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DESCRIPCIÓN

Antígeno gB del citomegalovirus

Campo técnico

La presente invención se refiere al campo de la inmunología. En particular, la invención proporciona composiciones 
tales como, por ejemplo, vacunas, así como procedimientos para producir una respuesta inmunitaria específica para 5
citomegalovirus (CMV).

Antecedentes técnicos

El citomegalovirus humano (CMVH) es un virus de ADN ubicuo que pertenece a la familia de los herpesvirus. El 
CMVH está compuesto de un núcleo de ADN, una cápside externa y está cubierto por una membrana lipídica que 
incorpora glucoproteínas específicas del virus.10

El CMVH es endémico en la mayor parte del mundo. Sin embargo, la infección primaria normalmente da como 
resultado la enfermedad subclínica, tras lo cual el virus se vuelve latente, conservando la capacidad para reactivarse 
en cualquier momento posterior. Sin embargo, en dos poblaciones, el CMVH es responsable de afecciones médicas 
graves. El CMVH es una causa importante de defectos congénitos en recién nacidos infectados en el útero. Es la 
causa más común de infección congénita en el mundo desarrollado. Infección congénita se refiere a la infección 15
transmitida de la madre al feto antes del nacimiento del recién nacido. Entre los recién nacidos infectados de forma 
congénita, el 5-10 % tiene síntomas clínicos importantes en el momento del nacimiento, tales como microcefalia, 
calcificaciones intracraneales y hepatitis. Muchos lactantes con infección congénita por CMVH son asintomáticos en 
el momento del nacimiento. Sin embargo, los estudios de seguimiento han demostrado que el 15 % de tales 
lactantes tendrá secuelas, tales como hipoacusia o anomalías en el sistema nervioso central, que producen, en 20
particular, mal rendimiento intelectual. 

La segunda población en riesgo son los pacientes inmunodeprimidos, tales como los que padecen infección por VIH 
y los sometidos a trasplantes. En esta situación, el virus se vuelve en un patógeno oportunista y provoca 
enfermedad grave con una morbididad y mortalidad elevadas. La enfermedad clínica provoca una diversidad de
síntomas, incluidos fiebre, hepatitis, neumonitis y mononucleosis infecciosa.25

Para abordar las enfermedades asociadas con el CMVH, se desarrollan vacunas experimentales que incluyen 
vacunas atenuadas y vacunas de subunidades. En particular, recientemente, en un ensayo clínico de fase II 
(documento WO 2009/037359, N. Engl. J. Med. 2009; 360: 1191-9) se ha probado una vacuna de subunidades que 
comprende una glucoproteína B (gB) modificada con su dominio transmembrana suprimido, combinada con la 
emulsión MF59TM. 30

Sumario de la invención

En un primer aspecto de la presente invención se proporciona un polipéptido gB del citomegalovirus (CMV) que
comprende un dominio transmembrana (TM) no funcional y al menos una porción de un dominio extracelular de la 
proteína gB que comprende un dominio de bucle de fusión 1 (FL1) definido por los aminoácidos Y.I.Y emplazados en 
la posición 155-157 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO:1, o en una posición correspondiente en otros 35
polipéptidos gB del CMV, y un dominio de bucle de fusión 2 (FL2) definido por los aminoácidos W.L.Y emplazados 
en la posición 240-242 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 
polipéptidos gB del CMV, en el que al menos uno de los dominios FL1 y FL2 comprende al menos la deleción o 
sustitución de un aminoácido.

En un segundo aspecto se proporciona un polipéptido gB del CMV que tiene la secuencia seleccionada del grupo 40
que consiste en las secuencias expuestas en: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 10, SEQ ID 
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21.

En un tercer aspecto se proporciona una composición inmunogénica que comprende los polipéptidos gB del CMV de 
la invención, mezclados con un vehículo farmacéutico adecuado.

En un cuarto aspecto se proporciona un polinucleótido que codifica los polipéptidos gB del CMV de la invención. 45

En un quinto aspecto se proporciona un polinucleótido que tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste 
en las secuencias expuestas en: SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ 
ID NO: 13, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 17.

En un aspecto adicional se proporciona un vector recombinante que comprende los polinucleótidos de la invención.

En un aspecto adicional más se proporciona una célula hospedadora transformada con el vector recombinante de la 50
invención.
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En un aspecto adicional más se proporcionan los polipéptidos gB del CMV de la invención para su uso en la 
prevención y/o tratamiento de la infección por CMV.

Descripción de los dibujos

La FIG. 1 es una representación esquemática del polipéptido gB del CMV obtenido de la cepa AD169 que carece 
del dominio transmembrana (gB-deltaTM), así como tres polipéptidos gB del CMV ejemplares desvelados en la 5
misma: (i) gB del CMV con el dominio transmembrana suprimido, en el que ambos bucles de fusión FL1 y FL2 
están mutados (gB-SLP12) (véase la SEQ ID NO: 3), (ii) gB del CMV con el dominio transmembrana suprimido
en el que la mutación de ambos bucles de fusión FL1 y FL2 se combina con la deleción de una región (Del2) en 
el dominio citoplasmático C-terminal, el cual comprende un dominio rico en prolina, un patrón hidrófobo
conservado y una región con carga negativa y altamente hidrófila (gB-SLP12-Del2) (véase la SEQ ID NO: 4), y 10
(iii) gB del CMV con el dominio transmembrana suprimido, en el que la mutación en el bucle de fusión FL1 se 
combina con la deleción de la región descrita anteriormente (Del2) en el dominio citoplasmático C-terminal del 
polipéptido (gB-SLP1-Del2) (véase la SEQ ID NO: 5). gB-SLP12, gB-SLP12-Del2 y gB-SLP1-Del2 comprenden
todos dos mutaciones puntuales adicionales que sustituyen arginina (R) con serina (S) en la posición 50 y 357. 
gB-SLP12-Del2 y gB-SLP1-Del2 comprenden ambos la mutación puntual adicional que sustituye una cisteína (C) 15
con una alanina (A) en la posición 778. TM significa dominio transmembrana. FL1 indica bucle de fusión 1. FL2 
indica bucle de fusión 2. La deleción Del2 comienza con el aminoácido 825 y termina con el aminoácido 877, es 
decir, estos dos aminoácidos son el primero y el último, respectivamente, de la región que se ha suprimido. Los 
números indicados hacen referencia a la posición de los aminoácidos de la secuencia de gB del CMV que 
proceden de la cepa AD169 y que se expone en la SEQ ID NO: 1. 20

La FIG. 2 es una representación esquemática de polipéptidos gB del CMV adicionales ejemplares desvelados en 
la misma. Todos los polipéptidos comprenden los bucles de fusión FL1 y FL2 mutados. Adicionalmente, gB-
SLP12-Delta113 está suprimido tanto del dominio transmembrana como de la parte C-terminal del dominio 
citoplasmático, es decir, los aminoácidos 794 a 906. Adicionalmente, gB-SLP12-Delta725 tiene suprimido el 
dominio citoplasmático completo y conserva parte del dominio transmembrana. LVL759 (o gB-SLP12-Delta725-25
LVL759), LVL776 (o gB-SLP12-Delta725-LVL776) y CD33 (o gB-SLP12-Delta725-CD33) tienen una estructura 
idéntica a gB-SLP12-Delta725, a excepción del extremo N-terminal, en la que la secuencia de aminoácidos varía, 
según se ha indicado. Los números indicados se refieren a la posición de aminoácidos de la secuencia de gB del 
CMV que procede la cepa AD169 y que se expone en la SEQ ID NO: 1. 

La FIG. 3 muestra el mapa del plásmido pMax que corresponde con la construcción gB-SLP12.30

La FIG. 4 muestra el mapa del plásmido pTT5 que corresponde con la construcción gB-SLP12-Delta725.

