADCATASR

GGACTACCTG
CGOTCTEGAT
GAAGEARLCTE
CTACARGCAS
GRAGGGCCTG

ALAHRANETI
CEGTMVVYHR
FROQCYSESYSR
HRETCHLNCH
MY TIVSDFGR
DEYAFSSARM
ETSGGLVVEW
QLOEFTYDTLR
GLVLGLASCY
LGMHRTEECD
VLELYSOHEL
GEA

GCTEOCOCTG
CACTCTGRAG
CICCATGGEE
GRAZCCCATC
GFOCCACARCT
CHEECCACRAGE
GRREATCCAC
CoGORECETE
CCOCEACGENT
L L T R
CROCACCGOC
GTRCATCRGC
CEACARGTTC
TGECCCCCGEREG
GEACATCCRAG
GARCCATCAGH
LI i e ]
CGRGGCCATC
GTACGGRAMT
CAAGCAGHRRAG
DO
CGTGCACAAC
CRACRGRGTT
GLGTLTTCAAG
GCORATCOZOT
CCAGAICRGT

31/33

TTORAGARGGR
ATCGATCCCS
AGGETCCRGCR
COCGTORAGT
GRCGRCCTGR

THTTLEYGDW
NIVAHTFEVR
VIGETVEYAY
LTITTARSKY
PHAAPETHRL
TATELSKKQE
2GTHGESLYE
GYINRALAQI
TINQTSVEVL
LESLEIFIAG
RSSKVIDLEE

CTTTGEGGECRG
TRCOGGECGRCG
caggaChCCG
BRCGRGGRCE
TTCRRGGTCOC
ACCRCCTACC
CACATCRRCS
TTCGTGGCCT
TACHGCANC R
AGUACTGCCT
BGERERGTARANGT
CCCTTCTRACA
TTCATCTTOD
RCBRCACAGAC
GRCGAGAAGEM
AGCGAGEDOGE
ARG ANAL A
RRCAARGTTEC
GTGTCOGETET
TCCCTGETOG
CRERCCAGCA
CTGGTGTATG
CTEFEICCAGR
GAATTETODCA
FOCAGATTCA
GTERRGETGE

TGATCGACCT
TEEAGRACAL
ACGTGTTOGH
RCGTGOAGGA
TGRAGCEEACT

WEWNTTEYFY
TYOKVLTFRRE
HRDS YENKTM
BPYHFFATETG
YTAFLERRDEW
VNMSDSALDC
LERLAMNBESL
AEAWCVDORE
RDMNVEES DG
MNEATEYVDYL
IMRE FHSYKG

GEGCCCTEEC
TGGT GGEAGT
ACCTGATCAG
TGGACGRGEG
GCGTGTRAOGA
TGCTGGGECRG
AGTTCGLOCA
ACCACAGREER
COCACAGCTAT
ToCACAGRGA
RCCCTTACCAR
ACEECACTAR
CCARCTRLCAC
TFETOGEECTT
ACGTRACCTG
AGRACAGCTA
AGGETGAALAT

GCAGATCTT
TCEALRACELG
AGCTGEAGRG
CORGUGRCIA
CCCRGCTGCA
TCGECGERGHE
AGATCARCCT
TEEGCGACGT
THCGGRGRCAT

FIG. 16 (Cont.)

GTCCAGCATC
CEACTTCRGE
CCTEEAGRAA
CARGETEETE
CEEGHECTEET

RVCSMROGTD
SYRGHRTTYL
QLIPDDYSNT
VVYISPEYH
ISWIIQDERN
VRDEATMELD
MNITHTTQTST
TLEVFRELEX
RCYSRIVVIE
FEEMIDLSSL
RVEXVEDREVV

CCACCGGECC
GARCACCACC
ATTOEAGOR:E
CATCATGETG
GRAGGTGCTE
CARCACCGAS
GTGECTACAGT
CRGECTACGEAS
CAGRTACGTG
GARCATGCARC
CTTCTTCECC
CAGGRACGCD
CATCETGTCE
TOTGGRAGRGE
CCRGCTGACE
CCRCTTCRGE
GAGCGRACAGT
CRACRICRGT
CGEGCGEGRACTS
GCTGGCCAAC
CRACACCRCH
GTTCACCTAL
TIGETECETE
CRGOGLCRTC
GOTGGHICTG
GRACGTGAA

18040
1860
1920
13480
2040

B0

124
189
240
300
360
420
4ED
240
o0
aad

&0
140
180
240
aco
3&0
420
480
L40
eoo
BED
Ti0
T80
g40
200
QaED
Loz
1OED
1140
1200
1280
Lagl
L1380
1440
L500
L5&0



CRARGCCCAG
TRCGTGCAGT
GRGEART GG
GTGGRACTACT
ATCGCCCTEG
CHRGAMGEARC
SAGCTACAMC
CTGRAGHEOC

GOCGCTGCTA
ACEEOCARGCT
AFCTFCCCAG
TCTTCARGRG
ATATCGRTCC
TEAGSTCCAG
AGCGCCTGAN
TGGACERCCT

SEC. ID NO: 18

MAPLLLLLEL
NIICTSMEPI
YVAPBMWELH
TVEDOWHSREG
SYFGEMNADKF
EWEASERTLR
THOTIERYTEN
HLBSMESWVHN
LSAIYNEPIA
TFOYGOLGEED
IALDIDPLEN
LEGT.ONTMEG

LWAGALAIRA
HEDLDEG LMW
HINKFAQCYS
STARFHEETCH
FIFPHYTIVS
SEREDEYHES
VEVFETSGGL
LV ROQLOETY
RRFMGLVLGL
NEILLGHNHRT
TDFEVLELYS
TG KR

SEC. ID NO: 19

SHEANETI

LIRFERMIIC
LGSHTEYVAP
HSITRYVTVED
GTHRANASY G
VTCOLTEWEA
QI FHTSYNOT
SOMMTTHALSS
INPSAILEAL
KEANSSYVCY
STVDSMIALD
OPLPPYLEGL

THNTTLEYZOW
TESMEEINEDL
FMWEIHHINE
JWHSRGSTAF
ENRDEFFIFD
SERTIRSEAE
YEEYGHNVEVF
MESVHNLVYA
YREPIAARTM
GULGEDMEIL
IDFLENTIOER
DD S GLGRR

SEC. IDNO: 20

SHRANETI
LIRFERNIIC
LGSHNTEYVAF
HETRYWTVED
GTHRNASTFG
VTCOLTEWER

TSHMEPINEDL
FMWEIHHLINE
GHHERGETAFR
ENADEFFIFF
SERTIRSERE

CTCCRGGCCC
GEECGAGEARC
CCTGAAGRTC
GRTGATCGAC
CCTEEAGRAC
CARACGTGTTC
GTACETEGMN
GEATGAGOEEA

HETIYNTTLE
VYFRNIVAHT
SYSRVIGETV
LNCHMLTITTA
DFGRENARTE
SAEMTATFLS
YWEWQGIRQE
LT LAGY INER
ASCVTIHNQTS
EECQLPSLET
QEELRSENVEF

VEVNTTKYPY
DEGIMVVYRR
FRQCYSSYSR
HRETCNLNCM
NYTIVEDFGR
DSYHFSSAKM
ETSGCLVVEW
OLOETYDTLR
GDVLGLASCY
LGNHRTEECE
VLELYSQKEL
GER

DEGIMWWYRR
FROCYSEYSER
HEETCHNLKNHM
WMYTIVSDFGR
CEYHFS5AKM

32/33

GTGETGATCT
ARCGEAGATCC
TTTATOGLCG
CTGTOCRGER
ACTEACTTCA
CRCOCTGGAGE
GRCARGETGE
CTCGEGEETG

TEOVVEVHTT
FEVRVIQEVL
PVAYHRDEYE
REEYPYHFTN
THRELVAFLER
EEQEVHMEDS
SLVELERLAN
LAQTBERWCY
VEVLREIMMNVE
FIAGMERYEY
DLEEIMEEFN

RVCEMAQETD
HIVAHTEEYR
VIGGTVEVAY
LTITTARSKY
PNAAPETHRL
TATFLSKKQE
CGIKQKSLVE
GYINRALADI
TINQTSVEVL
LPSLEIFTAG
RESHYFDLEE

THTTLEYGDYV VEWVHTTREYEY RAWOENMAOGTI

NIVAHTFEVE
VIGGETVEVAY
LTITTRRSKY
FHALPETHRL
TATFLEEKQE

TCARRCTTCGE
TECTGGEEAAR
GOARCTCCGE
TCAGCRCCET
GGETGUTHER
ARATCATGAG
TGEGROCCCCT
CTEERARGEE

KYPYRVCSMA
TFRRSYAGHR
NXTMGLIPDD
TSTGLVVYIS
RDSVISWLRIQ
ALDCVEDEAL
BEELNITHTT
DORRTLEVEK
ESPGRCYSRP
VDY LFERMTID
SYKQRVKYVE

VIQEVLTERR
HRDSYEMETH
PYHPFATS TG
WAFLERALISY
WVNHEDSALLC
LERLAMEESL
RERHCVIQRE
BOMMVEEZPG
HSAYEYVIRYL
IKREFNSYRQ

VEQRVLTEFRE
HRLGYENKTH
PYHFFATST:
VAFLERALSY
VHNMEDSALDS

FIG. 16 (Cont.)

CRAECAGCTCC
CORCAGERACE
CTACGRGTRC
GERCAGCATE
GCTGTACTCD
BERGCTTCRAT
GCCCCCCTAC
"

OGTDLIRFER
TTILLGSNTE
YSNTHSTRYV
PEYHGTHENA
DEKNVTCQLT
NKLOQIFNTS
QOTETEONNTT
ELEKINEPEAI
VWIFNFANSS
LERIBRTVDEM
LEVVDPLPPY

SYRGHRTTYL
QLIPDIYSNT
VWY TSFEYN
ISWDIQDERN
VRDERINKELD
MITHTTQTST
TLEVFEELSE
RCTSRPVVIE
FEEMIDLSSL
RVEYVEDEYW

SYACHRTTYL
QLIPDDYSHT
WA TSPEFTN
15WDIQLERNH
VRADEATNELD

1620
1EED
L7ad
1e0d
LEGD
1824
19849

&0

120
LBO
240
340
360
420
480
240
L 4]4]
[1-a)



RQLFHTSYNOT
SDHHNTTHLSS
IKPSRILSAI
NERHSSYWOY
STWVDSMILIALD
OPLPPYLEGL

SEC. ID NO:

YERYGHMVEVE
MESVHMLVYR
YHEPIAAREM
GOLGEDMEIL
1D0PLENTDER
DOEMEGLGAR

21

33/33

ETEGGLVVEW
CLRFTYDTLR
GOWLGLASCY
LENHRTEECQ
VLELYSQOKEL
GEMR

CEIEQESLVE
GYINRALAQT
TIHNOTSVEVL
LESLEIFIAG
RSS5NVFDLEE

ERLAMRSESL
AEANCVIIQRR
RIMHNVEESEG
HSAYEYVDYL
IMREFHSYEQ

HREA NETI¥YKTTLE YGOWVWVGVNTT HKYPYRVCSMA QGTDLIRFER

HIICTSMERI
TVAFFMWEIH
TVEDOWHSRG
STFGENADKF
FRERSERTIR
FNYTYERYGH
HLESMEEVHN
LSAIYNEPIA
YWVOYGOLGED
IALDIDPLEM
LEGLDDLMEG

HELDLDEG IMV
HINKFAQCYS
STAFHRETCH
FIFFNYTIVS
SEREDSYHFS
VEVEFETSGEL
LY YAQLGETY
ARFHGOVLGL
NEILLGMHRT
TDFRVLELYS
GAAGHA

VYERMIVAHT
SYSRVIGHTV
LHCHMLTITTA
DFGREFHAATE
SAEMTATELS
VVEROG TKOK
DTLRGY INRA
ASCNVTINOTS
EECOLPSLKI
WEELBRSSHYE

FRVEVYORVL
FVAYHRDSYE
RSKYPYHFFA
THRLVAFLER
KKOEVNMSDS
SLVELERLAN
LAQIAEANCY
VEVLRIMIVE
FIAGNSAYEY
DLEEIMREFN

FIG. 16 (Cont.)

TFRRSYAGHR
NKTMSLIBED
TSTGDVVYIS
ADSVISWDIQ
ALDCVRDEART
ESSLMITHTT
DORRTLEVEK
ESPGRCYSRE
VOYLEERMID
SYKORVKYVE

NITHTTQTST
TLEVFRELSE
RCYSREVVIF
FERMIDLSSI
RVEYVEDFVV

TTYLLGENTE
YEMTHETRYV
PFYNGTHRNA
DEKNVTCQLT
HELQCIFNTS
QTETSONNTT
ELSKINPSAT
VVIFNFARND S
LESISTVDSM
CEWVVDPLEEY
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Glu Ser Arg Ile Trp Cys Leu Val Val Cys Val Asn Leu Cys Ile

LISTA DE SECUENCIAS

Blais, Normand

Baudoux, Guy

Marchand, Martine

Antigeno Novedoso

VB63857

38

FastSEQ para Windows Versidén 4.0

906

PRT

AD169 Citomegalovirus

AD169 Citomegalovirus



10

15

20

25

Val

Ser

Thr

His

65

Val

Ala

Ser

Tyr

Lys

145

Leu

His

Ile

Cys

Ser

Arg

50

Arg

Val

Gln

Met

Lys

130

Val

Leu

His

Gly

Leu

Thr

35

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

115

Arg

Leu

Gly

Ile

195

Gly

20

His

Val

Asn

Val

Thr

100

Pro

Asn

Thr

Ser

Asn

180

Thr

Ala

Asn

Tyr

Glu

Asn

85

Asp

Ile

Ile

Phe

Asn

165

Lys

Val

Ala

Gly

Ser

Thr

70

Thr

Leu

Asn

Val

Arg

150

Thr

Phe

Phe

Val

Ser

Gln

55

Ile

Thr

Ile

Glu

Ala

135

Arg

Glu

Ala

Val

Ser

His

40

His

Tyr

Lys

Arg

Asp

120

His

Ser

Tyr

Gln

Ala

200

Ser

25

Thr

Val

Asn

Tyr

Phe

105

Leu

Thr

Tyr

Val

Cys

185

Tyr

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

90

Glu

Asp

Phe

Ala

Ala

170

Tyr

His

Ser

Arg

Ser

Thr

75

Tyr

Arg

Glu

Lys

Tyr

155

Pro

Ser

Arg

Thr

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Gly

Val

140

Ile

Pro

Ser

Asp

Ser

Thr

45

Glu

Lys

Val

Ile

Ile

125

Arg

Tyr

Met

Tyr

Ser

205

His

30

Ser

Ala

Tyr

Cys

Ile

110

Met

Val

Thr

Trp

Ser

190

Tyr

15

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

95

Cys

Val

Tyr

Thr

Glu

175

Arg

Glu

Thr

Gln

Ser

Asp

80

Met

Thr

Val

Gln

Tyr

160

Ile

Val

Asn



10

15

20

25

Lys

Arg

225

Leu

Ala

Val

Tyr

Ile

305

Leu

Gln

Glu

Ala

Ser

385

Gln

Thr

210

Tyr

Tyr

Arg

Val

Phe

290

Val

Val

Asp

Arg

Lys

370

Asp

Gln

Met

Val

Arg

Ser

275

Gly

Ser

Ala

Glu

Thr

355

Met

Ser

Ile

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

Glu

Asp

Phe

Lys

340

Ile

Thr

Ala

Phe

Leu

Val

Thr

245

Tyr

Ser

Asn

Phe

Leu

325

Asn

Arg

Ala

Leu

Asn

Ile

Lys

230

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

310

Glu

Val

Ser

Thr

Asp

390

Thr

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Arg

Thr

Glu

Phe

375

Cys

Ser

Asp

Gln

Leu

His

Tyr

280

Lys

Pro

Ala

Cys

Ala

360

Leu

Val

Tyr

Asp Tyr

Trp His

Asn Cys

250

Phe Phe

265

Asn Gly

Phe Phe

Asn Ala

Asp Ser

330

Gln Leu

345

Glu Asp

Ser Lys

Arg Asp

Asn Gln

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

315

Val

Thr

Ser

Lys

Glu

395

Thr

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe

300

Pro

Ile

Phe

Tyr

Gln

380

Ala

Tyr

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Ser

Trp

His

365

Glu

Ile

Glu

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Glu

350

Phe

Val

Asn

Lys

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

335

Ala

Ser

Asn

Lys

Tyr

Thr

Trp

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg

320

Ile

Ser

Ser

Met

Leu

400

Gly
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15

20

25

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Leu

Glu

Ala

530

Arg

Val

Leu

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Ala

Val

515

Ile

Leu

Asp

Val

595

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Phe

Tyr

Ala

Met

Ile

580

Glu

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

485

Ile

Lys

Asn

Ser

Asn

565

Phe

Asp

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Glu

Lys

Cys

550

Val

Asn

Asn

Thr

Leu

His

455

Ser

Tyr

Glu

Leu

Pro

535

Val

Lys

Phe

Glu

Ser

Val

440

Arg

Met

Asp

Ala

Ser

520

Ile

Thr

Glu

Ala

Ile

600

Gly

425

Glu

Thr

Glu

Thr

Trp

505

Lys

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Leu

410

Gly

Leu

Arg

Ser

Leu

490

Cys

Ile

Ala

Asn

Pro

570

Ser

Leu

Leu

Glu

Arg

Val

475

Arg

Val

Asn

Arg

Gln

555

Gly

Ser

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Pro

Phe

540

Thr

Arg

Tyr

Asn

Val

Leu

445

Thr

Asn

Tyr

Gln

Ser

525

Met

Ser

Cys

Val

His

605

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Arg

510

Ala

Gly

Val

Tyr

Gln

590

Arg

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

Ile

Asp

Ser

575

Tyr

Thr

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg

Thr

Leu

Val

Val

560

Arg

Gly

Glu
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15

20

25

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Ser

Tyr

Pro

705

Ala

Ala

Ala

Leu

Leu

785

Ser

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

690

Pro

Gly

Ser

Phe

Ile

770

Phe

Thr

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

Tyr

Lys

Val

Thr

755

Tyr

Pro

Lys

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

Arg

Leu

Ala

Val

740

Ile

Thr

Tyr

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Val

Lys

Val

725

Glu

Ile

Arg

Leu

Thr

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Lys

Gly

710

Gly

Gly

Leu

Gln

Val

790

Ser

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

695

Leu

Val

Val

Val

Arg

775

Ser

Leu

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

Val

Asp

Ala

Ala

Ala

760

Arg

Ala

Gln

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

Glu

Asp

Ile

Thr

745

Ile

Leu

Asp

Ala

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Asp

Leu

Gly

730

Phe

Ala

Cys

Gly

Pro

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Lys

Met

715

Ala

Leu

Val

Thr

Thr

795

Pro

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Val

700

Ser

Val

Lys

Val

Gln

780

Thr

Ser

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Val

Gly

Gly

Asn

Ile

765

Pro

Val

Tyr

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

Asp

Leu

Gly

Pro

750

Ile

Leu

Thr

Glu

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Pro

Gly

Ala

735

Phe

Thr

Gln

Ser

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser

Leu

Ala

720

Val

Gly

Tyr

Asn

Gly

800

Ser
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15

20

25

805

Val Tyr Asn Ser Gly Arg Lys Gly Pro

820 825

Ser Thr Ala Ala Pro Pro Tyr Thr Asn

835 840

Leu Ala Leu Ala Arg Leu Asp Ala Glu

850 855

Thr Asp Ser Leu Asp Gly Gln Thr Gly

865

870

Pro Asn Leu Leu Asp Arg Leu Arg His

885

Leu Lys Asp Ser Asp Glu Glu Glu Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

900 905

830

PRT

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

810

Gly

Glu

Gln

Thr

Arg

890

Val

Pro

Gln

Arg

Gln

875

Lys

Pro

Ala

Ala

860

Asp

Asn

Ser

Tyr

845

Gln

Lys

Gly

Ser

830

Gln

Gln

Gly

Tyr

815

Asp

Met

Asn

Gln

Arg

895

Ala

Leu

Gly

Lys

880

His

Met Glu Ser Arg Ile Trp Cys Leu Val Val Cys Val Asn Leu Cys Ile

10

15
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15

20

25

Val

Ser

Thr

His

65

Val

Ala

Ser

Tyr

Lys

145

Leu

His

Ile

Lys

Cys

Ser

Arg

50

Arg

Val

Gln

Met

Lys

130

Val

Leu

His

Gly

Thr

Leu

Thr

35

Ser

Ala

Gly
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Tyr
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Thr
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Tyr
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Tyr
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Ser
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Thr

Ser

Gln

Arg
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Tyr
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Tyr
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Lys

610
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Val

Phe

660

Val
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Leu

Ser
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Thr
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Arg

810
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750

Glu

Gln

Thr

Arg

Ser
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25

Thr

Val

Asn

Tyr

Phe

Val

10

Ser
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Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Asn

Ser

Thr

45

Glu
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Val

Tyr

Met

Lys
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Val

Leu

His
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Tyr
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Arg

Val
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Arg
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Gly
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Met

Val

Arg

Ser

Tyr
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Gly
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Asn

Thr
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Glu

Lys
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Ser
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Met
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Thr
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Gly
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140
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Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe
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Ile
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Arg

Arg

Met

Tyr

Ser
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Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro
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Met

Val

Thr

Trp

Ser
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Tyr
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Glu
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Thr
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Ser
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Pro