La FIG. 5 muestra el nivel de expresión y secreción de los tres polipéptidos gB ejemplares distintos expresados 
de forma recombinante en células CHO, en comparación con el nivel de expresión y secreción del polipéptido gB 
del CMV con el dominio transmembrana suprimido de la técnica anterior. Se muestra un análisis de transferencia 
de Western usando un anticuerpo anti-gB que indica el nivel de proteína gB (emplazada en la transferencia entre 35
150 kDa y 100 kDa) presente tanto en las fracciones celulares (que representa la forma no secretada de gB) 
como en los sobrenadantes de cultivo (que representa la forma secretada de gB) derivados de distintos cultivos 
transfectados con las construcciones de gB indicadas. Calle PM: marcador de peso molecular, Calle A: fracción 
celular (C-Fr) de un cultivo transfectado con gB-DeltaTM, Calle B: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12, 
Calle C: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP1-Del2, Calle D: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-40
SLP12-Del2, Calle E: Sobrenadante de cultivo (C-Sn) de un cultivo transfectado con gB-DeltaTM, Calle F: C-Sn 
de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Calle G: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP1-Del2, Calle H: 
C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Del2.

La FIG. 6 muestra el nivel de expresión y secreción de tres polipéptidos gB ejemplares distintos en conformidad
con la presente invención, gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725, que se expresaron de forma 45
recombinante en células CHO, en comparación con el nivel de expresión y secreción del polipéptido gB del CMV
con el dominio transmembrana suprimido de la técnica anterior. Se muestra un ensayo de ELISA cuantitativo 
usando un anticuerpo anti-gB que presenta el nivel de proteína gB presente tanto en las fracciones celulares 
(barras negras - que representan la forma no secretada de gB) como en los sobrenadantes de cultivo (barras 
grises - que representan la forma secretada de gB). 50

La FIG. 7 muestra el nivel de expresión y secreción de polipéptidos gB ejemplares adicionales en conformidad 
con la presente invención, que se expresaron de forma recombinante en células CHO. Se muestran tres análisis 
de transferencia de Western usando un anticuerpo anti-gB que presenta el nivel de proteína gB (emplazada en la 
transferencia entre 150 kDa y 100 kDa) presente tanto en las fracciones celulares (C-Fr, que representa la forma 
no secretada de gB) como en los sobrenadantes de cultivo (C-Sn, que representa la forma secretada de gB) 55
derivados de distintos cultivos transfectados con las construcciones de gB indicadas. FIG. 7A – Calles A, B, E, 
F, I, J, M y N representan la cantidad de proteína presente en 2600 células totales. Las calles C, D, G, H, K, L, 
O y P representan la cantidad de proteína presente en 520 células totales. Calle PM: marcador de peso 
molecular, Calles A y C: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-DeltaTM, Calles B y D: C-Sn de un cultivo 
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transfectado con gB-DeltaTM, Calles E y G: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Calles F y H: C-Sn 
de un cultivo transfectado con gB-SLP12, Calles I y K: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta 725, 
Calles J y L: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725, Calles M y O: C-Fr de un cultivo 
transfectado con gB-Delta725 (que tiene los bucles de fusión intactos), Calles N y P: C-Sn de un cultivo 
transfectado con gB-Delta725 (que tiene los bucles de fusión intactos). FIG. 7B - Las calles 1, 2, 5, 6, 1’, 2’, 5’ y 5
6’ representan la cantidad de proteína presente en 2600 células totales. Las calles 3, 4, 7, 8, 3’, 4’, 7’ y 8’
representan la cantidad de proteína presente en 520 células totales. Calle PM: marcador de peso molecular, 
Calles 1 y 3: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725, Calles 2 y 4: C-Sn de un cultivo 
transfectado con gB-SLP12-Delta72, Calles 5 y 7: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-Delta725 (que tiene los 
bucles de fusión intactos), Calles 6 y 8: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-Delta725 (que tiene los bucles de 10
fusión intactos), Calles 1’ y 3’: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta 113, Calles 2’ y 4’: C-Sn de 
un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113, Calles 5’ y 7’: C-Fr de un cultivo transfectado con gB-Delta113 
(que tiene los bucles de fusión intactos), Calles 6’ y 8’: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113 
(que tiene los bucles de fusión intactos).

La FIG. 8 muestra el nivel de expresión y secreción de polipéptidos gB ejemplares adicionales en conformidad15
con la presente invención, que se expresaron de forma recombinante en células CHO. FIG. 8A - Se muestra un 
análisis de transferencia de Western usando un anticuerpo anti-gB que presenta el nivel de proteína gB 
(emplazada en la transferencia entre 150 KDa y 100 kDa) presente tanto en las fracciones celulares (C-Fr, que 
representa la forma no secretada de gB) como los sobrenadantes de cultivo (C-Sn, que representa la forma 
secretada de gB) derivados de distintos cultivos transfectados con las construcciones de gB indicadas. Las calles 20
a, b, c, d, i, j, k e l representan la cantidad de proteína presente en 11700 células totales, mientras que las calles 
e, f, g, h, m, n, o y p representan la cantidad de proteína presente en 5100 células totales. Calle PM: marcador 
de peso molecular, Calles a y e: C-Sn de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725, Calles i y m: C-Fr de 
un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725, Calles b y f: C-Sn de un cultivo transfectado con CD33, Calles j 
y n: C-Fr de un cultivo transfectado con CD33, Calles c y g: C-Sn de un cultivo transfectado con LVL759, Calles 25
k y o: C-Fr de un cultivo transfectado con LVL759, Calles d y h: C-Sn de un cultivo transfectado con LVL776, 
Calles l y p: C-Fr de un cultivo transfectado con LVL776. FIG. 8B - Se muestra un ensayo de ELISA cuantitativo 
usando un anticuerpo anti-gB que presenta el nivel de proteína gB presente tanto en las fracciones celulares 
(barras negras - que representan la forma no secretada de gB) como en los sobrenadantes de cultivo (barras 
grises - que representan la forma secretada de gB). 30

La FIG. 9 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2, según se 
analiza mediante reticulación inducida por glutaraldehído, tras su expresión recombinante en células CHO. Se 
muestra una imagen de un gel de poliacrilamida. Las flechas indican multímeros de distintos tamaños. Se han 
usado dosis crecientes (0, 0,5, 1 %) de glutaraldehído. Calle PM: marcador de peso molecular, Calle A: gB-
DeltaTM - glutaraldehído al 0 %, Calle B: gB-DeltaTM - glutaraldehído al 0,5 %, Calle C: gB-DeltaTM -35
glutaraldehído al 1 %, Calle D: gB-SLP12 – glutaraldehído al 0 %, Calle E: gB-SLP12 – glutaraldehído al 0,5 %,
Calle F: gB-SLP12 – glutaraldehído al 1 %, Calle G: gB-SLP1-Del2 – glutaraldehído al 0 %, Calle H: gB-SLP1-
Del2 – glutaraldehído al 0,5 % y Calle I: gB-SLP1-Del2 – glutaraldehído al 1 %.

La FIG. 10 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2, según se 
analiza mediante ultracentrifugación analítica (UCA), tras su expresión recombinante en células CHO. Los picos 40
representan multímeros de tamaños variables, tal como se indica. El porcentaje de multímeros identificados 
dentro de cada población polipeptídica también se especifica, como se indica.

La FIG. 11 muestra el perfil de producto de polipéptidos gB del CMV ejemplares adicionales, como se indica y 
según se analiza mediante ultracentrifugación analítica (UCA), tras su expresión recombinante en células CHO. 
Los picos representan multímeros de tamaños variables, como se indica. También se especifica el porcentaje de 45
multímeros identificados dentro de cada población polipeptídica, como se indica. FIG. 11A - presenta el perfil de 
producto del polipéptido gB-SLP12-Delta113 (indicado en la figura como gB-Delta113) obtenido en presencia o 
ausencia de Pluronic. FIG. 11B - presenta el perfil de producto del polipéptido gB-SLP12-Delta725 (indicado en 
la figura como gB-Delta725) obtenido en presencia o ausencia de Pluronic.

La FIG. 12 muestra un análisis de péptido mediante mapeo de EM/EM del extremo N-terminal de los polipéptidos 50
indicados generados tras su expresión recombinante y secreción en células CHO, y después de haberse
escindido la secuencia señal. La FIG. 12A indica la abundancia relativa de los distintos polipéptidos que tienen 
un aminoácido N-terminal distinto dentro de la población de gB-SLP12-Delta725 expresada de forma 
recombinante después de haberse escindido la secuencia señal. La FIG. 12B indica la abundancia relativa de los 
distintos polipéptidos que tienen un aminoácido N-terminal distinto presente dentro de la población de gB-SLP12-55
Delta725-LVL759 expresado de forma recombinante después de haberse escindido la secuencia señal. La FIG 
12C indica la abundancia relativa de los distintos polipéptidos que tienen un aminoácido N-terminal distinto 
presente dentro de la población de gB-SLP12-Delta725-LVL776 expresado de forma recombinante después de 
haberse escindido la secuencia señal. La FIG. 12D indica la abundancia relativa de los distintos polipéptidos que 
tienen un aminoácido N-terminal distinto presente dentro de la población de gB-SLP12-Delta725-CD33 60
expresado de forma recombinante después de haberse escindido la secuencia señal.