Ala

Cys

Ala

360

Leu

Val

17

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Gln

345

Glu

Ser

Arg

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Phe

Ala

Ser

330

Leu

Asp

Lys

Asp

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

315

Val

Thr

Ser

Lys

Glu

Asp

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe

300

Pro

Ile

Phe

Tyr

Gln

380

Ala

Ser

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Ser

Trp

His

365

Glu

Ile

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Glu

350

Phe

Val

Asn

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

335

Ala

Ser

Asn

Lys

Asn

Thr

Ala

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg

320

Ile

Ser

Ser

Met

Leu
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385

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Leu

Glu

Ala

530

Gly

Arg

Val

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Ala

Val

515

Ile

Leu

Asp

Val

Phe

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Phe

Tyr

Ala

Met

Ile

580

Asn

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

485

Ile

Lys

Asn

Ser

Asn

565

Phe

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Glu

Lys

Cys

550

Val

Asn

Ser

Thr

Leu

His

455

Ser

Tyr

Glu

Leu

Pro

535

Val

Lys

Phe

Tyr

Ser

Val

440

Thr

Met

Asp

Ala

Ser

520

Ile

Thr

Glu

Ala

18

Asn

425

Glu

Thr

Glu

Thr

Trp

505

Lys

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Gln

410

Leu

Gln

Ser

Leu

490

Cys

Ile

Ala

Asn

Pro

570

Ser

395

Thr

Leu

Glu

Thr

Val

475

Arg

Val

Asn

Arg

Gln

555

Gly

Ser

Tyr

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Pro

Phe

540

Thr

Arg

Tyr

Glu

Val

Leu

445

Thr

Asn

Tyr

Gln

Ser

525

Met

Ser

Cys

Val

Lys

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Arg

510

Ala

Gly

Val

Tyr

Gln

590

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

Ile

Asp

Lys

Ser

575

Tyr

400

Gly

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg

Thr

Leu

Val

Val

560

Arg

Gly
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Gln

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Ser

Tyr

Pro

705

Val

Tyr

Asn

Lys

Leu

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

690

Leu

Thr

Glu

Leu

Asp

770

595

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

Gln

Ser

Glu

Leu

755

Ser

Glu

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

Arg

Asn

Gly

Ser

740

Asp

Asp

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Val

Leu

Ser

725

Val

Arg

Glu

Asn

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

710

Thr

Tyr

Leu

Glu

Glu

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

695

Pro

Lys

Asn

Arg

Glu

775

Ile

600

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

Val

Tyr

Asp

Ser

His

760

Asn

19

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

Glu

Leu

Thr

Gly

745

Arg

Val

Leu

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Asp

Val

Ser

730

Arg

Lys

Gly

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Lys

Ser

715

Leu

Lys

Asn

Asn

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Arg

700

Ala

Gln

Gly

Gly

His

605

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Leu

Asp

Ala

Gly

Tyr

765

Arg

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

Ala

Gly

Pro

Gln

750

Arg

Thr

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Thr

Thr

Pro

735

Lys

His

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser

Gln

Thr

720

Ser

Pro

Leu
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<210> 5

<211> 777

<212> PRT

20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169

<400> 5

Met Glu Ser

Val Cys Leu

Ser Ser Thr

35

Thr Ser Ser

50

His Arg Ala

65

Val Val Gly

Ala Gln Gly

Ser Met Lys

115

Citomegalovirus

Arg Ile Trp Cys Leu Val

Gly Ala Ala Val Ser Ser

20 25

His Asn Gly Ser His Thr

40

Val Tyr Ser Gln His Val

55

Asn Glu Thr Ile Tyr Asn

70

Val Asn Thr Thr Lys Tyr

85

Thr Asp Leu Ile Arg Phe

100 105

Pro Ile Asn Glu Asp Leu

120

Val

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

90

Glu

Asp

Cys

Ser

Arg

Ser

Thr

75

Tyr

Arg

Glu

Val

Thr

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Gly

Asn

Ser

Thr

45

Glu

Lys

Val

Ile

Ile

125

Leu

His

30

Ser

Ala

Tyr

Cys

Ile

110

Met

Cys

15

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

95

Cys

Val

Ile

Thr

Gln

Ser

Asp

80

Met

Thr

Val
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Tyr

Lys

145

Leu

His

Ile

Lys

Arg

225

Leu

Ala

Val

Tyr

Ile

305

Leu

Lys

130

Val

Leu

His

Gly

Thr

210

Tyr

Tyr

Arg

Val

Phe

290

Val

Val

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

195

Met

Val

Arg

Ser

Tyr

275

Gly

Ser

Ala

Asn

Thr

Ser

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

Glu

Asp

Phe

Ile

Phe

Asn

165

Lys

Val

Leu

Val

Thr

245

Tyr

Ser

Asn

Phe

Leu

Val

Arg

150

Thr

Phe

Phe

Ile

Lys

230

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

310

Glu

Ala

135

Arg

Glu

Ala

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Arg

His

Ser

Tyr

Gln

Ala

200

Asp

Gln

Leu

His

Tyr

280

Lys

Pro

Ala

21

Thr

Tyr

Val

Cys

185

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Phe

Ala

Ala

170

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Phe

Ala

Ser

Lys

Gly

155

Pro

Ser

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

315

Val

Val

140

His

Pro

Ser

Asp

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe

300

Pro

Ile

Arg

Arg

Met

Tyr

Ser

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Ser

Val

Thr

Trp

Ser

190

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Trp

Tyr

Thr

Glu

175

Arg

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Asp

Gln

Tyr

160

Ile

Val

Asn

Thr

Trp

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg

320

Ile
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Gln

Glu

Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Ala

Ala

Leu

Asp

Arg

Lys

370

Asp

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Leu

Glu

Glu

Thr

355

Met

Ser

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Ala

Val

515

Lys

340

Ile

Thr

Ala

Phe

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Phe

325

Asn

Ser

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

485

Ile

Lys

Val

Ser

Thr

Asp

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Glu

Thr

Glu

Phe

375

Cys

Ser

Thr

Leu

His

455

Ser

Tyr

Glu

Leu

Cys

Ala

360

Leu

Val

Tyr

Ser

Val

440

Thr

Met

Asp

Ala

Ser

520

22

Gln

345

Glu

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Thr

Glu

Thr

Trp

505

Lys

330

Leu

Asp

Lys

Asp

Gln

410

Leu

Gln

Ser

Leu

490

Cys

Ile

Thr

Ser

Lys

Glu

395

Thr

Leu

Glu

Thr

Val

475

Arg

Val

Asn

Phe

Tyr

Gln

380

Ala

Tyr

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Pro

Trp

His

365

Glu

Ile

Glu

Val

Leu

445

Thr

Asn

Tyr

Gln

Ser

525

Glu

350

Phe

Val

Asn

Lys

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Arg

510

Ala

335

Ala

Ser

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

Ile

Ser

Ser

Met

Leu

400

Gly

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg

Thr

Leu
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Ser

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Ser

Tyr

Pro

705

Val

Ala

530

Gly

Arg

Val

Leu

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

690

Leu

Thr

Ile

Leu

Asp

Val

Gly

595

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

Gln

Ser

Tyr

Ala

Met

Ile

580

Glu

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

Arg

Asn

Gly

Asn

Ser

Asn

565

Phe

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Val

Leu

Ser

Lys

Cys

550

Val

Asn

Asn

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

710

Thr

Pro

535

Val

Lys

Phe

Glu

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

695

Pro

Lys

Ile

Thr

Glu

Ala

Ile

600

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

Val

Tyr

Asp

23

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

Glu

Leu

Thr

Ala

Asn

Pro

570

Ser

Leu

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Asp

Val

Ser

Arg

Gln

555

Gly

Ser

Gly

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Lys

Ser

715

Leu

Phe

540

Thr

Arg

Tyr

Asn

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Arg

700

Ala

Gln

Met

Ser

Cys

Val

His

605

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Leu

Asp

Ala

Gly

Val

Tyr

Gln

590

Arg

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

Ala

Gly

Pro

Asp

Lys

Ser

575

Tyr

Thr

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Thr

Thr

Pro

Val

Val

560

Arg

Gly

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser

Gln

Thr

720

Ser
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Tyr Glu Glu

Asn Leu

755

Lys Asp Ser

770

<210> 6

<211> 2490

<212> DNA

Leu

725

24

730

735

Ser Val Tyr Asn Ser Gly Arg Lys Gly Gly Gln Lys Pro

740

745

750

Asp Arg Leu Arg His Arg Lys Asn Gly Tyr Arg His Leu

760

Asp Glu Glu Glu Asn Val

775

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 6

atggagagca

gccgecgtga

accagcagga

gaggccgtga

gtggtgggag

gacctgatca

ctggacgagg

cgcgtgtacc

ggatctggtg

gcagcagcag

ccacctccgce

gccacagggc

tgaacaccac

gattcgagcg

gcatcatggt

agaaggtgct

cctggtggtg

cacctcccac

ccagaccagc

caacgagaca

caagtacccc

gaacatcatc

ggtgtacaag

gaccttcagg

tgcgtgaacc

gccacctcca

agcgtgtaca

atctacaaca

tacagagtgt

tgcaccagca

aggaacatcg

cggagctacg

765

tgtgcatcgt

gcacccacaa

gccagcacgt

ccaccctgaa

gcagcatggc

tgaagcccat

tggcccacac

ccggccacag

gtgcctggga

cggcagccac

gacctcttcc

gtacggcgac

ccagggcacc

caacgaggac

cttcaaggtc

gaccacctac

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

25

ctgctgggca

aagttcgccc

taccacaggg

acccacagca

ttccacagag

tacccttacc

aacggcacca

cccaactaca

ctggtggcct

aacgtgacct

gaggacagct

gaggtgaaca

cagcagatct

ttcgagacaa

gagctggaga

accagcgaca

gcccagctge

atcgccgagg

aagatcaacc

atgggcgacg

ctgcgggaca

ttcaacttcg

ctgctgggaa

ggcaactccg

atcagcaccg

gcaacaccga

agtgctacag

acagctacga

ccagatacgt

agacatgcaa

acttcttcgce

acaggaacgc

ccatcgtgtce

ttctggagag

gccagctgac

accacttcag

tgagcgacag

tcaacaccag

gcggcggact

ggctggccaa

acaacaccac

agttcaccta

cttggtgcgt

ccagcgccat

tgctgggcct

tgaacgtgaa

ccaacagctc

accacaggac

cctacgagta

tggacagcat

gtacgtggcc

cagctacagc

gaacaagacc

gaccgtgaag

cctgaactgc

cacctctacc

cagctacttc

cgacttcggc

ggccgacagc

cttctgggag

cagcgccaag

cgccctggac

ctacaaccag

ggtggtgttc

caggtccagc

acacctgagc

cgacaccctg

ggaccagaga

cctgagcgcec

ggccagctgce

ggaaagccca

ctacgtgcag

cgaggaatgc

cgtggactac

gatcgccctg

25

ccacccatgt

cgcgtgatcg

atgcagctga

gaccagtggc

atgctgacca

ggggacgtgg

ggcgagaacg

aggcccaacg

gtgatcagct

gccagcgaga

atgaccgcca

tgcgtgaggg

acctacgaga

tggcagggca

ctgaacatca

agcatggaaa

aggggctaca

aggaccctgg

atctacaaca

gtgaccatca

ggccgctgcet

tacggccagc

cagctgccca

ctgttcaaga

gatatcgatc

gggagatcca

gcggcaccgt

tccceccgacga

acagcagggg

tcaccaccgc

tgtacatcag

ccgacaagtt

ctgcccccga

gggacatcca

ggaccatcag

ccttecctgag

acgaggccat

agtacggaaa

tcaagcagaa

cccacaccac

gcgtgcacaa

tcaacagagc

aggtgttcaa

agccaatcgc

accagaccag

actccaggcc

tgggcgagga

gcctgaagat

ggatgatcga

ccctggagaa

ccacatcaac

gttcgtggcecc

ctacagcaac

cagcaccgcc

cagaagcaag

ccccecttcectac

cttcatcttc

gacacacaga

ggacgagaag

cagcgaggcc

Caagaaacaa

caacaagctg

cgtgtcecgtg

gtccctggtce

ccagaccagc

cctggtgtat

cctggcccag

ggaactgtcc

cgccagattc

cgtgaaggtg

cgtggtgatc

caacgagatc

ctttatcgcc

cctgtccagce

caccgacttc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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agggtgctgg

gaaatcatga

ctgtgcaccc

gtgaccagcg

gtgtacaaca

ccaccctaca

gagcagaggg

aagggccaga

ctgaaggaca

<210> 7

<211> 2331

<212> DNA

agctgtactc

gagagttcaa

agcccctgca

gctccaccaa

gcggcaggaa

ccaacgagca

cccagcagaa

agcccaacct

gcgacgagga

ccagaaggaa

cagctacaag

gaacctgttc

ggacaccagc

gggcccaggc

ggcctaccag

cggcaccgac

gctggacagg

agaaaacgtg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 7

atggagagca

gccgecgtga

accagcagga

gaggccgtga

gtggtgggag

gacctgatca

ggatctggtg

gcagcagcag

ccacctccgce

gccacagggce

tgaacaccac

gattcgagcg

cctggtggtg

cacctcccac

ccagaccagc

caacgagaca

caagtacccc

gaacatcatc

26

ctgaggtcca

cagcgcgtga

ccctacctgg

ctgcaggccc

cccccaagca

atgctgctgg

agcctggacg

ctgaggcaca

tgcgtgaacc

gccacctcca

agcgtgtaca

atctacaaca

tacagagtgt

tgcaccagca

gcaacgtgtt

agtacgtgga

tgtccgccga

ctcccagcta

gcgacgccag

ccctggcececg

gccagaccgg

ggaagaacgg

tgtgcatcgt

gcacccacaa

gccagcacgt

ccaccctgaa

gcagcatggc

tgaagcccat

cgacctggag

ggacaagagg

cggcaccacc

cgaggaaagc

cacagccgcc

gctggacgcc

cacccaggac

ctacaggcac

gtgcctggga

cggcagccac

gacctcttcc

gtacggcgac

ccagggcacc

caacgaggac

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2490

60

120

180

240

300

360
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ctggacgagg

cgcgtgtacc

ctgctgggca

aagttcgccc

taccacaggg

acccacagca

ctgtacagag

tacccttacc

aacggcacca

cccaactaca

ctggtggcct

aacgtgacct

gaggacagct

gaggtgaaca

cagcagatct

ttcgagacaa

gagctggaga

accagcgaca

gcccagctge

atcgccgagg

aagatcaacc

atgggcgacg

ctgcgggaca

ttcaacttcg

ctgctgggaa

gcatcatggt

agaaggtgct

gcaacaccga

agtgctacag

acagctacga

ccagatacgt

agacatgcaa

acttcttcgc

acaggaacgc

ccatcgtgtce

ttctggagag

gccagctgac

accacttcag

tgagcgacag

tcaacaccag

gcggcggact

ggctggccaa

acaacaccac

agttcaccta

cttggtgcgt

ccagcgccat

tgctgggcct

tgaacgtgaa

ccaacagctc

accacaggac

ggtgtacaag

gaccttcagg

gtacgtggcc

cagctacagc

gaacaagacc

gaccgtgaag

cctgaactgc

cacctctacc

cagctacttc

cgacttcggc

ggccgacagc

cttctgggag

cagcgccaag

cgccctggac

ctacaaccag

ggtggtgttc

caggtccagc

acacctgagc

cgacaccctg

ggaccagaga

cctgagcgcec

ggccagctgce

ggaaagccca

ctacgtgcag

cgaggaatgc

27

aggaacatcg

cggagctacg

ccacccatgt

cgcgtgatcg

atgcagctga

gaccagtggc

atgctgacca

ggggacgtgg

ggcgagaacg

aggcccaacg

gtgatcagct

gccagcgaga

atgaccgcca

tgcgtgaggg

acctacgaga

tggcagggca

ctgaacatca

agcatggaaa

aggggctaca

aggaccctgg

atctacaaca

gtgaccatca

ggccgctgcet

tacggccagc

cagctgccca

tggcccacac

ccggccacag

gggagatcca

gcggcaccgt

tccceccgacga

acagcagggg

tcaccaccgc

tgtacatcag

ccgacaagtt

ctgcccccga

gggacatcca

ggaccatcag

ccttectgag

acgaggccat

agtacggaaa

tcaagcagaa

cccacaccac

gcgtgcacaa

tcaacagagc

aggtgttcaa

agccaatcgc

accagaccag

actccaggcc

tgggcgagga

gcctgaagat

cttcaaggtc

gaccacctac

ccacatcaac

gttcgtggcecc

ctacagcaac

cagcacctgg

cagaagcaag

ccccttctac

cttcatcttc

gacacacaga

ggacgagaag

cagcgaggcc

Caagaaacaa

caacaagctg

cgtgtcegtg

gtccctggtce

ccagaccagc

cctggtgtat

cctggcccag

ggaactgtcc

cgccagattc

cgtgaaggtg

cgtggtgatc

caacgagatc

ctttatcgcc

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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15

20

25

ggcaactccg

atcagcaccg

agggtgctgg

gaaatcatga

ctggccaccc

gtgaccagcg

gtgtacaaca

aggaagaacg

<210> 8

<211> 2331

<212> DNA

cctacgagta

tggacagcat

agctgtactc

gagagttcaa

agcccctgca

gctccaccaa

gcggcaggaa

gctacaggca

cgtggactac

gatcgccctg

ccagaaggaa

cagctacaag

gaacctgttc

ggacaccagc

gggcggceag

cctgaaggac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 8

atggagagca

gccgecgtga

accagcagga

gaggccgtga

gtggtgggag

gacctgatca

ctggacgagg

ggatctggtg

gcagcagcag

ccacctccgce

gccacagggc

tgaacaccac

gattcgagcg

gcatcatggt

cctggtggtyg

cacctcccac

ccagaccagc

caacgagaca

caagtacccc

gaacatcatc

ggtgtacaag

28

ctgttcaaga

gatatcgatc

ctgaggtcca

cagcgcgtga

ccctacctgg

ctgcaggccc

aagcccaacc

agcgacgagg

tgcgtgaacc

gccacctcca

agcgtgtaca

atctacaaca

tacagagtgt

tgcaccagca

aggaacatcg

ggatgatcga

ccctggagaa

gcaacgtgtt

agtacgtgga

tgtccgccga

ctcccagcta

tgctggacag

aagaaaacgt

tgtgcatcgt

gcacccacaa

gccagcacgt

ccaccctgaa

gcagcatggc

tgaagcccat

tggcccacac

cctgtccagce

caccgacttc

cgacctggag

ggacaagagg

cggcaccacc

cgaggaaagc

gctgaggcac

g

gtgcctggga

cggcagccac

gacctcttcc

gtacggcgac

ccagggcacc

caacgaggac

cttcaaggtc

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2331

60

120

180

240

300

360

420
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20

25

cgcgtgtacc

ctgctgggca

aagttcgccc

taccacaggg

acccacagca

ttccacagag

tacccttacc

aacggcacca

cccaactaca

ctggtggcct

aacgtgacct

gaggacagct

gaggtgaaca

cagcagatct

ttcgagacaa

gagctggaga

accagcgaca

gcccagctge

atcgccgagg

aagatcaacc

atgggcgacg

ctgcgggaca

ttcaacttcg

ctgctgggaa

ggcaactccg

agaaggtgct

gcaacaccga

agtgctacag

acagctacga

ccagatacgt

agacatgcaa

acttcttcgce

acaggaacgc

ccatcgtgtce

ttctggagag

gccagctgac

accacttcag

tgagcgacag

tcaacaccag

gcggcggact

ggctggccaa

acaacaccac

agttcaccta

cttggtgcgt

ccagcgccat

tgctgggcct

tgaacgtgaa

ccaacagctc

accacaggac

cctacgagta

gaccttcagg

gtacgtggcc

cagctacagc

gaacaagacc

gaccgtgaag

cctgaactgc

cacctctacc

cagctacttc

cgacttcggc

ggccgacagc

cttctgggag

cagcgccaag

cgccctggac

ctacaaccag

ggtggtgttc

caggtccagc

acacctgagc

cgacaccctg

ggaccagaga

cctgagcgcec

ggccagctgce

ggaaagccca

ctacgtgcag

cgaggaatgc

cgtggactac

29

cggagctacg

ccacccatgt

cgcgtgatcg

atgcagctga

gaccagtggc

atgctgacca

ggggacgtgg

ggcgagaacyg

aggcccaacg

gtgatcagct

gccagcgaga

atgaccgcca

tgcgtgaggg

acctacgaga

tggcagggca

ctgaacatca

agcatggaaa

aggggctaca

aggaccctgg

atctacaaca

gtgaccatca

ggccgctgcet

tacggccagc

cagctgccca

ctgttcaaga

ccggccacag

gggagatcca

gcggcaccgt

tccccgacga

acagcagggg

tcaccaccgc

tgtacatcag

ccgacaagtt

ctgcccccga

gggacatcca

ggaccatcag

ccttectgag

acgaggccat

agtacggaaa

tcaagcagaa

cccacaccac

gcgtgcacaa

tcaacagagc

aggtgttcaa

agccaatcgc

accagaccag

actccaggcc

tgggcgagga

gcctgaagat

ggatgatcga

gaccacctac

ccacatcaac

gttcgtggcecc

ctacagcaac

cagcaccgcc

cagaagcaag

ccccecttcectac

cttcatcttc

gacacacaga

ggacgagaag

cagcgaggcc

Caagaaacaa

caacaagctg

cgtgtcecgtg

gtccctggtce

ccagaccagc

cctggtgtat

cctggcccag

ggaactgtcc

cgccagattc

cgtgaaggtg

cgtggtgatc

caacgagatc

ctttatcgcc

cctgtccagce

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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25