E11768058
25-07-2017ES 2 635 014 T3

 



5

La FIG. 13 muestra el perfil de producto de los polipéptidos gB-DeltaTM, gB-S50-deltaTM y gB-SLP12, tras su 
expresión recombinante en células CHO, según se analiza mediante cromatografía de exclusión por tamaño 
basada en UV (CET-UV). Los picos representan multímeros del tamaño indicado.

La FIG. 14 muestra un análisis de transferencia de Western usando un anticuerpo anti-gB o un anticuerpo anti-
His que presenta el nivel de proteína gB después de que los polipéptidos indicados se expresaran de forma 5
recombinante, se secretaran, se purificaran y se desglucosilaran. La FIG. 14A corresponde a gB-DeltaTM y 
muestra una transferencia de Western explorada con un anticuerpo anti-gB. La FIG. 14B corresponde a gB-
SLP12 y muestra una transferencia de Western explorada con un anticuerpo anti-His (calle 2) y con un 
anticuerpo anti-gB (calle 3). La FIG. 14C corresponde a gB-SLP12-Delta113 y muestra una transferencia de 
Western explorada con un anticuerpo anti-His (calle A) y con un anticuerpo anti-gB (calle B). La FIG. 14D10
corresponde a gB-SLP12-Delta725 y muestra una transferencia de Western explorada con un anticuerpo anti-His 
(calle C) y con un anticuerpo anti-gB (calle D).

La FIG. 15 presenta datos de inmunogenicidad. La FIG. 15A muestra títulos neutralizantes inducidos tras la 
administración de los polipéptidos indicados formulados para inyección. La FIG. 15B muestra títulos de 
anticuerpos anti-gB por ELISA, inducidos tras la administración de los polipéptidos indicados formulados para 15
inyección. 

La FIG. 16 muestra las secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 21, tal como se describe más adelante.

Descripción de los listados de secuencias

SEQ ID NO: 1 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB de longitud completa de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 2 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-DeltaTM de la cepa AD169 del CMV.20
SEQ ID NO: 3 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 4 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Del2 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 5 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP1-Del2 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 6 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 7 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP1-Del2 de la cepa AD169 del CMV.25
SEQ ID NO: 8 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP1-Del2 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 9 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12-Delta725 de la cepa AD169 del 
CMV.
SEQ ID NO: 10 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 11 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12-Delta113 de la cepa AD169 del 30
CMV.
SEQ ID NO: 12 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta113 de la cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 13 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL759 (o LVL759) de la 
cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 14 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL759 (LVL759) de la cepa 35
AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 15 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL776 (o LVL776) de la 
cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 16 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL776 (o LVL776) de la cepa 
AD169 del CMV.40
SEQ ID NO: 17 - Secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33 (o CD33) de la 
cepa AD169 del CMV.
SEQ ID NO: 18 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33 (o CD33) de la cepa AD169 
del CMV.
SEQ ID NO: 19 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL759 (o LVL759) de la cepa 45
AD169 del CMV en su forma madura.
SEQ ID NO: 20 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-LVL776 (o LVL776) de la cepa 
AD169 del CMV en su forma madura.
SEQ ID NO: 21 - Secuencia de aminoácidos del polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33 (o CD33) de la cepa AD169 
del CMV en su forma madura.50

Descripción detallada

La presente invención se refiere a un polipéptido gB del CMV nuevo que presenta una inmunogenicidad excelente y 
características de procedimiento superiores. El polipéptido gB de la invención es particularmente adecuado como 
antígeno para la inclusión en una composición inmunogénica, tales como vacunas. En particular, el polipéptido gB 
de la invención presenta un perfil de producto homogéneo mejorado. De hecho, los inventores han observado que,55
tras la expresión, los polipéptidos gB de la técnica anterior, tales como el polipéptido gB que carece del dominio 
transmembrana (gB-DeltaTM), se ensamblaban en multímeros de distintos tamaños, incluidos multímeros de alto 
peso molecular, haciendo heterogénea a la población. También observaron que el perfil de multímero no era 
consistente, dado que la proporción de multímeros de un tamaño dado variaba de un experimento a otro. Este tipo 
de variabilidad e inconsistencia no es aceptable en términos de formulaciones de vacunas. Por lo tanto, sigue 60
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existiendo la necesidad de un polipéptido gB del CMV que presente un producto mejorado de perfil homogéneo y 
consistente. Además, la agregación en multímeros de alto peso molecular puede tener un impacto negativo sobre el 
posterior procedimiento de purificación del polipéptido recombinante, dado que la agregación puede conducir, en 
particular, a una forma menos soluble del polipéptido. Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de un polipéptido 
gB del CMV que presente características de procedimiento mejoradas.5

En el documento EP 0 802 979 se describe un polipéptido gB del CMV que carece del dominio transmembrana.

Sorprendentemente, los presentes inventores han observado que la introducción de mutaciones en regiones 
específicas de tal polipéptido gB del CMV que carece del dominio transmembrana, da como resultado un producto 
de perfil mejorado, de manera que la población no sólo es más homogénea que el correspondiente polipéptido no 
mutado, sino que también presenta un perfil que es consistente de un experimento a otro. En particular, se reducen 10
los multímeros de alto peso molecular y se aumenta la proporción de trímeros en un factor del doble. Normalmente, 
los trímeros representan al menos el 50 %, adecuadamente al menos el 60 % y más adecuadamente al menos el 
70 % de la población de polipéptidos gB del CMV de la presente divulgación. Estas mutaciones no afectan al nivel 
de expresión ni al nivel de secreción de los mutantes resultantes, en comparación con el polipéptido gB del CMV que 
carece del dominio transmembrana. Estas mutaciones se emplazan fuera de los epítopos antigénicos de gB del 15
CMV que se sabe que son responsables de inducir una respuesta inmunitaria. El cambio observado desde una 
población en la que los polipéptidos ensamblados en multímeros de alto peso molecular, tal como el polipéptido de 
la técnica anterior que carece del dominio transmembrana, a una población en donde los polipéptidos tienen un perfil 
de trimerización mejorado, se asocia con una purificación más fácil y mejor de los polipéptidos. En particular, los 
inventores han observado que el rendimiento de la purificación de los polipéptidos de acuerdo con la invención es 20
significativamente mayor que el rendimiento de la purificación obtenido con el polipéptido gB del CMV de la técnica 
anterior que carece del dominio transmembrana. La mejora del rendimiento es de al menos el doble y, posiblemente, 
de al menos el triple al quíntuple. De forma adicional, se ha demostrado que mutaciones adicionales en los 
polipéptidos nuevos en conformidad con la invención dan como resultado polipéptidos que se expresan y se 
secretan de forma más eficaz que los polipéptidos de la técnica anterior. Dicha propiedad presenta una ventaja 25
significativa en términos de producción de antígeno para la fabricación de vacunas, un campo en el cual la 
producción de antígeno es normalmente un factor limitante. 

Los inventores también han observado que los polipéptidos gB de la técnica anterior, tal como un polipéptido gB del 
CMV que carece del dominio transmembrana, presentaban heterogeneidad en los extremos N-terminal y C-terminal 
del polipéptido. De hecho, observaron que se producía un recorte en el dominio citoplasmático C-terminal de gB, lo 30
que daba como resultado al menos dos formas distintas del polipéptido, que tenían un tamaño distinto después de la 
expresión recombinante en las células y su secreción. Para el fin de la inclusión en una composición inmunogénica, 
tal como en una vacuna, es preferente tener una población homogénea de polipéptidos gB, en el sentido de que está 
constituida principalmente por una única forma. Los inventores descubrieron que cuando se suprimía al menos parte 
del dominio citoplasmático C-terminal el recorte ya no se producía y la población de polipéptidos resultante estaba 35
constituida principalmente por una única forma de gB. 

De forma similar, se observó que los polipéptidos gB de la técnica anterior, tal como el polipéptido gB del CMV que 
carece del dominio transmembrana, presentaban heterogeneidad en la parte N-terminal del polipéptido. De hecho, 
los inventores observaron que la secuencia señal, tras la expresión recombinante y la secreción de los polipéptidos, 
se escindía por una peptidasa señal en distintas posiciones de aminoácidos, generando así una población de 40
polipéptidos maduros gB que tenían un extremo variable en el extremo N, es decir, una población constituida por 
polipéptidos gB que tienen un aminoácido distinto en el extremo N. Este fenómeno también se denomina “oscilación” 
de la señal peptidasa. Con fines de eficacia, y en particular por consistencia, en el campo de las vacunas es 
importante que un antígeno que se vaya a incluir en una vacuna sea lo más homogéneo posible y esté lo menos 
degradado posible, de modo que los lotes de vacuna sean reproducibles y consistentes. 45

Debe entenderse, en el sentido de la presente invención, que un perfil de producto homogéneo mejorado significa 
que la población de polipéptidos gB del CMV de la invención, tras su expresión recombinante, está constituida por al 
menos el 50 % de trímeros, por ejemplo, según se mide por ultracentrifugación analítica (véase el Ejemplo 2, sección 
1.2). Normalmente, una preparación que comprende una población de polipéptidos gB del CMV de la invención está 
constituida por al menos el 50 %, adecuadamente al menos el 60 % y más adecuadamente al menos el 70 % de 50
trímeros. En la presente memoria descriptiva, tal perfil de al menos 50 % de trímeros también se denominará “un 
perfil de trimerización mejorado” o “un perfil enriquecido en trímeros”. Estas expresiones se deben considerar que 
son sinónimas e intercambiables. 

Al referirse a “homogeneidad/heterogeneidad” en la parte C-terminal de los polipéptidos, una población heterogénea 
significa que la población está constituida por al menos dos polipéptidos que tienen tamaños distintos, mientras que 55
una población homogénea debe entenderse como una población constituida principalmente por un único polipéptido 
de un tamaño dado.

Al referirse a “homogeneidad/heterogeneidad” en la parte N-terminal de los polipéptidos, una población heterogénea 
significa que la población está constituida por distintos polipéptidos maduros comenzando cada uno con un 
aminoácido distinto en el extremo N. Por el contrario, en conformidad con la invención, una población homogénea 60
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debe entenderse como una población constituida principalmente por un único polipéptido maduro que comienza, 
invariablemente, con un dado aminoácido idéntico en el extremo N-terminal. En la presente invención, un polipéptido 
“maduro” se refiere a un polipéptido en el que la secuencia señal se ha escindido. Normalmente, en una población 
homogénea en el N-terminal en el sentido de la presente invención, más del 30 %, adecuadamente al menos el 
80 %, más adecuadamente del 80 % al 90 %, más adecuadamente al menos 99 % de los polipéptidos maduros 5
productos tras la escisión de la secuencia señal, comienzan con el mimo aminoácido en el extremo N-terminal. Por 
consiguiente, en un aspecto de la divulgación se describe una preparación que comprende una población de 
polipéptidos gB del CMV maduros producidos tras la escisión de la secuencia señal, en la que al menos el 30 %, al 
menos el 80 %, del 80 % al 90 % de los polipéptidos gB maduros comprenden el mismo aminoácido en el extremo 
N-terminal. En particular, los polipéptidos maduros descritos en la divulgación comienzan adecuadamente con una 10
serina o una histidina en la posición N-terminal.

gB es una glucoproteína B de la envoltura que tiene numerosos papeles, una de las cuales es la participación en la 
fusión del citomegalovirus con las células hospedadoras. La codifica el gen UL55 del genoma del CMVH. El tamaño 
de la forma nativa de gB depende del tamaño de la fase de lectura abierta (ORF), que puede variar un poco de 
acuerdo con la cepa. Por ejemplo, la ORF de la cepa AD169, que tiene una longitud de 2717 pb, codifica una gB de 15
longitud completa de 906 aminoácidos, mientras que la ORF de la cepa Towne codifica una gB de longitud completa 
de 907 aminoácidos. Aunque la presente invención se puede aplicar a las proteínas gB que proceden de cualquier 
cepa del CMV, para facilitar su comprensión, al referirse a las posiciones de aminoácidos en la presente memoria 
descriptiva la numeración se proporciona en relación con la secuencia de aminoácidos del polipéptido gB de SEQ ID 
NO: 1 que procede de la cepa AD169, a menos que se indique otra cosa. Sin embargo, la presente invención no se 20
limita a la cepa AD169. Los expertos en la materia pueden determinar posiciones de aminoácidos comparables en 
un polipéptido gB de cualquier otra cepa de CMV, alineando las secuencias de aminoácidos usando algoritmos de 
alineamiento (tal como BLAST) fácilmente disponibles y bien conocidos. Por consiguiente, al referirse a “otros 
polipéptidos gB del CMV”, deben entenderse como polipéptidos gB del CMV de cualquier cepa distinta de AD169. La 
forma nativa de gB de AD169 contiene, en la dirección N-terminal a C-terminal de la proteína (véase también la FIG. 25
1) (i) una secuencia señal de aminoácidos, o péptido señal, que se sabe que participa en el transporte intracelular de 
polipéptidos, que incluye el direccionamiento del polipéptido hacia la secreción, seguido de (ii) una región 
denominada secuencia líder, (iii) un dominio extracelular que contiene un sitio de escisión endoproteolítico de tipo 
furina entre los aminoácidos 456 y 460 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, (iv) un dominio transmembrana y 
(v) un dominio citoplasmático C-terminal. Además, se han identificado tramos de aminoácidos en la secuencia de 30
aminoácidos de gB del CMV como supuestos bucles de fusión, a base del alineamiento de secuencias con proteínas 
gB que proceden de distintos herpesvirus (Backovic y col. 2007. J. Virol. 81(17): 9596-600), tales como el VHS. Los 
bucles de fusión del VHS se determinaron de forma experimental (Hannah, B.P. y col. 2009. J. Virol. 83(13): 6825-
6836). Dichos tramos se denominaron así debido a su participación en la fusión de los virus con las células 
hospedadoras. De acuerdo con la bibliografía anterior, se identificaron dos supuestos bucles de fusión mediante 35
alineamiento de secuencias en gB del CMV, que se denominan FL1 y FL2 en el resto de la memoria descriptiva. 
Dichos bucles de fusión se emplazan en el dominio extracelular de la proteína aguas arriba del dominio 
transmembrana.

Sorprendentemente, los presentes inventores observaron que la alteración de los bucles de fusión FL1 y FL2 de un 
polipéptido gB del CMV que tienen un dominio transmembrana no funcional, mutando aminoácidos específicos, daba 40
como resultado un producto que, tras la expresión, presentaba un perfil de trimerización mejorado, en comparación 
con un polipéptido gB del CMV que tiene un dominio transmembrana no funcional pero que tiene bucles fe fusión 
intactos. Por consiguiente, en un aspecto de la divulgación, el polipéptido gB del CMV comprende la mutación, tal 
como, por ejemplo, sustitución o deleción de aminoácidos, de al menos uno de los bucles de fusión FL1 o FL2, 
posiblemente ambos. Adecuadamente, el polipéptido de la divulgación comprende al menos una sustitución, o 45
deleción, de aminoácidos en el bucle de fusión FL1. Adecuadamente, el polipéptido de la divulgación comprende al 
menos una sustitución, o deleción, de aminoácidos en el bucle de fusión FL2. Más adecuadamente, el polipéptido gB 
del CMV de la divulgación comprende la mutación de ambos bucles de fusión FL1 y FL2. Por ejemplo, el polipéptido 
gB de la divulgación comprende al menos una sustitución, o deleción, de aminoácidos en el bucle de fusión FL1 y al 
menos una sustitución, o deleción, de aminoácidos en el bucle de fusión FL2.50