atcagcaccg

agggtgctgg

gaaatcatga

ctggccaccc

gtgaccagcg

gtgtacaaca

aggaagaacg

<210> 9

<211> 2172

<212> DNA

tggacagcat

agctgtactc

gagagttcaa

agcccctgca

gctccaccaa

gcggcaggaa

gctacaggca

gatcgccctg

ccagaaggaa

cagctacaag

gaacctgttc

ggacaccagc

gggcggceag

cctgaaggac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 9

atggagagca

gccgecgtga

accagcagga

gaggccgtga

gtggtgggag

gacctgatca

ctggacgagg

cgcgtgtacc

ggatctggtg

gcagcagcag

ccacctccgce

gccacagggc

tgaacaccac

gattcgagcg

gcatcatggt

agaaggtgct

cctggtggtg

cacctcccac

ccagaccaga

caacgagaca

caagtacccc

gaacatcatc

ggtgtacaag

gaccttcagg

30

gatatcgatc

ctgaggtcca

cagcgcgtga

ccctacctgg

ctgcaggccc

aagcccaacc

agcgacgagg

tgcgtgaacc

gccacctcca

agcgtgtaca

atctacaaca

tacagagtgt

tgcaccagca

aggaacatcg

cggagctacg

ccctggagaa

gcaacgtgtt

agtacgtgga

tgtccgccga

ctcccagcta

tgctggacag

aagaaaacgt

tgtgcatcgt

gcacccacaa

gccagcacgt

ccaccctgaa

gcagcatggc

tgaagcccat

tggcccacac

ccggccacag

caccgacttc

cgacctggag

ggacaagagg

cggcaccacc

cgaggaaagc

gctgaggcac

g

gtgcctggga

cggcagccac

gacctcttcc

gtacggcgac

ccagggcacc

caacgaggac

cttcaaggtc

gaccacctac

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2331

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

25

ctgctgggca

aagttcgccc

taccacaggg

acccacagca

ttccacagag

tacccttacc

aacggcacca

cccaactaca

ctggtggcct

aacgtgacct

gaggacagct

gaggtgaaca

cagcagatct

ttcgagacaa

gagctggaga

accagcgaca

gcccagctge

atcgccgagg

aagatcaacc

atgggcgacg

ctgcgggaca

ttcaacttcg

ctgctgggaa

ggcaactccg

atcagcaccg

gcaacaccga

agtgctacag

acagctacga

ccagatacgt

agacatgcaa

acttcttcgce

acaggaacgc

ccatcgtgtce

ttctggagag

gccagctgac

accacttcag

tgagcgacag

tcaacaccag

gcggcggact

ggctggccaa

acaacaccac

agttcaccta

cttggtgcgt

ccagcgccat

tgctgggcct

tgaacgtgaa

ccaacagctc

accacaggac

cctacgagta

tggacagcat

gtacgtggcc

cagctacagc

gaacaagacc

gaccgtgaag

cctgaactgc

cacctctacc

cagctacttc

cgacttcggc

ggccgacagc

cttctgggag

cagcgccaag

cgccctggac

ctacaaccag

ggtggtgttc

caggtccagc

acacctgagc

cgacaccctg

ggaccagaga

cctgagcgcec

ggccagctgce

ggaaagccca

ctacgtgcag

cgaggaatgc

cgtggactac

gatcgccctg

31

ccacccatgt

cgcgtgatcg

atgcagctga

gaccagtggc

atgctgacca

ggggacgtgg

ggcgagaacg

aggcccaacg

gtgatcagct

gccagcgaga

atgaccgcca

tgcgtgaggg

acctacgaga

tggcagggca

ctgaacatca

agcatggaaa

aggggctaca

aggaccctgg

atctacaaca

gtgaccatca

ggccgctgcet

tacggccagc

cagctgccca

ctgttcaaga

gatatcgatc

gggagatcca

gcggcaccgt

tccceccgacga

acagcagggg

tcaccaccgc

tgtacatcag

ccgacaagtt

ctgcccccga

gggacatcca

ggaccatcag

ccttecctgag

acgaggccat

agtacggaaa

tcaagcagaa

cccacaccac

gcgtgcacaa

tcaacagagc

aggtgttcaa

agccaatcgc

accagaccag

actccaggcc

tgggcgagga

gcctgaagat

ggatgatcga

ccctggagaa

ccacatcaac

gttcgtggcecce

ctacagcaac

cagcaccgcc

cagaagcaag

ccccecttcectac

cttcatcttc

gacacacaga

ggacgagaag

aagcgaggcc

Caagaaacaa

caacaagctg

cgtgtcegtg

gtccctggtce

ccagaccagc

cctggtgtat

cctggcccag

ggaactgtcc

cgccagattc

cgtgaaggtg

cgtggtgatc

caacgagatc

ctttatcgcc

cctgtccagce

caccgacttc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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15

20

25

agggtgctgg

gaaatcatga

gtggaccccc

gctggaaagg

<210> 10

<211> 72

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 10

Met

Val

Ser

Thr

His

65

Val

Glu

Cys

Ser

Arg

50

Arg

Val

4

PRT

AD169

Ser

Leu

Thr

35

Ser

Ala

Gly

32

agctgtactc ccagaaggaa ctgaggtcca gcaacgtgtt cgacctggag 2040

gagagttcaa cagctacaag cagcgcgtga agtacgtgga ggacaaggtg 2100

tgccccceccta cctgaagggce ctggacgacc tgatgagcgg actcggggct 2160

Secuencia Artificial

Citomegalovirus

Arg Ile Trp Cys

Gly Ala Ala Vval
20

His Asn Gly Ser

Val Tyr Ser Gln

55

Asn Glu Thr Ile

70

Val Asn Thr Thr

Leu

Ser

His

40

His

Tyr

Lys

Val

Ser

25

Thr

Val

Asn

Tyr

Val

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

Cys

Ser

Arg

Ser

Thr

75

Tyr

Val

Thr

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Ser

Thr

45

Glu

Lys

Val

Leu

His

30

Ser

Ala

Tyr

Cys

Cys

15

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

Ile

Thr

Gln

Ser

Asp

80

Met

2172
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15

20

25

Ala

Ser

Tyr

Lys

145

Leu

His

Ile

Lys

Arg

225

Phe

Ala

Val

Gln

Met

Lys

130

Val

Leu

His

Gly

Thr

210

Tyr

His

Arg

Val

Gly

Lys

115

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

195

Met

Val

Arg

Ser

Tyr

275

Thr

100

Pro

Asn

Thr

Ser

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

85

Asp

Ile

Ile

Phe

Asn

165

Lys

Val

Leu

Val

Thr

245

Tyr

Ser

Leu

Asn

Val

Arg

150

Thr

Phe

Phe

Ile

230

Cys

Pro

Pro

Ile

Glu

Ala

135

Arg

Glu

Ala

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Arg

Asp

120

His

Ser

Tyr

Gln

Ala

200

Asp

Gln

Leu

His

Tyr

280

33

Phe

105

Leu

Thr

Tyr

Val

Cys

185

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

90

Glu

Asp

Phe

Ala

Ala

170

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Arg

Glu

Lys

Gly

155

Pro

Ser

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Asn

Gly

Val

140

His

Pro

Ser

Asp

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Ile

Ile

125

Arg

Arg

Met

Tyr

Ser

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Ile

110

Met

Val

Thr

Trp

Ser

190

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

95

Cys

Val

Tyr

Thr

Glu

175

Arg

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Thr

Val

Gln

Tyr

160

Ile

Val

Asn

Thr

Ala

240

Thr

Asp

Ser



10

15

20

25

Tyr

Ile

305

Leu

Gln

Glu

Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Ala

Phe

290

Val

Val

Asp

Arg

Lys

370

Asp

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Gly

Ser

Ala

Glu

Thr

355

Met

Ser

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Glu

Asp

Phe

Lys

340

Ile

Thr

Ala

Phe

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Asn

Phe

Leu

325

Asn

Arg

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

Ala

Gly

310

Glu

Val

Ser

Thr

Asp

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Asp

295

Arg

Arg

Thr

Glu

Phe

375

Cys

Ser

Thr

Leu

His

455

Ser

Tyr

Lys

Pro

Ala

Cys

Ala

360

Leu

Val

Tyr

Ser

Val

440

Thr

Met

Asp

34

Phe

Asn

Asp

Gln

345

Glu

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Thr

Glu

Thr

Phe

Ala

Ser

330

Leu

Asp

Lys

Asp

Gln

410

Gly

Leu

Gln

Ser

Leu

Ile

Ala

315

Val

Thr

Ser

Lys

Glu

395

Thr

Leu

Glu

Thr

Val

475

Arg

Phe

300

Pro

Ile

Phe

Tyr

Gln

380

Ala

Tyr

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Pro

Glu

Ser

Trp

His

365

Glu

Ile

Glu

Val

Leu

445

Thr

Asn

Tyr

Asn

Thr

Trp

Glu

350

Phe

Val

Asn

Lys

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Tyr

His

Asp

335

Ala

Ser

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

Thr

Arg

320

Ile

Ser

Ser

Met

Leu

400

Gly

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg
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15

20

25

Ala

Leu

Ser

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Ser

Leu

Glu

Ala

530

Gly

Arg

Val

Leu

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Ala

Val

515

Ile

Leu

Asp

Val

Gly

595

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

500

Phe

Tyr

Ala

Met

Ile

580

Glu

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

485

Ile

Lys

Asn

Ser

Asn

565

Phe

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Ala

Glu

Lys

Cys

550

Val

Asn

Asn

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Glu

Leu

Pro

535

Val

Lys

Phe

Glu

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Ala

Ser

520

Ile

Thr

Glu

Ala

Ile

600

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

35

Trp

505

Lys

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

490

Cys

Ile

Ala

Asn

Pro

570

Ser

Leu

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Val

Asn

Arg

Gln

555

Gly

Ser

Gly

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Asp

Pro

Phe

540

Thr

Arg

Tyr

Asn

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Gln

Ser

525

Met

Ser

Cys

Val

His

605

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Arg

510

Ala

Gly

Val

Tyr

Gln

590

Arg

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

495

Arg

Ile

Asp

Lys

Ser

575

Tyr

Thr

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Thr

Leu

Val

Val

560

Arg

Gly

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser
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Tyr Lys
690
Pro Pro
705
Ala Gly
<210> 11
<211> 2151
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 11

atggagagca

gccgecgtga

accagcagga

gaggccgtga

gtggtgggag

gacctgatca

ctggacgagg

cgcgtgtacc

ctgctgggca

aagttcgccc

695

710

Lys Ala

ggatctggtg

gcagcagcag

ccacctccgce

gccacagggc

tgaacaccac

gattcgagcg

gcatcatggt

agaaggtgct

gcaacaccga

agtgctacag

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

cctggtggtg

cacctcccac

ccagaccaga

caacgagaca

caagtacccc

gaacatcatc

ggtgtacaag

gaccttcagg

gtacgtggcc

cagctacagc

36

715

tgcgtgaacc

gccacctcca

agcgtgtaca

atctacaaca

tacagagtgt

tgcaccagca

aggaacatcg

cggagctacg

ccacccatgt

cgcgtgatcg

700

tgtgcatcgt

gcacccacaa

gccagcacgt

ccaccctgaa

gcagcatggc

tgaagcccat

tggcccacac

ccggccacag

gggagatcca

gcggcaccgt

Gln Arg Val Lys Tyr Val Glu Asp Lys Val Val Asp Pro Leu

Tyr Leu Lys Gly Leu Asp Asp Leu Met Ser Gly Leu Gly Ala

720

gtgcctggga

cggcagccac

gacctcttcc

gtacggcgac

ccagggcacc

caacgaggac

cttcaaggtc

gaccacctac

ccacatcaac

gttcgtggcecc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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15

20

25

taccacaggg

acccacagca

ttccacagag

tacccttacc

aacggcacca

cccaactaca

ctggtggcct

aacgtgacct

gaggacagct

gaggtgaaca

cagcagatct

ttcgagacaa

gagctggaga

accagcgaca

gcccagctge

atcgccgagg

aagatcaacc

atgggcgacg

ctgcgggaca

ttcaacttcg

ctgctgggaa

ggcaactccg

atcagcaccg

agggtgctgg

gaaatcatga

acagctacga

ccagatacgt

agacatgcaa

acttcttcgce

acaggaacgc

ccatcgtgtc

ttctggagag

gccagctgac

accacttcag

tgagcgacag

tcaacaccag

gcggcggact

ggctggccaa

acaacaccac

agttcaccta

cttggtgcgt

ccagcgccat

tgctgggcct

tgaacgtgaa

ccaacagctc

accacaggac

cctacgagta

tggacagcat

agctgtactc

gagagttcaa

gaacaagacc

gaccgtgaag

cctgaactgc

cacctctacc

cagctacttc

cgacttcggc

ggccgacagce

cttctgggag

cagcgccaag

cgccctggac

ctacaaccag

ggtggtgttc

caggtccagc

acacctgagc

cgacaccctg

ggaccagaga

cctgagcgcec

ggccagctgce

ggaaagccca

ctacgtgcag

cgaggaatgc

cgtggactac

gatcgccctg

ccagaaggaa

cagctacaag

37

atgcagctga

gaccagtggc

atgctgacca

ggggacgtgg

ggcgagaacg

aggcccaacg

gtgatcagct

gccagcgaga

atgaccgcca

tgcgtgaggg

acctacgaga

tggcagggca

ctgaacatca

agcatggaaa

aggggctaca

aggaccctgg

atctacaaca

gtgaccatca

ggccgctgcet

tacggccagc

cagctgccca

ctgttcaaga

gatatcgatc

ctgaggtcca

cagcgcgtga

tccceccgacga

acagcagggg

tcaccaccgc

tgtacatcag

ccgacaagtt

ctgccccececga

gggacatcca

ggaccatcag

ccttecctgag

acgaggccat

agtacggaaa

tcaagcagaa

cccacaccac

gcgtgcacaa

tcaacagagc

aggtgttcaa

agccaatcgc

accagaccag

actccaggcc

tgggcgagga

gcctgaagat

ggatgatcga

ccctggagaa

gcaacgtgtt

agtacgtgga

ctacagcaac

cagcaccgcc

cagaagcaag

ccccecttcectac

cttcatcttc

gacacacaga

ggacgagaag

aagcgaggcc

Caagaaacaa

caacaagctg

cgtgtcegtg

gtccctggtce

ccagaccagc

cctggtgtat

cctggcccag

ggaactgtcc

cgccagattc

cgtgaaggtg

cgtggtgatc

caacgagatc

ctttatcgcc

cctgtccage

caccgacttc

cgacctggag

ggacaagagg

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



38

ctggccaccc agcccctgca gaacctgttc ccctacctgg tgtccgceccga ¢ 2151

<210> 12

<211> 717

<212> PRT

10

15

20

25

<213>

<220>

<223>

<400> 12

Met

Val

Ser

Thr

His

65

Val

Ala

Glu

Cys

Ser

Arg

50

Arg

Val

Gln

AD169

Ser

Leu

Thr

35

Ser

Ala

Gly

Gly

Secuencia Artificial

Citomegalovirus

Arg Ile Trp Cys

Gly Ala Ala Val
20

His Asn Gly Ser

Val Tyr Ser Gln

55

Asn Glu Thr Ile

70

Val Asn Thr Thr

85

Thr Asp Leu Ile

100

Leu

Ser

His

40

His

Tyr

Lys

Arg

Val

Ser

25

Thr

Val

Asn

Tyr

Phe

105

Val

10

Ser

Ser

Thr

Thr

Pro

90

Glu

Cys

Ser

Arg

Ser

Thr

75

Tyr

Arg

Val

Thr

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Asn

Asn

Ser

Thr

45

Glu

Lys

Val

Ile

Leu

His

30

Ser

Ala

Tyr

Cys

Ile

110

Cys

15

Ala

Ala

Val

Gly

Ser

95

Cys

Ile

Thr

Gln

Ser

Asp

80

Met

Thr
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15

20

25

Ser

Tyr

Lys

145

Leu

His

Ile

Lys

Arg

225

Phe

Ala

Val

Tyr

Ile

Met

Lys

130

Val

Leu

His

Gly

Thr

210

Tyr

His

Arg

Val

Phe

290

Val

Lys

115

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

195

Met

Val

Arg

Ser

Tyr

275

Gly

Ser

Pro

Asn

Thr

Ser

Asn

180

Thr

Gln

Thr

Glu

Lys

260

Ile

Glu

Asp

Ile

Ile

Phe

Asn

165

Lys

Val

Leu

Val

Thr

245

Tyr

Ser

Asn

Phe

Asn

Val

Arg

150

Thr

Phe

Phe

Ile

Lys

230

Cys

Pro

Pro

Ala

Gly

Glu

Ala

135

Arg

Glu

Ala

Val

Pro

215

Asp

Asn

Tyr

Phe

Asp

295

Arg

Asp

120

His

Ser

Tyr

Gln

Ala

200

Asp

Gln

Leu

His

Tyr

280

Lys

Pro

39

Leu

Thr

Tyr

Val

Cys

185

Tyr

Asp

Trp

Asn

Phe

265

Asn

Phe

Asn

Asp

Phe

Ala

Ala

170

Tyr

His

Tyr

His

Cys

250

Phe

Gly

Phe

Ala

Glu

Lys

Gly

155

Pro

Ser

Arg

Ser

Ser

235

Met

Ala

Thr

Ile

Ala

Gly

Val

140

His

Pro

Ser

Asp

Asn

220

Arg

Leu

Thr

Asn

Phe

300

Pro

Ile

125

Arg

Arg

Met

Tyr

Ser

205

Thr

Gly

Thr

Ser

Arg

285

Pro

Glu

Met

Val

Thr

Trp

Ser

190

Tyr

His

Ser

Ile

Thr

270

Asn

Asn

Thr

Val

Tyr

Thr

Glu

175

Arg

Glu

Ser

Thr

Thr

255

Gly

Ala

Tyr

His

Val

Gln

Tyr

160

Ile

Val

Asn

Thr

Ala

240

Thr

Asp

Ser

Thr

Arg
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15

20

25

305

Leu

Gln

Glu

Ala

Ser

385

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

465

Ala

Ala

Val

Asp

Arg

Lys

370

Asp

Gln

Val

Ile

Ser

450

Thr

Gln

Leu

Ala

Glu

Thr

355

Met

Ser

Ile

Ser

Lys

435

Leu

Thr

Leu

Ala

Phe

Lys

340

Ile

Thr

Ala

Phe

Val

420

Gln

Asn

His

Gln

Gln

500

Leu

325

Asn

Arg

Ala

Leu

Asn

405

Phe

Lys

Ile

Leu

Phe

485

Ile

310

Glu

Val

Ser

Thr

Asp

390

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

470

Thr

Ala

Arg

Thr

Glu

Phe

375

Cys

Ser

Thr

Leu

His

455

Ser

Tyr

Glu

Ala

Cys

Ala

360

Leu

Val

Tyr

Ser

Val

440

Thr

Met

Asp

Ala

40

Asp

Gln

345

Glu

Ser

Arg

Asn

Gly

425

Glu

Thr

Glu

Thr

Trp

505

Ser

330

Leu

Asp

Lys

Asp

Gln

410

Gly

Leu

Gln

Ser

Leu

490

Cys

315

Val

Thr

Ser

Lys

Glu

395

Thr

Leu

Glu

Thr

Val

475

Arg

Val

Ile

Phe

Tyr

Gln

380

Ala

Tyr

Val

Arg

Ser

460

His

Gly

Asp

Ser

Trp

His

365

Glu

Ile

Glu

Val

Leu

445

Thr

Asn

Tyr

Gln

Trp

Glu

350

Phe

Val

Asn

Lys

Phe

430

Ala

Ser

Leu

Ile

Arg

510

Asp

335

Ala

Ser

Asn

Lys

Tyr

415

Trp

Asn

Asp

Val

Asn

495

Arg

320

Ile

Ser

Ser

Met

Leu

400

Gly

Gln

Arg

Asn

Tyr

480

Arg

Thr



10

15

20

25

Leu

Ser

Leu

545

Leu

Pro

Gln

Glu

Tyr

625

Ile

Asn

Ser

Tyr

Pro

Glu

Ala

530

Gly

Arg

Val

Leu

Cys

610

Glu

Ser

Thr

Ser

Lys

690

Leu

Val

515

Ile

Leu

Asp

Val

Gly

595

Gln

Tyr

Thr

Asp

Asn

675

Gln

Gln

Phe

Tyr

Ala

Met

Ile

580

Glu

Leu

Val

Val

Phe

660

Val

Arg

Asn

Lys

Asn

Ser

Asn

565

Phe

Asp

Pro

Asp

Asp

645

Arg

Phe

Val

Leu

Glu

Lys

Cys

550

Val

Asn

Asn

Ser

Tyr

630

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

Leu

Pro

535

Val

Lys

Phe

Glu

Leu

615

Leu

Met

Leu

Leu

Tyr

695

Pro

Ser

520

Ile

Thr

Glu

Ala

Ile

600

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

680

Val

Tyr

41

Lys

Ala

Ile

Ser

Asn

585

Leu

Ile

Lys

Ala

Leu

665

Glu

Glu

Leu

Ile

Ala

Asn

Pro

570

Ser

Leu

Phe

Arg

Leu

650

Tyr

Ile

Asp

Val

Asn

Arg

Gln

555

Gly

Ser

Gly

Ile

Met

635

Asp

Ser

Met

Lys

Ser

Pro

Phe

540

Thr

Arg

Tyr

Asn

Ala

620

Ile

Ile

Gln

Arg

Arg

700

Ala

Ser

525

Met

Ser

Cys

Val

His

605

Gly

Asp

Asp

Lys

Glu

685

Leu

Asp

Ala

Gly

Val

Tyr

Gln

590

Arg

Asn

Leu

Pro

Glu

670

Phe

Ala

Ile

Asp

Lys

Ser

575

Tyr

Thr

Ser

Ser

Leu

655

Leu

Asn

Thr

Leu

Val

Val

560

Arg

Gly

Glu

Ala

Ser

640

Glu

Arg

Ser

Gln
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705

<210> 13
<211> 2049
<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 13

atggaatccc

ctggccagcc

gtgggagtga

ctgatcagat

gacgagggca

gtgtaccaga

ctgggcagca

ttcgcccagt

cacagggaca

cacagcacca

cacagagaga

ccttaccact

ggcaccaaca

aactacacca

710

ggatctggtg

accgggccaa

acaccaccaa

tcgagcggaa

tcatggtggt

aggtgctgac

acaccgagta

gctacagcag

gctacgagaa

gatacgtgac

catgcaacct

tcttcgceccac

ggaacgccag

tcgtgtccga

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

cctggtggtg

cgagacaatc

gtacccctac

catcatctgc

gtacaagagg

cttcaggcgg

cgtggcccca

ctacagccgc

caagaccatg

cgtgaaggac

gaactgcatg

ctctaccggg

ctacttcggc

cttcggcagg

42

715

tgcgtgaacc

tacaacacca

agagtgtgct

accagcatga

aacatcgtgg

agctacgccg

cccatgtggg

gtgatcggcg

cagctgatcc

cagtggcaca

ctgaccatca

gacgtggtgt

gagaacgccg

cccaacgctg

tgtgcatcgt

ccctgaagta

ccatggccca

agcccatcaa

cccacacctt

gccacaggac

agatccacca

gcaccgtgtt

ccgacgacta

gcaggggcag

ccaccgccag

acatcagccc

acaagttctt

cccccgagac

gtgcctggcce

cggcgacgtg

gggcaccgac

cgaggacctg

caaggtccgce

cacctacctg

catcaacaag

cgtggcctac

cagcaacacc

caccgccttc

aagcaagtac

cttctacaac

catcttcccc

acacagactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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15

20

25

gtggcctttc

gtgacctgcc

gacagctacc

gtgaacatga

cagatcttca

gagacaagcg

ctggagaggc

agcgacaaca

cagctgcagt

gccgaggcett

atcaacccca

ggcgacgtgce

cgggacatga

aacttcgcca

ctgggaaacc

aactccgcct

agcaccgtgg

gtgctggagc

atcatgagag

gaccccctge

ggaaaggcc

<210> 14

<211> 683

<212> PRT

tggagagggc

agctgacctt

acttcagcag

gcgacagcgce

acaccagcta

gcggactggt

tggccaacag

acaccacaca

tcacctacga

ggtgcgtgga

gcgccatcct

tgggcctggce

acgtgaagga

acagctccta

acaggaccga

acgagtacgt

acagcatgat

tgtactccca

agttcaacag

ccccecctaccet

cgacagcgtg

ctgggaggcc

cgccaagatg

cctggactgc

caaccagacc

ggtgttctgg

gtccagcctg

cctgagcagc

caccctgagg

ccagagaagg

gagcgccatc

cagctgcgtg

aagcccaggc

cgtgcagtac

ggaatgccag

ggactacctg

cgccctggat

gaaggaactg

ctacaagcag

gaagggcctg

43

atcagctggg

agcgagagga

accgccacct

gtgagggacg

tacgagaagt

cagggcatca

aacatcaccc

atggaaagcg

ggctacatca

accctggagg

tacaacaagc

accatcaacc

cgctgctact

ggccagctgg

ctgcccagcec

ttcaagagga

atcgatcccc

aggtccagca

cgcgtgaagt

gacgacctga

acatccagga

ccatcagaag

tcctgagcaa

aggccatcaa

acggaaacgt

agcagaagtc

acaccaccca

tgcacaacct

acagagccct

tgttcaagga

caatcgccgce

agaccagcgt

ccaggcccgt

gcgaggacaa

tgaagatctt

tgatcgacct

tggagaacac

acgtgttcga

acgtggagga

tgagcggact

cgagaagaac

cgaggccgag

gaaacaagag

caagctgcag

gtccgtgttc

cctggtcgag

gaccagcacc

ggtgtatgcc

ggcccagatc

actgtccaag

cagattcatg

gaaggtgctg

ggtgatcttc

cgagatcctg

tatcgccggce

gtccagcatc

cgacttcagg

cctggaggaa

caaggtggtg

cggggctgcect

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2049
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169