En el sentido de la presente invención, los aminoácidos que abarcan el bucle de fusión FL1 de gB de AD169 de 
CMV, es decir la secuencia de aminoácidos de FL1, se definen como 155Y.I.Y157 de la secuencia expuesta en la SEQ 
ID NO: 1. Asimismo, los aminoácidos que abarcan el bucle de fusión FL2, es decir, la secuencia de aminoácidos de 
FL2, dentro del significado de la presente invención, se definen como 240W.L.Y242 de la secuencia expuesta en la 
SEQ ID NO: 1. Las correspondientes secuencias de los bucles de fusión FL1 y FL2 se pueden identificar dentro de 55
los polipéptidos gB de otras cepas de CMV mediante, por ejemplo, alineamiento de secuencias. La alteración de 
dichos bucles de fusión incluye cualquier tipo de mutación en relación con estos tripletes de aminoácidos, ya sea 
mediante deleción o sustituciones de aminoácidos, lo que da como resultado un producto, tras la expresión 
recombinante, que tiene un perfil mejorado enriquecido en trímeros, es decir, el producto tiene una proporción mayor 
de polipéptidos en una forma trimérica en comparación con la forma no mutada.60

Una mutación adecuada no limitante concerniente a FL1 es la deleción, o sustitución, de al menos uno, 
adecuadamente al menos dos, aminoácidos seleccionados de los aminoácidos 155Y.I.Y157 de la secuencia expuesta 
en la SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV que proceden de distintas 
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cepas, con un aminoácido polar, en particular un aminoácido polar no aromático, más particularmente un aminoácido 
seleccionado del grupo de aminoácidos con carga positiva que consiste en lisina (K), histidina (H) y arginina (R). Por 
consiguiente, en algunos aspectos de la divulgación el polipéptido gB del CMV tiene un bucle de fusión FL1 mutado 
en el que al menos la isoleucina (I156), adecuadamente al menos la tirosina (Y155), adecuadamente al menos la 
tirosina (Y157), se sustituye por una histidina (H), o se suprime. Como alternativa, el polipéptido gB del CMV de la 5
divulgación tiene un bucle de fusión FL1 mutado en el que al menos la tirosina (Y157) está sustituida por una arginina 
(R). En un aspecto de la divulgación, el polipéptido gB del CMV que tiene un dominio transmembrana no funcional, 
tiene un bucle de fusión FL1 mutado en el que al menos la isoleucina (I156) y la tirosina (Y157), están sustituidas por
histidina (H156) y arginina (R157), respectivamente, o están suprimidas. En un aspecto adicional de la divulgación, el 
polipéptido gB del CMV que tiene un dominio transmembrana no funcional tiene un bucle de fusión FL1 mutado en el 10
que al menos la tirosina (Y155) está sustituida por una glicina (G), o está suprimida, de forma opcional en 
combinación con la sustitución, o deleción, de la isoleucina (I156) por una histidina (H) o con la sustitución, o deleción, 
de la tirosina (Y157) por una arginina (R), o en combinación con ambas sustituciones, o supresiones. En una 
realización específica, el polipéptido gB del CMV de la invención que tiene un dominio transmembrana no funcional, 
tiene un bucle de fusión FL1 mutado en el que los tres aminoácidos 155Y.I.Y157 de la secuencia expuesta en SEQ ID 15
NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV que proceden de distintas cepas, están 
sustituidos por los aminoácidos 155G.H.R157. La mutación del dominio FL1 se puede definir de un modo alternativo. 
Como se describe más adelante, la hidrofobicidad de una secuencia de aminoácidos particular se puede determinar 
usando una escala de hidrofobicidad, tal como la escala de Kyte y Dolittle (Kyte y col. 1982. J. Mol. Bio. 157: 105-
132). El dominio FL1 que abarca los aminoácidos 155Y.I.Y157 obtiene una puntuación de +1,9 en dicha escala. En una 20
realización, en el polipéptido gB del CMV de la invención, el tramo de aminoácidos Y.I.Y emplazados en la posición 
155-157 de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB 
del CMV, está sustituido por un tramo de tres aminoácidos que tiene una puntuación de hidrofobicidad inferior a -3, 
inferior a -7 o inferior a -8, según se mide usando la escala de Kyte y Doolittle. Los tres aminoácidos pueden no estar 
sustituidos de forma simultánea, siempre que la puntuación global del tramo de aminoácidos obtenga los valores 25
especificados anteriormente. Por ejemplo, sólo uno o dos aminoácidos del tramo de tres aminoácidos de longitud 
pueden estar sustituidos, calculándose entonces la puntuación a base de la identidad de los aminoácidos 
sustituidos, es decir, uno o dos, más la identidad de los nativos, dos o uno, respectivamente. 

Una mutación adecuada no limitante concerniente al bucle de fusión FL2 es la deleción, o sustitución, de al menos 
uno, adecuadamente al menos dos, aminoácidos seleccionados de 240W.L.Y242 de la secuencia expuesta en SEQ ID 30
NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV que proceden de distintas cepas, con un 
aminoácido con carga positiva seleccionado del grupo que consiste en lisina (K), histidina (H) y arginina (R), 
adecuadamente una histidina (H). Por consiguiente, en algunos aspectos de la divulgación, el polipéptido gB del 
CMV de la invención tiene un bucle de fusión FL2 mutado en el que al menos la tirosina (Y242), adecuadamente al 
menos la leucina (L241), adecuadamente al menos el triptófano (W240), está sustituido por una histidina (H), o esta 35
suprimido, de forma opcional en combinación con un bucle de fusión FL1 mutado como se describe anteriormente. 
En realizaciones particulares, el polipéptido gB del CMV de la invención tiene un bucle de fusión FL2 mutado en el 
que los tres aminoácidos 240W.L.Y242 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente 
en otros polipéptidos gB del CMV que proceden de distintas cepas, están sustituidos por los aminoácidos 
240A.F.H242, de forma opcional en combinación con mutaciones de FL1 tal como se describe anteriormente.40

Las mutaciones relacionadas con los bucles de fusión FL1 y/o FL2 no se limitan a las mutaciones descritas 
anteriormente. Se pueden realizar mutaciones adicionales, además de las descritas anteriormente, tales como, por 
ejemplo, mutar los aminoácidos que rodean a los tripletes anteriores 155Y.I.Y157 y 240W.L.Y242 de la secuencia 
expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una correspondiente posición en otros polipéptidos gB del CMV que proceden de 
distintas cepas, siempre que el polipéptido mutante resultante presente un perfil mejorado enriquecido en trímeros, y 45
dichas mutaciones adicionales no interfieran en la producción (expresión y secreción), procesamiento o estabilidad 
del polipéptido, cuando se expresa de forma recombinante en las células hospedadoras.

Los presentes inventores también han observado que la combinación de la mutación de al menos un bucle de fusión 
(FL1 y/o FL2), tal como cualquiera de las mutaciones descritas anteriormente, con una mutación adicional en el 
dominio citoplasmático C-terminal del polipéptido, también proporcionaba un polipéptido gB del CMV con un perfil de 50
trimerización mejorado. En el sentido de la presente invención, debe entenderse el dominio citoplasmático C-terminal 
de un polipéptido gB del CMV como el dominio emplazado aguas abajo del dominio transmembrana (véase también 
la Fig. 1). En particular, la mutación adicional en el dominio citoplasmático C-terminal concierne adecuadamente a la 
deleción de una región hidrófoba, adecuadamente una región rica en prolina, adecuadamente una región con carga 
negativa altamente hidrófila, posiblemente a todas ellas. Como ejemplo no limitante, una mutación adecuada 55
corresponde a la deleción de los aminoácidos 825 a 877 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, que se 
denomina Del2. La delimitación de la secuencia anterior que se suprime no se limitada estrictamente a la posición de 
aminoácidos 825 a 877 y puede variar, siempre que el polipéptido mutante resultante presente un perfil mejorado 
enriquecido en trímeros, y no se vea afectado en términos de producción, procesamiento o estabilidad cuando se 
exprese de forma recombinante en las células hospedadoras. Por consiguiente, en algunos aspectos de la 60
divulgación, el polipéptido gB del CMV comprende la mutación de al menos un bucle de fusión (FL1 y/o FL2), 
adecuadamente FL1, y la deleción de al menos una región hidrófoba, una región rica en prolina y una región 
altamente hidrófila en el dominio citoplasmático C-terminal, en particular la deleción de los aminoácidos 825 a 827 
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(Del2) de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1.