<400> 14

Met Glu Ser

Val Cys Leu

Thr Thr Leu

35

Pro Tyr Arg

50

Glu Arg Asn

65

Asp Glu Gly

Phe Lys Val

Ala Gly His

115

Ala Pro Pro

130

Tyr Ser Ser

Citomegalovirus

Arg

Ala

20

Lys

Val

Ile

Ile

Arg

100

Arg

Met

Tyr

Ile

Leu

Tyr

Cys

Ile

Met

85

Val

Thr

Trp

Ser

Trp

Ala

Gly

Ser

Cys

70

Val

Tyr

Thr

Glu

Arg

Cys

Ser

Asp

Met

55

Thr

Val

Gln

Tyr

Ile

135

Val

Leu

His

Val

40

Ala

Ser

Tyr

Lys

Leu

120

His

Ile

44

Val

Arg

25

Val

Gln

Met

Lys

Val

105

Leu

His

Gly

Val

10

Ala

Gly

Gly

Lys

Arg

90

Leu

Gly

Ile

Gly

Cys

Asn

Val

Thr

Pro

75

Asn

Thr

Ser

Asn

Thr

Val

Glu

Asn

Asp

60

Ile

Ile

Phe

Asn

Lys

140

Val

Asn

Thr

Thr

45

Leu

Asn

Val

Arg

Thr

125

Phe

Phe

Leu

Ile

30

Thr

Ile

Glu

Ala

Arg

110

Glu

Ala

Val

Cys

15

Tyr

Lys

Arg

Asp

His

95

Ser

Tyr

Gln

Ala

Ile

Asn

Tyr

Phe

Leu

80

Thr

Tyr

Val

Cys

Tyr
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145

His

Tyr

His

Cys

Phe

225

Gly

Phe

Ala

Ser

Leu

305

Asp

Lys

Arg

Ser

Ser

Met

210

Ala

Thr

Ile

Ala

Val

290

Thr

Ser

Lys

Asp

Asn

Arg

195

Leu

Thr

Asn

Phe

Pro

275

Ile

Phe

Tyr

Gln

Ser

Thr

180

Gly

Thr

Ser

Arg

Pro

260

Glu

Ser

Trp

His

Glu

340

Tyr

165

His

Ser

Ile

Thr

Asn

245

Asn

Thr

Trp

Glu

Phe

325

Val

150

Glu

Ser

Thr

Thr

Gly

230

Ala

Tyr

His

Asp

Ala

310

Ser

Asn

Asn

Thr

Ala

Thr

215

Asp

Ser

Thr

Arg

Ile

295

Ser

Ser

Met

Lys

Arg

Phe

200

Ala

Val

Tyr

Ile

Leu

280

Gln

Glu

Ala

Ser

45

Thr

Tyr

185

His

Arg

Val

Phe

Val

265

Val

Asp

Arg

Lys

Asp

345

Met

170

Val

Arg

Ser

Tyr

Gly

250

Ser

Ala

Glu

Thr

Met

330

Ser

155

Gln

Thr

Glu

Lys

Ile

235

Glu

Asp

Phe

Lys

Ile

315

Thr

Ala

Leu

Val

Thr

Tyr

220

Ser

Asn

Phe

Leu

Asn

300

Arg

Ala

Leu

Ile

Lys

Cys

205

Pro

Pro

Ala

Gly

Glu

285

Val

Ser

Thr

Asp

Pro

Asp

190

Asn

Tyr

Phe

Asp

Arg

270

Arg

Thr

Glu

Phe

Cys

350

Asp

175

Gln

Leu

His

Tyr

Lys

255

Pro

Ala

Cys

Ala

Leu

335

Val

160

Asp

Trp

Asn

Phe

Asn

240

Phe

Asn

Asp

Gln

Glu

320

Ser

Arg
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Asp

Gln

Gly

385

Leu

Gln

Ser

Leu

Cys

465

Ile

Ala

Asn

Pro

Ser

Glu

Thr

370

Leu

Glu

Thr

Val

Arg

450

Val

Asn

Arg

Gln

Gly

530

Ser

Ala

355

Tyr

Val

Arg

Ser

His

435

Gly

Asp

Pro

Phe

Thr

515

Arg

Tyr

Ile

Glu

Val

Leu

Thr

420

Asn

Tyr

Gln

Ser

Met

500

Ser

Cys

Val

Asn

Lys

Phe

Ala

405

Ser

Leu

Ile

Arg

Ala

485

Gly

Val

Tyr

Gln

Lys

Tyr

Trp

390

Asn

Asp

Val

Asn

Arg

470

Ile

Asp

Lys

Ser

Tyr

Leu

Gly

375

Gln

Arg

Asn

Tyr

Arg

455

Thr

Leu

Val

Val

Arg

535

Gly

Gln

360

Asn

Gly

Ser

Asn

Ala

440

Ala

Leu

Ser

Leu

Leu

520

Pro

Gln

46

Gln

Val

Ile

Ser

Thr

425

Gln

Leu

Glu

Ala

Gly

505

Arg

Val

Leu

Ile

Ser

Lys

Leu

410

Thr

Leu

Ala

Val

Ile

490

Leu

Asp

Val

Gly

Phe

Val

Gln

395

Asn

His

Gln

Gln

Phe

475

Tyr

Ala

Met

Ile

Glu

Asn

Phe

380

Lys

Ile

Leu

Phe

Ile

460

Lys

Asn

Ser

Asn

Phe

540

Asp

Thr

365

Glu

Ser

Thr

Ser

Thr

445

Ala

Glu

Lys

Cys

Val

525

Asn

Asn

Ser

Thr

Leu

His

Ser

430

Tyr

Glu

Leu

Pro

Val

510

Lys

Phe

Glu

Tyr

Ser

Val

Thr

415

Met

Asp

Ala

Ser

Ile

495

Thr

Glu

Ala

Ile

Asn

Gly

Glu

400

Thr

Glu

Thr

Trp

Lys

480

Ala

Ile

Ser

Asn

Leu



10

15

20

25

545

Leu Gly Asn His Arg Thr Glu

Phe Ile Ala Gly Asn Ser Ala

Arg Met Ile Asp Leu Ser Ser

Leu Asp Ile Asp Pro Leu Glu

550

565

580

595

610 615

Tyr Ser Gln Lys Glu Leu Arg

625

Ile Met

Asp Lys Val Val Asp Pro Leu

Leu Met Ser Gly Leu Gly Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

630

645

660

675

15

2049

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

Arg Glu Phe Asn Ser

Glu

Tyr

Ile

600

Asn

Ser

Tyr

Pro

Ala

680

47

Cys

Glu

585

Ser

Thr

Ser

Lys

Pro

665

Gly

Gln

570

Tyr

Thr

Asp

Asn

Gln

650

Tyr

Lys

555

Leu

Val

Val

Phe

Val

635

Arg

Leu

Ala

Pro

Asp

Asp

Arg

620

Phe

Val

Lys

Ser

Tyr

Ser

605

Val

Asp

Gly

Leu

Leu

590

Met

Leu

Leu

Tyr

Leu

670

Lys

575

Phe

Ile

Glu

Glu

Val

655

Asp

560

Ile

Lys

Ala

Leu

Glu

640

Glu

Asp
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15

20

25

<400> 15

atggaatccc

gccctggcecc

gtgggagtga

ctgatcagat

gacgagggca

gtgtaccaga

ctgggcagca

ttcgcccagt

cacagggaca

cacagcacca

cacagagaga

ccttaccact

ggcaccaaca

aactacacca

gtggcctttc

gtgacctgcc

gacagctacc

gtgaacatga

cagatcttca

gagacaagcg

ctggagaggc

agcgacaaca

cagctgcagt

gccgaggctt

ggatctggtg

accgggccaa

acaccaccaa

tcgagcggaa

tcatggtggt

aggtgctgac

acaccgagta

gctacagcag

gctacgagaa

gatacgtgac

catgcaacct

tcttcgecac

ggaacgccag

tcgtgtccga

tggagagggc

agctgacctt

acttcagcag

gcgacagcgc

acaccagcta

gcggactggt

tggccaacag

acaccacaca

tcacctacga

ggtgcgtgga

cctggtggtg

cgagacaatc

gtacccctac

catcatctgc

gtacaagagg

cttcaggcgg

cgtggcccca

ctacagccgc

caagaccatg

cgtgaaggac

gaactgcatg

ctctaccggg

ctacttcggc

cttcggcagg

cgacagcgtg

ctgggaggcc

cgccaagatg

cctggactgc

Caaccagacc

ggtgttctgg

gtccagcctg

cctgagcagc

caccctgagg

ccagagaagg

48

tgcgtgaacc

tacaacacca

agagtgtgcect

accagcatga

aacatcgtgg

agctacgccg

cccatgtggg

gtgatcggcg

cagctgatcc

cagtggcaca

ctgaccatca

gacgtggtgt

gagaacgccg

cccaacgctg

atcagctggg

agcgagagga

accgccacct

gtgagggacg

tacgagaagt

cagggcatca

aacatcaccc

atggaaagcg

ggctacatca

accctggagg

tgtgcatcgt

ccctgaagta

ccatggccca

agcccatcaa

cccacacctt

gccacaggac

agatccacca

gcaccgtgtt

ccgacgacta

gcaggggcag

ccaccgccag

acatcagccc

acaagttctt

cccccgagac

acatccagga

ccatcagaag

tcctgagcaa

aggccatcaa

acggaaacgt

agcagaagtc

acaccaccca

tgcacaacct

acagagccct

tgttcaagga

gctcctggga

cggcgacgtg

gggcaccgac

cgaggacctg

caaggtccgc

cacctacctg

catcaacaag

cgtggcctac

cagcaacacc

caccgccttc

aagcaagtac

cttctacaac

catcttcccc

acacagactg

cgagaagaac

cgaggccgag

gaaacaagag

caagctgcag

gtccgtgttc

cctggtcgag

gaccagcacc

ggtgtatgcc

ggcccagatc

actgtccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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15

20

25

atcaacccca

ggcgacgtgc

cgggacatga

aacttcgcca

ctgggaaacc

aactccgcect

agcaccgtgg

gtgctggagc

atcatgagag

gaccccctge

ggaaaggcc

<210> 16

<211> 683
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 16

gcgccatcct

tgggcctggce

acgtgaagga

acagctccta

acaggaccga

acgagtacgt

acagcatgat

tgtactccca

agttcaacag

ccccecctacct

gagcgccatc

cagctgcgtg

aagcccaggce

cgtgcagtac

ggaatgccag

ggactacctg

cgccctggat

gaaggaactg

ctacaagcag

gaagggcctg

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

49

tacaacaagc

accatcaacc

cgctgctact

ggccagetgg

ctgcccagcec

ttcaagagga

atcgatcccc

aggtccagca

cgcgtgaagt

gacgacctga

caatcgccgce

agaccagcgt

ccaggcccgt

gcgaggacaa

tgaagatctt

tgatcgacct

tggagaacac

acgtgttcga

acgtggagga

tgagcggact

cagattcatg

gaaggtgctg

ggtgatcttc

cgagatcctg

tatcgccggce

gtccagcatc

cgacttcagg

cctggaggaa

caaggtggtg

cggggctgcect

Met Glu Ser Arg Ile Trp Cys Leu Val Val Cys Val Asn Leu Cys Ile

10

15

Val Leu Leu Gly Ala Leu Ala His Arg Ala Asn Glu Thr Ile Tyr Asn

20

25

30

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2049
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Thr

Pro

Glu

65

Asp

Phe

Ala

Ala

Tyr

145

His

Tyr

His

Cys

Phe

Thr

Tyr

50

Arg

Glu

Lys

Gly

Pro

130

Ser

Arg

Ser

Ser

Met

210

Ala

Leu

35

Arg

Asn

Gly

Val

His

115

Pro

Ser

Asp

Asn

Arg

195

Leu

Thr

Lys

Val

Ile

Ile

Arg

100

Arg

Met

Tyr

Ser

Thr

180

Gly

Thr

Ser

Tyr

Cys

Ile

Met

85

Val

Thr

Trp

Ser

Tyr

165

His

Ser

Ile

Thr

Gly

Ser

Cys

70

Val

Tyr

Thr

Glu

Arg

150

Glu

Ser

Thr

Thr

Gly

Asp

Met

55

Thr

Val

Gln

Tyr

Ile

135

Val

Asn

Thr

Ala

Thr

215

Asp

Val

40

Ala

Ser

Tyr

Lys

Leu

120

His

Ile

Lys

Arg

Phe

200

Ala

Val

50

Val

Gln

Met

Lys

Val

105

Leu

His

Gly

Thr

Tyr

185

His

Arg

Val

Gly

Gly

Lys

Arg

90

Leu

Gly

Ile

Gly

Met

170

Val

Arg

Ser

Tyr

Val

Thr

Pro

75

Asn

Thr

Ser

Asn

Thr

155

Gln

Thr

Glu

Lys

Ile

Asn

Asp

60

Ile

Ile

Phe

Asn

Lys

140

Val

Leu

Val

Thr

Tyr

220

Ser

Thr

45

Leu

Asn

Val

Arg

Thr

125

Phe

Phe

Ile

Lys

Cys

205

Pro

Pro

Thr

Ile

Glu

Ala

Arg

110

Glu

Ala

Val

Pro

Asp

190

Asn

Tyr

Phe

Lys

Arg

Asp

His

95

Ser

Tyr

Gln

Ala

Asp

175

Gln

Leu

His

Tyr

Tyr

Phe

Leu

80

Thr

Tyr

Val

Cys

Tyr

160

Asp

Trp

Asn

Phe

Asn
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15
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25

225

Gly

Phe

Ala

Ser

Leu

305

Asp

Lys

Asp

Gln

Gly

385

Leu

Gln

Thr

Ile

Ala

Val

290

Thr

Ser

Lys

Glu

Thr

370

Leu

Glu

Thr

Asn

Phe

Pro

275

Ile

Phe

Tyr

Gln

Ala

355

Tyr

Val

Arg

Ser

Arg

Pro

260

Glu

Ser

Trp

His

Glu

340

Ile

Glu

Val

Leu

Thr

420

Asn

245

Asn

Thr

Trp

Glu

Phe

325

Val

Asn

Lys

Phe

Ala

405

Ser

230

Ala

Tyr

His

Asp

Ala

310

Ser

Asn

Lys

Tyr

Trp

390

Asn

Asp

Ser

Thr

Arg

Ile

295

Ser

Ser

Met

Leu

Gly

375

Gln

Arg

Asn

Tyr

Ile

Leu

280

Gln

Glu

Ala

Ser

Gln

360

Asn

Gly

Ser

Asn

51

Phe

Val

265

Val

Asp

Arg

Lys

Asp

345

Gln

Val

Ile

Ser

Thr

425

Gly

250

Ser

Ala

Glu

Thr

Met

330

Ser

Ile

Ser

Lys

Leu

410

Thr

235

Glu

Asp

Phe

Lys

Ile

315

Thr

Ala

Phe

Val

Gln

395

Asn

His

Asn

Phe

Leu

Asn

300

Arg

Ala

Leu

Asn

Phe

380

Lys

Ile

Leu

Ala

Gly

Glu

285

Val

Ser

Thr

Asp

Thr

365

Glu

Ser

Thr

Ser

Asp

Arg

270

Arg

Thr

Glu

Phe

Cys

350

Ser

Thr

Leu

His

Ser

430

Lys

255

Pro

Ala

Cys

Ala

Leu

335

Val

Tyr

Ser

Val

Thr

415

Met

240

Phe

Asn

Asp

Gln

Glu

320

Ser

Arg

Asn

Gly

Glu

400

Thr

Glu
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15

20

25

Ser

Leu

Cys

465

Ile

Ala

Asn

Pro

Ser

545

Leu

Phe

Arg

Leu

Tyr

Val

Arg

450

Val

Asn

Arg

Gln

Gly

530

Ser

Gly

Ile

Met

Asp

610

Ser

His

435

Gly

Asp

Pro

Phe

Thr

515

Arg

Tyr

Asn

Ala

Ile

595

Ile

Gln

Asn

Tyr

Gln

Ser

Met

500

Ser

Cys

Val

His

Gly

580

Asp

Asp

Lys

Leu

Ile

Arg

Ala

485

Gly

Val

Tyr

Gln

Arg

565

Asn

Leu

Pro

Glu

Val

Asn

Arg

470

Ile

Asp

Lys

Ser

Tyr

550

Thr

Ser

Ser

Leu

Leu

Tyr

Arg

455

Thr

Leu

Val

Val

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Ser

Glu

615

Arg

Ala

440

Ala

Leu

Ser

Leu

Leu

520

Pro

Gln

Glu

Tyr

Ile

600

Asn

Ser

52

Gln

Leu

Glu

Ala

505

Arg

Val

Leu

Cys

Glu

585

Ser

Thr

Ser

Leu

Ala

Val

Ile

490

Leu

Asp

Val

Gly

Gln

570

Tyr

Thr

Asp

Asn

Gln

Gln

Phe

475

Tyr

Ala

Met

Ile

Glu

555

Leu

Val

Val

Phe

Val

Phe

Ile

460

Lys

Asn

Ser

Asn

Phe

540

Asp

Pro

Asp

Asp

Arg

620

Phe

Thr

445

Ala

Glu

Lys

Cys

Val

525

Asn

Asn

Ser

Tyr

Ser

605

Val

Asp

Tyr

Glu

Leu

Pro

Val

510

Lys

Phe

Glu

Leu

Leu

590

Met

Leu

Leu

Asp

Ala

Ser

Ile

495

Thr

Glu

Ala

Ile

Lys

575

Phe

Ile

Glu

Glu

Thr

Trp

Lys

480

Ala

Ile

Ser

Asn

Leu

560

Ile

Lys

Ala

Leu

Glu
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53

625 630 635
Ile Met Arg Glu Phe Asn Ser Tyr Lys
645 650

Asp Lys Val Val Asp Pro Leu Pro Pro

660 665
Leu Met Ser Gly Leu Gly Ala Ala Gly Lys Ala

675 680

<210> 17
<211> 2031
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> AD169 Citomegalovirus
<400> 17
atggccccce tgctgcettcect gctgcecccctg ctttgggcecag
aacgagacaa tctacaacac caccctgaag tacggcgacg
aagtacccct acagagtgtg ctccatggcc cagggcaccg
aacatcatct gcaccagcat gaagcccatc aacgaggacc
gtgtacaaga ggaacatcgt ggcccacacc ttcaaggtcc
accttcaggc ggagctacgc cggccacagg accacctacc
tacgtggccc cacccatgtg ggagatccac cacatcaaca
agctacagcc gcgtgatcgg cggcaccgtg ttcgtggcect

670

gggccctggce

tggtgggagt

acctgatcag

tggacgaggg

gcgtgtacca

tgctgggcag

agttcgccca

accacaggga

640

Gln Arg Val Lys Tyr Val Glu

655

Tyr Leu Lys Gly Leu Asp Asp

ccaccgggcce

gaacaccacc

attcgagcgg

catcatggtg

gaaggtgctg

caacaccgag

gtgctacagc

cagctacgag

60

120

180

240

300

360

420

480
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aacaagacca

accgtgaagg

ctgaactgca

acctctaccg

agctacttcg

gacttcggca

gccgacagceg

ttctgggagg

agcgccaaga

gccctggact

tacaaccaga

gtggtgttct

aggtccagcc

cacctgagca

gacaccctga

gaccagagaa

ctgagcgcca

gccagctgeg

gaaagcccag

tacgtgcagt

gaggaatgcc

gtggactacc

atcgccctgg

cagaaggaac

agctacaagc

tgcagctgat

accagtggca

tgctgaccat

gggacgtggt

gcgagaacgc

ggcccaacgce

tgatcagctg

ccagcgagag

tgaccgccac

gcgtgaggga

cctacgagaa

ggcagggcat

tgaacatcac

gcatggaaag

ggggctacat

ggaccctgga

tctacaacaa

tgaccatcaa

gccgctgcta

acggccagct

agctgcccag

tgttcaagag

atatcgatcc

tgaggtccag

agcgcgtgaa

ccccgacgac

cagcaggggc

caccaccgcc

gtacatcagc

cgacaagttc

tgcccceccgag

ggacatccag

gaccatcaga

cttcctgagce

cgaggccatc

gtacggaaac

caagcagaag

ccacaccacc

cgtgcacaac

caacagagcc

ggtgttcaag

gccaatcgcc

ccagaccagc

ctccaggccc

gggcgaggac

cctgaagatc

gatgatcgac

cctggagaac

caacgtgttc

gtacgtggag

54

tacagcaaca

agcaccgcct

agaagcaagt

cccttctaca

ttcatcttcc

acacacagac

gacgagaaga

agcgaggccg

aagaaacaag

aacaagctgc

gtgtccgtgt

tccectggteg

cagaccagca

ctggtgtatg

ctggcccaga

gaactgtcca

gccagattca

gtgaaggtgc

gtggtgatct

aacgagatcc

tttatcgccg

ctgtccagca

accgacttca

gacctggagg

gacaaggtgg

cccacagcac

tccacagaga

acccttacca

acggcaccaa

ccaactacac

tggtggcctt

acgtgacctg

aggacagcta

aggtgaacat

agcagatctt

tcgagacaag

agctggagag

ccagcgacaa

cccagctgcea

tcgccgaggce

agatcaaccc

tgggcgacgt

tgcgggacat

tcaacttcgc

tgctgggaaa

gcaactccgc

tcagcaccgt

gggtgctgga

aaatcatgag

tggaccccct

cagatacgtg

gacatgcaac

cttcttcgcc

caggaacgcc

catcgtgtcc

tctggagagg

ccagctgacc

ccacttcagc

gagcgacagc

Caacaccagc

cggcggactg

gctggccaac

caacaccaca

gttcacctac

ttggtgcgtg

cagcgccatc

gctgggcctg

gaacgtgaag

caacagctcc

ccacaggacc

ctacgagtac

ggacagcatg

gctgtactcc

agagttcaac

gcccccectac

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980
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55

ctgaagggcc tggacgacct gatgagcgga ctcggggctg ctggaaaggc c

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Al

Ala Hi

18

677

PRT

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

18

a Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala

s Arg Ala Asn Glu Thr Ile Tyr Asn Thr Thr Leu Lys Tyr

20 25 30

Asp Val Val Gly Val Asn Thr Thr Lys Tyr Pro Tyr Arg Val Cys

Met Al

50

Thr Se

65

35 40 45

a Gln Gly Thr Asp Leu Ile Arg Phe Glu Arg Asn Ile Ile

55 60

r Met Lys Pro Ile Asn Glu Asp Leu Asp Glu Gly Ile Met

70 75

Val Tyr Lys Arg Asn Ile Val Ala His Thr Phe Lys Val Arg Val

85 90 95

Gln Lys Val Leu Thr Phe Arg Arg Ser Tyr Ala Gly His Arg Thr

100 105 110

Leu

Gly

Ser

Cys

Val

80

Tyr

Thr
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Tyr

Ile

Val

145

Asn

Thr

Ala

Thr

Asp

225

Ser

Thr

Arg

Ile

Ser

Leu

His

130

Ile

Lys

Arg

Phe

Ala

210

Val

Tyr

Ile

Leu

Gln

290

Glu

Leu

115

His

Gly

Thr

Tyr

His

195

Arg

Val

Phe

Val

Val

275

Asp

Arg

Gly

Ile

Gly

Met

Val

180

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

260

Ala

Glu

Thr

Ser

Asn

Thr

Gln

165

Thr

Glu

Lys

Ile

Glu

245

Asp

Phe

Lys

Ile

Asn

Lys

Val

150

Leu

Val

Thr

Tyr

Ser

230

Asn

Phe

Leu

Asn

Arg

Thr

Phe

135

Phe

Ile

Cys

Pro

215

Pro

Ala

Gly

Glu

Val

295

Ser

Glu

120

Ala

Val

Pro

Asp

Asn

200

Tyr

Phe

Asp

Arg

Arg

280

Thr

Glu

56

Tyr

Gln

Ala

Asp

Gln

185

Leu

His

Tyr

Lys

Pro

265

Ala

Cys

Ala

Val

Cys

Tyr

Asp

170

Trp

Asn

Phe

Asn

Phe

250

Asn

Asp

Gln

Glu

Ala

Tyr

His

155

Tyr

His

Cys

Phe

Gly

235

Phe

Ala

Ser

Leu

Asp

Pro

Ser

140

Arg

Ser

Ser

Met

Ala

220

Thr

Ile

Ala

Val

Thr

300

Ser

Pro

125

Ser

Asp

Asn

Arg

Leu

205

Thr

Asn

Phe

Pro

Ile
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<213> Secuencia Artificial
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<400> 19

Ser His Arg

Asp Val Vval

Met Ala Gln

35

Thr Ser Met

50

Val Tyr Lys

65

Gln Lys Val

Tyr Leu Leu
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Val Ile Gly
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Gly Val Asn Thr Thr Lys
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Phe

Lys

Ile

390

Leu

Phe
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Thr

Glu

410

Thr

Trp
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Ala Tyr Glu Tyr Val Asp Tyr
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Val
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Leu

Asn

Val

70

Arg

Thr

Phe

Phe

Ile

150

Lys

Cys

Ile

Thr

Ile

Glu

55

Ala

Arg

Glu

Ala

Val

135

Pro

Asp
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Val

Tyr
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Asn

Phe
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Gln

Ala

Thr

Ile

235

Ala

Val

Thr

Ser

Lys

315

Glu
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Val

Val

Asp

Arg

290

Lys
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Gln
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370

Ser
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Gln
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Ser
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Glu
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Met
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Ser
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Lys
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Leu
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Phe

260

Lys

Ile

Thr

Ala

Phe
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His

Gln
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Gln

Phe
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Leu
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Arg

Ala

Leu
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Phe

Lys

Ile

Leu

405

Phe
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Glu

Val

Ser

Thr

310

Asp

Thr

Glu

Ser

Thr
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Ser
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Ala

Arg

Arg

Thr

Glu
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Phe
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Ser

Thr

Leu

375

His

Ser

Tyr

Glu

Pro

Ala

Cys

280
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Leu

Val

Tyr

Ser

360

Val

Thr

Met

Asp

Ala
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Asp

265
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Glu

Ser

Arg
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Gly

Glu

Thr

Glu

Thr

425
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Ser

Leu

Asp

Lys
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Gln

Leu

Gln

Ser

410

Leu

Cys
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Val

Thr

Ser

Lys

315

Glu

Thr

Leu
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Thr
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Val
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Val
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Tyr
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Leu

Ser

465

Leu

Leu

Pro

Gln

Glu

545

Tyr

Ile

Asn

Ser

Tyr
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Glu

450

Ala

Gly

Arg

Val

Leu
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Cys

Glu

Ser

Thr

Ser
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Lys
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Leu
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Val
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Thr
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Ala
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Val

Val
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Lys
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Asp
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Asp
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Phe

Val

Glu

Lys
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Val
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Asn

Ser
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Tyr

Ser

Val

Asp

Lys
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Leu

455
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Val

Lys

Phe
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Met
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Tyr
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Thr

Glu
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Lys

Ala
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Ser
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Gly
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Pro
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Ala
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Pro Pro Tyr Leu Lys Gly Leu Asp Asp Leu Met Ser Gly Leu Gly Ala
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645 650

Ala Gly Lys Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

660

22

24

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

22

gaaagcgggc agtgagcgga aggc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

23

26

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

23

655

24
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tgtcctccac gtacttcacg cgctgc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

24

26

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

24

cccgaacgac cgagcgcagc gagtca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