La hidrofobicidad de una secuencia de aminoácidos, o de un fragmento de la misma, está estipulada por el tipo de 
aminoácidos que componen esta secuencia o un fragmento de la misma. Normalmente, los aminoácidos se 
clasifican en distintos grupos de acuerdo con sus cadenas laterales. Por ejemplo, algunas cadenas laterales se 
consideran no polares, es decir hidrófobas, mientras que otras se consideran polares. En el sentido de la presente 5
invención, alanina (A), glicina (G), valina (V), leucina (L), isoleucina (I), metionina (M), prolina (P), fenilalanina (F) y 
triptófano (W) se consideran parte de los aminoácidos hidrófobos, mientras que serina (S), treonina (T), asparagina 
(N), glutamina (Q), tirosina (Y), cisteína (C), lisina (K), arginina (R), histidina (H), ácido aspártico (D) y ácido 
glutámico (E) se consideran parte de los aminoácidos polares. Con independencia de su hidrofobicidad, los 
aminoácidos también se clasifican en subgrupos basados en las propiedades comunes compartidas por sus 10
cadenas laterales. Por ejemplo, fenilalanina, triptófano y tirosina se clasifican en conjunto como aminoácidos 
aromáticos y se considerarán aminoácidos aromáticos dentro del significado de la presente invención. Aspartato (D) 
y glutamato (E) son parte de los aminoácidos ácidos o con carga negativa, mientras que lisina (K), arginina (R ) e 
histidina (H) son parte de los aminoácidos básicos o con carga positiva, y se considerarán como tales en el sentido 
de la presente invención. Están disponibles escalas de hidrofobicidad que usan las propiedades hidrófobas e 15
hidrófilas de cada uno de los 20 aminoácidos y asignan una puntuación hidrofóbica a cada aminoácido, creando así 
una clasificación de hidrofobicidad. Únicamente como ejemplo ilustrativo se puede citar la escala de Kyte y Dolittle 
tratada anteriormente (Kyte y col. 1982. J. Mol. Bio. 157: 105-132). Esta escala permite calcular la hidrofobicidad 
promedio dentro de un segmento de longitud predeterminada. Por consiguiente, el experto en la materia puede 
identificar regiones hidrófobas en una secuencia de aminoácidos como posibles dianas para mutación en 20
conformidad con la presente invención. La capacidad de la mutación de dichas regiones para inducir un perfil de 
producto mejorado de la proteína mutante resultante, es decir, favoreciendo la proporción de trímeros en la 
población, se puede analizar como se describe a continuación. La mutación de una región hidrófoba puede consistir 
en una deleción de dicha región como se indica anteriormente, o parte de ella, o en mutaciones puntuales que 
sustituyen aminoácidos hidrófobos con aminoácidos polares en dicha región. La relevancia de la mutación se 25
determinará analizando el efecto resultante de dicha mutación sobre el perfil de producto del polipéptido mutado, 
tras la expresión recombinante en las células hospedadoras, es decir una mutación relevante es inducir un perfil 
mejorado enriquecido en trímeros, en el que al menos el 50 %, adecuadamente al menos el 60 % y más 
adecuadamente al menos el 70 % de los trímeros está presente en la población del polipéptido mutado. Los 
inventores observaron que el dominio citoplasmático C-terminal se podía suprimir en un grado variable al tiempo que 30
se mantenía el perfil de producto mejorado, como describe anteriormente. Por consiguiente, la presente divulgación 
describe polipéptidos gB del CMV en los que adecuadamente se suprime el 10 %, más adecuadamente el 20 %, 
más adecuadamente el 60 %, más adecuadamente el 80 %, más adecuadamente el 90 % de los aminoácidos del 
dominio citoplasmático. Posiblemente se puede suprimir el dominio citoplasmático completo. En particular, los 
inventores observaron que cuando se suprime al menos el 70 %, adecuadamente al menos el 80 %, o más, del 35
dominio citoplasmático, los polipéptidos gB del CMV resultantes mostraban un mejor nivel de expresión y secreción 
cuando se expresaban de forma recombinante en las células hospedadoras. Por consiguiente, en algunas 
realizaciones, los polipéptidos gB del CMV de la invención comprenden la mutación de al menos un bucle de fusión 
(FL1 y/o FL2), adecuadamente FL1, o posiblemente ambos, y la deleción del dominio citoplasmático completo, por 
ejemplo los aminoácidos 776 a 906 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente 40
en otros polipéptidos gB del CMV. 

Se puede usar para controlar el perfil de producto y, por lo tanto, para determinar si dadas mutaciones confieren un 
perfil de producto mejorado tal como se describe anteriormente, cualquier procedimiento que permita discriminar los 
componentes en una población, tales como polipéptidos purificados que posiblemente se agreguen entre sí, de 
acuerdo con su tamaño o densidad. Los procedimientos adecuados se pueden basar en la sedimentación, tal como 45
la ultracentrifugación analítica (UCA), o en la cromatografía, en particular la cromatografía de exclusión por tamaño, 
tal como la cromatografía de exclusión por tamaño basada en UV (CET-UV). Como alternativa, un procedimiento 
para evaluar el nivel de agregación en una muestra de proteína o polipéptido puede consistir en tratar la muestra con 
un agente de reticulación, para formar enlaces covalentes entre dos proteínas o polipéptidos, o más. 
Adecuadamente, puede usarse glutaraldehído como reticulante. Tras la reticulación, la carga de la muestra en un gel 50
en condiciones desnaturalizantes, tales como SDS-PAGE, y la tinción del gel para observar la presencia de 
proteínas con, por ejemplo, azul de Coomassie o nitrato de plata, presentará agregados, si los hubiere, que se 
separan de acuerdo con su peso molecular. La carga en paralelo de un marcador constituido por proteínas de un 
peso molecular conocido permitirá determinar el peso molecular de los distintos agregados. A condición de que se 
conozca el peso molecular de la unidad mínima, tal como un polipéptido en su forma monomérica, el peso molecular 55
observado de los agregados será indicativo del nivel de multimerización en los agregados. Por ejemplo, el 
polipéptido gB de AD169 de CMV con el dominio transmembrana suprimido tiene una longitud de 838 aminoácidos. 
Si se considera que el peso molecular promedio de un aminoácido es 110 kDa, entonces el peso molecular 
esperado de este polipéptido es 92 kDa. Por lo tanto, si se agrega tal polipéptido, entonces cabría esperar que el 
peso molecular promedio de los multímeros resultantes sea un múltiplo de 92. En particular, si se forman trímeros, el 60
peso molecular promedio esperado de tales trímeros constituidos por 3 moléculas de gB con el dominio 
transmembrana suprimido es 276 kDa.
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Cualquiera de las mutaciones descritas anteriormente en los bucles de fusión FL1 y/o FL2 se pueden combinar con 
mutaciones adicionales. Debe entenderse que los polipéptidos gB del CMV de acuerdo con la presente invención 
tienen un dominio transmembrana no funcional y comprenden mutaciones específicas adicionales, tales como las 
mutaciones de los bucles de fusión. El emplazamiento de un dominio transmembrana dentro de un polipéptido se 
puede predecir a través del uso de programas informáticos capaces de formular una escala hidropatía a partir de la 5
secuencia de aminoácidos, usando las propiedades hidrófobas e hidrófilas de los 20 aminoácidos (Kyte y col. 1982. 
J. Mol. Bio. 157: 105-132). La hidropatía promedio dentro de un segmento de la secuencia de longitud 
predeterminada se calcula de forma continua a medida que el programa se mueve a través de la secuencia.
Después, estas puntuaciones consecutivas de la hidropatía se representan del extremo N al extremo C y se imprime 
una línea de punto medio que corresponde con un promedio de hidropatía grande de las composiciones de 10
aminoácidos encontrados en la mayoría de las proteínas secuenciadas conocidas. Las proteínas unidas a la 
membrana presentan grandes regiones ininterrumpidas en el lado hidrófobo de la línea que corresponden con una 
porción de la secuencia que está incluida en la bicapa lipídica de la membrana. Un dominio transmembrana es 
responsable del anclaje de un polipéptido a la membrana celular. En las glucoproteínas de la envoltura viral, el 
dominio transmembrana normalmente contiene tramos de 20-27 aminoácidos no cargados, principalmente 15
hidrófobos, cerca de la parte C-terminal del polipéptido. Como ejemplo de la aplicación del análisis de hidropatía 
como se describe anteriormente, respecto a gB del CMV, se puede citar la publicación de Spaete y col. (Spaete y 
col., 1988, Virology 167: 207-225). De hecho, los autores identificaron en el polipéptido gB del CMV de las cepas 
AD169 y Towne, un supuesto dominio transmembrana hidrófobo fácilmente evidente como dos picos hidrófobos 
anchos adyacentes cerca del extremo C del polipéptido gB. El primero comprende los aminoácidos 715 a 748 y el 20
segundo los aminoácidos 752 a 772 (la numeración corresponde a la secuencia de aminoácidos del polipéptido gB 
de la cepa AD169, como se representa en SEQ ID NO: 1). Una publicación de Reschke y col. (Reschke y col., 1995, 
J. of Gen. Virology 76: 113-122) identificó de forma alternativa el segundo tramo de los aminoácidos 751 a 771 como 
el supuesto dominio transmembrana de gB del CMV AD169. Por lo tanto, estas dos publicaciones sugieren que el 
supuesto dominio transmembrana de gB del CMV AD169 incluye al menos los aminoácidos 751 a 771 y, 25
posiblemente, los aminoácidos 714 a 771. En el sentido de la presente invención, el dominio transmembrana del 
polipéptido gB del CMV abarca al menos los aminoácidos 701 a 775 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o 
en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV y, así, tiene una longitud de 74 aminoácidos.

Por “un dominio transmembrana no funcional” debe entenderse, dentro del significado de la presente invención, que 
al menos parte del supuesto dominio transmembrana se modifica para permitir la secreción del polipéptido resultante 30
de una célula hospedadora tras la expresión en dicha célula. En un aspecto de la divulgación, el polipéptido gB se 
suprime del dominio transmembrana completo. En aspectos alternativos de la divulgación, los polipéptidos gB del 
CMV conservan una parte del dominio transmembrana. En particular, los polipéptidos gB del CMV conservan al 
menos el 5 %, adecuadamente al menos el 10 %, más adecuadamente al menos el 20 %, más adecuadamente al 
menos el 30 % o al menos el 50 % de los aminoácidos del dominio transmembrana. Por consiguiente, en algunos35
aspectos de la divulgación, al menos el 50 % de la cantidad de aminoácidos del dominio transmembrana se suprime
en los polipéptidos gB del CMV de la invención, se suprime adecuadamente al menos el 70 %, más adecuadamente 
al menos el 80 %, más adecuadamente al menos el 90 % e incluso el 95 % de la cantidad de aminoácidos del 
dominio transmembrana. De acuerdo con una realización, el dominio transmembrana del polipéptido gB del CMV de 
la invención se hace no funcional suprimiendo los aminoácidos 701 a 775 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 40
1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV. A base de la predicción descrita 
anteriormente para determinar el emplazamiento de un dominio transmembrana dentro de un polipéptido, el alcance 
de la deleción puede variar adicionalmente, siempre que el polipéptido gB del CMV suprimido resultante se secrete 
de las células hospedadoras tras la expresión en dichas células. La alteración funcional del dominio transmembrana 
no se limita a la deleción de aminoácidos. La alteración puede consistir en cualquier otro tipo de mutaciones de 45
aminoácidos, tales como inserción y/o sustituciones. Las supresiones, inserciones y sustituciones de aminoácidos 
también se pueden combinar de cualquier modo, siempre que el polipéptido gB del CMV mutado resultante se 
secrete de las células hospedadoras tras la expresión en dichas células. Está dentro de las capacidades del experto 
en la materia evaluar el impacto de una mutación dada, tal como, por ejemplo, la deleción de una parte dada del 
dominio transmembrana, sobre la capacidad del polipéptido mutado resultante para que las células lo secreten. Se 50
puede detectar la secreción de un polipéptido y se puede evaluar el nivel de secreción mediante cualquier técnica 
conocida en la materia. Como ejemplo ilustrativo no limitante, es posible medir por separado el contenido del 
polipéptido expresado que se retiene dentro de las células y que se secreta al sobrenadante del cultivo celular o al 
medio de cultivo celular tras la expresión. Normalmente, tras la expresión se recoge el sobrenadante del cultivo 
celular antes de que las células se lisen de acuerdo con cualquier procedimiento de lisis común, proporcionando así55
dos fracciones, una celular y una de sobrenadante. Después, se puede medir el contenido del polipéptido en cada 
fracción mediante cualquier técnica de detección de proteínas conocida en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se 
puede detectar mediante transferencia de Western o mediante ensayo de ELISA.

Por “que comprende al menos una parte del dominio extracelular” debe entenderse, en el sentido de la presente 
invención, como al menos la parte del dominio extracelular que comprende o abarca los bucles de fusión FL1 y FL2. 60
La cantidad de aminoácidos adicionales fuera de los bucles de fusión en el dominio extracelular puede variar. La 
cantidad adecuada de aminoácidos, o el porcentaje de aminoácidos del dominio extracelular presente en los 
polipéptidos de la invención debería ser tal que los polipéptidos resultantes comprendan los epítopos antigénicos y 
presenten un perfil de trimerización mejorado. Adecuadamente, al menos el 50 %, más adecuadamente al menos el 
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70 %, más adecuadamente al menos el 80 % e incluso el 90 % de los aminoácidos del dominio extracelular, se 
retiene en los polipéptidos de la divulgación, en que el porcentaje abarca necesariamente los bucles de fusión FL1 y 
FL2. En un aspecto de la divulgación, el polipéptido gB del CMV conserva el dominio extracelular completo, cuyo 
dominio comprende al menos una mutación en uno de los dos bucles de fusión FL1 y FL2, posiblemente en ambos. 

Por retención de "al menos una parte del dominio citoplasmático" se entiende la cantidad de aminoácidos necesaria5
para la expresión y la secreción. Adecuadamente, los polipéptidos gB del CMV de la divulgación comprenden al 
menos el 5 %, más adecuadamente al menos el 10 % y puede ser el 20 % o más de aminoácidos del dominio 
citoplasmático. Por consiguiente, en algunas realizaciones se suprime al menos el 80 %, al menos el 90 % o al 
menos el 95 % de los aminoácidos del dominio citoplasmático en los polipéptidos gB del CMV de la invención. En 
una realización adicional, los polipéptidos gB del CMV de la invención tienen suprimido el dominio citoplasmático10
completo.

Las mutaciones del dominio transmembrana, tales como, por ejemplo, supresiones de al menos parte del mismo, se 
pueden combinar con mutaciones del dominio citoplasmático, tales como, por ejemplo, supresiones de al menos 
parte del mismo. En la presente divulgación se contempla cualquier combinación, siempre que el polipéptido gB del 
CMV mutado resultante se secrete de las células hospedadoras tras la expresión en dichas células, como se 15
describe anteriormente, y presente un perfil de trimerización mejorado. Por consiguiente, en realizaciones 
particulares, los polipéptidos gB del CMV de la invención se suprimen tanto del dominio transmembrana completo 
como del dominio citoplasmático completo. En algunos aspectos de la divulgación, los polipéptidos gB del CMV se 
suprimen del dominio transmembrana completo y conservan al menos parte del dominio citoplasmático, tal como, 
por ejemplo, el 10 % del mismo. En aspectos adicionales de la divulgación, los polipéptidos gB del CMV se suprimen20
del dominio citoplasmático completo y conservan al menos el 30 % del dominio transmembrana. 