25

24

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

25

ccagctggcg aaagggggat gtgc

<210>

26

71

26

26

24



10

15

20

25

<211> 228

<212> DNA

72

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 26

atcgatcccc

aggtccagca

cgcgtgaagt

gacgacctga

<210> 27

<211> 91

<212> DNA

tggagaacac

acgtgttcga

acgtggagga

tgagcggact

cgacttcagg gtgctggagc

cctggaggaa atcatgagag

caaggtggtg gaccccctgce

cggggctgct ggaaaggcct

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 27

tgtactccca gaaggaactg 60

agttcaacag ctacaagcag 120

ccccctacct gaagggcctg 180

gaggatcc

228

aatcaaaagc ttactagtgc cgccaccatg gcccccctge tgcttctgct gcccctgett 60

tgggcagggg ccctggccca ccggggcaac g

91
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

73

28

38

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

28

gtaataggat ccggtacctc atcaggcctt tccagcag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

aatcaaaagc ttactagtgc cgccaccatg gcccccctge tg

<210>

<211>

<212>

29

42

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

29

30

59

DNA

38

42
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<213>

<220>

<223>

<400>

gacttatagg atcctcatca gtggtggtga tgatggtggc cgccggcctt tccagcagc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gtgcatcgtg tgcctgggat ccgaggccgt gagccacagg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

30

31

40

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

31

32

40

DNA

Secuencia Artificial
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<223>

<400>

75

AD169 Citomegalovirus

32

cctgtggctc acggcctcgg atcccaggca cacgatgcac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gtgaacctgt gcatcgtgtg cctggccctg gccagccacc gggccaacga gacaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

33

55

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

33

34

55

DNA

Secuencia Artificial

AD169 Citomegalovirus

34

40

55
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ttgtctcgtt ggcccggtgg ctggccaggg ccaggcacac gatgcacagg ttcac 55

<210> 35
<211> 55
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 35

cctgtgcatc gtgtgcctgg gagccctggce cagccaccgg gccaacgaga caatc 55

<210> 36
<211> 55
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 36

gattgtctcg ttggcccggt ggctggccag ggctcccagg cacacgatgc acagg 55

<210> 37
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<211> 68
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 37
tggtgtgcgt gaacctgtgc atcgtgctcc tgggagccct ggcccaccgg gccaacgaga 60

caatctac 68

<210> 38
<211> 68
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> AD169 Citomegalovirus

<400> 38
gtagattgtc tcgttggccc ggtgggccag ggctcccagg agcacgatgc acaggttcac 60

gcacacca 68



ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

N\

Qi Qi

ICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-08-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, docurmento esciito en inglés y

e espanol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escriio en inglés y en espanol.

Notarizacion, documento escrito en espanol.

N

9.

APOSTILLA

(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Reino Unido de la Gran Bretaia e irlanda del Worte
Pais: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norie
Este documento publico
ha sido firmado James Kerr Milligan
actuando como Notario Publico
lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico

CERTIFICADO

en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004
por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y del Commonwealth
Namero: G 749037
Sello/Estampiila: 10. Firma: (ilegible)

CRaiUCTOR OFICIAL
HESOLUCION 2177
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse @ la seccidn consular
de la mision que representa a ese pais. Una aposiilla o certificado de
legalizacion Unicamente confinrna que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que ia Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de

2004, en la ciudad de Bogota, D.C, por Anita Escobar de Taimayo, Traductora

i{e}

Oticial, Res. 2177 de 1989, Ministeric de Justicia, Repliblica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
S ESOLUCION ’177

330 rlmu DE 1AMAYO

OO



DE PINNA | |

Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,

QUE es auténtica ia firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufo

y letra del Senor Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DA

TON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anterior minada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con «

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Senor Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta

debida y suficientemente autorizado para firmar docuinentos de esta clase, en

virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de jumo de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se cncuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Hstatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

[ PARA QUE CONSTE v obre los efectos conducentes expide 1

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de septicmbr

Litis SAVIRZ SRS R w

mil cuattro.

JAMES KER li MILLIGAN
Notario Pablice de 1 res, Inglaterra

DE PINNA
36 Piceadilly London W1d Ol
Vulephonest il (020 7208 2000 Faesimile: +41 (0)20 7208 0066 DX No. 48521 Piceadilly 2




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 /Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord

This public document/Le présent acte public

a étésigné par ...... . TN T

mppeemsmedty N6 ey W0 Mg

{ ot
acting in the capacity of R Ew

agissant en qualité de ... .. .. ... ... .. . .. &

bears the seal/stamp of
est revétu du sceau/timbre de

LR NP L €3 L

Certified /Attesté

at London/a Londres 6.

the/le

by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs/

par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et dn €

Number/sous NO

Stamp:
timbre:

mmonwealth.

For the Secretary of State/ Pour ecrétaire d'Elat

n a2 country which le

am of § Ceotober 1961,

If this document is to ke uesd
not party to the Hague Conven
it should ha neacantad ta the ¢

1Nt

misginn remesesuting dhot meupi,




Los  abajo

firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada v

caisienls de confor madad con ias leyes de Bélgica.

con dotiicilio en rue de f'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
yio ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Boegoid,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calie 72 No.
5H-d3, piso ©Bo., nuestros representanies isgaies y
veldaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones  y nombrar apoderades judiciales o
exligjudiciales, con el fin de dar cumplimiente al
paragiafo lo. del articulo 543 del dscisto 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUETAVO
FAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA yio EriRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualguiera de ellos
designe, quedan  especialmente fscultades para
representarnos ante las autoridades colombianas,
adininistrativas, judiciales o de poiicia, en todos los
framites relativos a la propiedad indusirial, a cuyo
cfeclo  les facultarmos para dar ante dichas
autoridades  tcdos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaracicnss, reclamos,
recuisos y  presentar  desistimientos;  formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposicionss v apelacicnes;
instaurar  cancelaciones, renunciar  total o
paicialmente a los registros, abonar iodos los
impuestos y cuotas y efecivar todo otro pago
deternminado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo resoectivo; lienar
cualesquiera ctros requisites y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposiclon, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demaindantes 0 demandados ante los jueces que
sealt competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
Jdemas racultades que resulten necssarias, y por el
piesente declaramos desde ahora vaiido y busno
cuaiito dichios representantes y/o los apoderados que
cualquiera de eilos nombre hicieren en nuestro
benelicio.

Asimismo, facultamos a ios doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA  y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
piotocolizacion de este documenio y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuesuo.

Dado y firmado

Tal,,
Hihong.
Sy Dy b3

0 720« Juu rhl“d'“' NNy

Siif,.

{ 'i I," J.f
208 00

‘;

Dy

The undersignead, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., & corperation crganized and
existing under the laws of Belgjum.

rue de
B-1320 Hixer
Belgiom

domicited &t

hereby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or EMRIQUE ALVAREZ, of Bogoia, Colombia,
wilh cffices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our iiue and lege: rapreseniatives in Bogota,
wilh power to receive noificaiions and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/for GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIC SANTAMARIA andlor
ENRIQUE ALVAREZ, or ihe agenis by any one of
them appoinied, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
nolice authorities of Colombia, in ail proceedings
pertaining to indusiiial property, or which purpese we
authorize them to taks bafore the said authorities all
the necessary steps for the said end; o file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and efiect zil other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requiremenis and, in shert, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
oppositicn, where the proceedings be passed over to
the couris, we auihorize said agenis o act on our
behalf, 2s complainants as well a5 defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, {o submii ¢ arbitraiors, to desist, fo
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all thal said
representatives and/or the agents by any one of them
appoinied may do for our banefit,

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfar  GUSTAVO  TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIGUE ALVAREZ, to apply
for protacolization of this docurnent and of any power
of altorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

AUG 72004

Given and signad this

CC‘L_ﬂ»&/ »( ‘PL»“ e

No. .y, 21 Picey lly
iy

mea(u{ Athah W !HIdl’I’i’LJ-J TON

Allorney and—A thorised Official

NOTARY SHOULD EXECUTE CTHER SIDE




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 |, comparecio
., @ quien conozcoy
de quien me consta que firmo el anierior documento,
y guien debidamente juramentado declard y dijc que
&l es
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
cumpania nombrada en el docurenic que antecede,
tna socizdad debidamente organizada y existente
cunioiing a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciuwad de Rixensart, Bélgica, legalinenie constiwida
bala  un  pefivdo de duracion que aun o ha
tenminado, que ejerce su objeto social, conferme a

a‘; las leyes de

4] que el declarante esta
il autorizado por dicha Compaiia para conferir ests
4 poder; que el seilo estampado por €l al pis de tal

2o 2T

g
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R A ARSI
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AT
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1

o poder, en nombre vy en rspreseniacion de la
1

capresada Compania, es el sello oficial de elia; v que
o objeto para el cual se confiere esiz instiumenio
esta comprendido dentro del de la sociedad.
£l suscrito Notario ha  visto los Estatutos de
Incorporacion firmados en ;
can frecha , y ceilifica que de
confarmidad con la legislacion de dicho Pais, la
anterior  declaracién  juramentada es  prueba
suficiente de que los hechos sobre que elia versa son
viertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Matary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss
On this day of ‘ 200 '
personally
came

to me known, and Known to me to be the person who
signed the foregeing instiurneni, who being by me
duly swort: did depose and say thai he is the
of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS 5.A., the company named within, a
Corporation crganized and existing under the laws of
the Belgium, domiciied at the City of Rixensart,
Belgium, legaily consiituied for a period of tenure
not yet expired, which =xercises iis corporate
purposes according to the laws of
, that the deponent is
authorized by said Company to conier this power of
attorngy; that the seal afiixed hersunto by the
deponent in the nams and con behalf of said
Corporation is vie corporaie seal therecf, and that the
purpese for which inis instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned MNotary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation exacuted at
, under dats of ,
and hereby certifies that under the laws of said
Country the foregoing acknowisdgment is sufficient
proof that the facts thisrein contained are true, which
he attests.
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This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.

It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

|:| atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
2. |:| Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)
3. Unity of invention is lacking (see Box No I11)

4. With regard to the title,
|:| the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:
CYTOMEGALOVIRUS GB ANTIGEN

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
|:| as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. none of the figures is to be published with the abstract
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Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)
1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:
a. (means)
D onh paper
in electronic form
b.  (time)
in the international application as filed
D together with the international application in electronic form
D subsequently to this Authority for the purpose of search
2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the

application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2011/068040
Box No.ll Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. I:' Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. I:' Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. I:' As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

1-28, 31, 32, 39(completely); 30, 33-38, 40-49(partially)

4. |:| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:' No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K39/245 C07K14/045
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, EMBL, BIOSIS, WPI Data, EMBASE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

FOR MICROBIOLOGY, US,
vol. 74, no. 3,

1383-1392, XP001118928,

ISSN: 0022-538X, DOI:
10.1128/JV1.74.3.1383-1392.2000
the whole document

A B RES FOUNDATION [US])

26 March 2009 (2009-03-26)
cited in the application

page 6, line 17 - line 28

page 9, line 10 - page 11, line

CYTOMEGALOVIRUS GLYCOPROTEIN B",
JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERICAN SOCIETY

1 February 2000 (2000-02-01), pages

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
A SINGH J ET AL: "CHARACTERIZATION OF A 1-28,30,
PANEL OF INSERTION MUTANTS IN HUMAN 31,33-49

A WO 2009/037359 Al (SANOFI PASTEUR [FR]; U 1-28,30,

31,33-49

15
-/--

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merr:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

26 March 2012

Date of mailing of the international search report

10/04/2012

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Montero Lopez, B
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Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

WO 96/04382 A2 (CHIRON CORP [US])

15 February 1996 (1996-02-15)

page 29, line 22 - page 35, line 10;
figure 10

M. BACKOVIC ET AL: "Hydrophobic Residues
That Form Putative Fusion Loops of
Epstein-Barr Virus Glycoprotein B Are
Critical for Fusion Activity",

JOURNAL OF VIROLOGY,

vol. 81, no. 17,

1 September 2007 (2007-09-01), pages
9596-9600, XP55015633,

ISSN: 0022-538X, DOI: 10.1128/JVI.00758-07
abstract

the whole document

SPECKNER ANDREA ET AL: "The antigenic
domain 1 of human cytomegalovirus
glycoprotein B contains an intramolecular
disulphide bond",

JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY,

vol. 81, no. 11, November 2000 (2000-11),
pages 2659-2663, XP002672059,

ISSN: 0022-1317

page 2659, right-hand column, paragraph 3
- page 2661, left-hand column, paragraph
1; figure 1

SCHEFFCZIK<A> H ET AL: "Multimerization
potential of the cytoplasmic domain of the
human cytomegalovirus glycoprotein B",
FEBS LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL,
vol. 506, no. 2,

5 October 2001 (2001-10-05), pages
113-116, XP004308710,

ISSN: 0014-5793, DOI:
10.1016/50014-5793(01)02891-5

page 114, right-hand column, paragraph 3 -
page 115, right-hand column, last
paragraph

BRITT WILLIAM J ET AL: "Antigenic domain
1 is required for oligomerization of human
cytomegalovirus glycoprotein B",

JOURNAL OF VIROLOGY,

vol. 79, no. 7, April 2005 (2005-04),
pages 4066-4079, XP055022639,

ISSN: 0022-538X

page 4067, left-hand column, paragraph 2
page 4068, left-hand column, paragraph 2 -
page 4070, right-hand column, paragraph 1;
figures 3, 4; table 1

1-28,30,
31,33-49

1-28,30,

31,33-49
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-28, 31, 32, 39(completely); 30, 33-38,
40-49(partially)

CMV gB polypeptide comprising at least a portion of a gB
protein extracellular domain comprising a fusion loop 1
domain and a fusion loop 2 domain, wherein at least one of
the fusion loop domains comprises at least one amino acid
deletion or substitution

2. claims: 29(completely); 30, 33-38, 40-49(partially)

CMV gB polypeptide comprising a deletion of at least 40% of
the leader sequence
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