Sorprendentemente, los inventores observaron que combinando mutaciones de los bucles de fusión FL1 y/o FL2 con 
la deleción de al menos parte del dominio citoplasmático, posiblemente la deleción de todo él, y la deleción de al 
menos parte del dominio transmembrana, posiblemente la deleción de todo él, se proporcionaban polipéptidos que 
se expresaban y secretaban de forma más eficaz que los polipéptidos de la técnica anterior.25

Además, los inventores observaron que la secuencia señal de los polipéptidos de CMV de la técnica anterior, tras la 
expresión recombinante y la secreción de los polipéptidos, se escindía mediante una peptidasa señal en distintas 
posiciones de aminoácidos, generando así una población de polipéptidos gB maduros que tenían un extremo 
variable en el N-terminal, es decir, una población constituida por polipéptidos gB que tienen un aminoácido distinto 
en el extremo N. Sorprendentemente, observaron que la introducción de mutaciones en la secuencia líder del 30
polipéptido gB daba como resultado la escisión de la secuencia señal principalmente en un sitio, generando así una 
población homogénea de polipéptidos gB maduros que tenían el mismo aminoácido en el extremo N. Por 
consiguiente, en un aspecto de la divulgación se describe una preparación que comprende una población de 
polipéptidos gB del CMV maduros producidos tras la escisión de la secuencia señal, en la que al menos el 30 %, al 
menos el 80 %, del 80 % al 90 % de los polipéptidos gB maduros comprenden el mismo aminoácido en el extremo 35
de N-terminal. En particular, los polipéptidos maduros de la invención comienzan adecuadamente con una serina o 
una histidina en la posición N-terminal. Es un objeto de la invención proporcionar un polipéptido gB del CMV que 
comprende una deleción de al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 
90 % de los aminoácidos de la secuencia líder. En una realización se proporciona un polipéptido gB del CMV que 
comprende la deleción de la secuencia líder completa. Los inventores también observaron que la anterior deleción 40
de la secuencia líder se podía combinar con mutaciones que están presentes la secuencia señal, tal como al menos 
una sustitución de aminoácido, adecuadamente en la parte C-terminal del péptido señal. Como alternativa, dicha 
secuencia señal puede comprender al menos una inserción de aminoácido, adecuadamente en la parte C-terminal 
del péptido señal. El alcance de la deleción de la secuencia líder, así como el tipo de mutaciones en la secuencia 
señal, pueden variar siempre que el polipéptido gB resultante, tras la expresión recombinante y la secreción, se 45
escinda mediante una peptidasa señal en un sitio principal, generando así una población de polipéptidos gB 
maduros que tienen el mismo aminoácido en el extremo N. La identidad del aminoácido N-terminal dentro de una 
población de polipéptidos se puede determinar a través de cualquier técnica de secuenciación conocida en la 
técnica. Como alternativa, las distintas formas de polipéptidos dentro de una población de polipéptidos pueden 
someterse a una digestión con tripsina y los distintos péptidos generados se pueden analizar mediante 50
espectroscopia de masas, tal como EM/EM. La comparación con péptidos patrón de secuencias conocidas permitirá 
determinar la composición de aminoácidos de los péptidos digeridos.

Los inventores notaron que la anterior deleción de la secuencia líder y/o la mutación de la secuencia señal se podían 
combinar con cualquiera de las mutaciones descritas anteriormente relacionadas con los dominios de los bucles de 
fusión FL1 y FL2 y/o con la deleción de al menos una parte del dominio TM y/o con la deleción de al menos una 55
parte del dominio citoplasmático, manteniendo aún las propiedades conferidas por cada tipo de mutación, tal como 
un perfil de trimerización mejorado, una expresión y secreción mejores, la ausencia de recorte C-terminal y 
homogeneidad en el extremo N tras la escisión de la secuencia señal, en comparación con los polipéptidos de gB 
del CMV de la técnica anterior, tal como gB-DeltaTM. Por consiguiente, en algunos aspectos de la divulgación, los 
polipéptidos gB del CMV comprenden mutaciones en la secuencia líder, combinadas de forma opcional con 60
mutaciones en la secuencia señal, cualquiera de las mutaciones del dominio FL1 y/o FL2 descritas previamente y 
cualquiera de las mutaciones en el dominio citoplasmático y en el dominio TM desvelada en ese sentido.
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Los polipéptidos gB del CMV de la invención no son de “origen natural” en el sentido de que no están presentes en 
el mismo estado que en la naturaleza, es decir, su secuencia se ha modificado de forma artificial. Los términos 
“polipéptido” o “proteína” se refieren a un polímero en el cual los monómeros son aminoácidos que están unidos a 
través de enlaces amida. Los términos “polipéptido” o “proteína”, como se usan en el presente documento, se 
pretende que abarquen cualquier secuencia de aminoácidos y que incluyan secuencias modificadas, tales como 5
glucoproteínas. Con el término “polipéptido” se pretende incluir específicamente las proteínas tanto de origen natural
como las proteínas que no son de origen natural que se producen de forma recombinante o sintética. El término 
“fragmento”, en referencia a un polipéptido, se refiere a una porción (es decir, una subsecuencia) de un polipéptido.
La expresión "fragmento inmunogénico" se refiere a todos los fragmentos de un polipéptido que conservan al menos 
un epítopo inmunogénico predominante de la proteína o polipéptido de longitud completa de referencia. La 10
orientación dentro de un polipéptido se cita en general en dirección de N-terminal a C-terminal, definida por la 
orientación de los grupos funcionales amino y carboxilo de los aminoácidos individuales. Los polipéptidos se 
traducen desde el N-terminal o extremo amino hacia el C-terminal o extremo carboxilo.

También es posible usar en la presente invención un polipéptido gB como se ha descrito anteriormente, que porta
mutaciones adicionales, tales como, por ejemplo, mutaciones en sitios de escisión endoproteolítica, de modo que 15
dichos sitios se hacen en inútiles. Por ejemplo, el sitio de escisión de furina emplazado alrededor de los aminoácidos 
456 a 460 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB 
del CMV que proceden de distintas cepas, puede estar mutado. Adecuadamente, se realiza al menos una de las 
sustituciones de aminoácido que se selecciona del grupo que consiste en: R456 sustituido por T456, R458 sustituido por 
Q458 y R459 sustituido por T459, con respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1. Por consiguiente, en algunos 20
aspectos de la divulgación, los polipéptidos gB del CMV comprenden mutaciones puntuales adicionales, en las que 
la arginina R456, R458 y R459 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 
polipéptidos gB del CMV que proceden de distintas cepas, están sustituidos por una treonina (T456), un ácido 
glutámico (Q458) y una treonina (T459), respectivamente. En algunos otros aspectos de la divulgación, la arginina en 
la posición 50 y 357 de la secuencia como se expone en SEQ ID NO: 1 se sustituyó por una serina. En otros 25
aspectos adicionales de la divulgación, los polipéptidos gB, en particular los que comprenden una deleción de una 
región hidrófoba en el dominio citoplasmático C-terminal, comprenden una mutación puntual adicional en la que la 
cisteína en la posición 778 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 está sustituida por una alanina.

De forma opcional, para facilitar la expresión y recuperación, el polipéptido gB de la presente invención puede incluir 
un péptido señal en el extremo N. Se puede seleccionar un péptido señal de entre numerosos péptidos señal 30
conocidos en la técnica y normalmente se escoge para facilitar la producción y el procesamiento en un sistema 
seleccionado para la expresión recombinante del polipéptido gB de la presente divulgación. En algunos aspectos, el 
péptido señal es el presente de forma natural en la proteína gB nativa de la cepa AD169, es decir, los aminoácidos 
1-20 de la secuencia como se expone en SEQ ID NO: 1. Como alternativa, el péptido señal puede ser una secuencia 
heteróloga en cuanto a que la secuencia surge de una proteína distinta de gB. Los péptidos señal ejemplares 35
adecuados para su uso en el contexto de los polipéptidos gB del CMV de la divulgación incluyen péptidos señal del 
activador tisular del plasminógeno (tPA), la proteína gD del virus del herpes simple (VHS), la endostatina humana, la 
gp120 del VIH, CD33, Her2Neu humana o la gp350 del virus de Epstein Barr (VEB). Un “péptido señal” es una 
secuencia de aminoácidos corta (por ejemplo, de una longitud de aproximadamente 18-25 aminoácidos) que dirige a 
las proteínas de membrana o secretoras recién sintetizadas hacia y a través de las membranas, por ejemplo del 40
retículo endoplasmático. Los péptidos señal se emplazan, con frecuencia pero no de forma universal, en el extremo 
N de un polipéptido y con frecuencia se escinden mediante peptidasas señal después de que la proteína ha 
atravesado la membrana. Normalmente, esta escisión se considera una etapa en el proceso de la “maduración” de 
proteínas. En particular, una vez que se escinde el péptido señal, la proteína se denomina como en su forma 
“madura”. Normalmente, las secuencias señal contienen tres características estructurales comunes: una región 45
básica polar N-terminal (región n), un núcleo hidrófobo y una región c hidrófila). De acuerdo con un aspecto de la 
divulgación, el polipéptido gB comprende el péptido señal presente de forma natural en gB nativo. En un aspecto 
alternativo de la divulgación, el polipéptido gB de la invención comprende un péptido señal heterólogo, tal como el 
péptido señal de la proteína CD33. Las secuencias señal pueden ser no nativas y pueden comprender mutaciones, 
tales como sustituciones, inserciones o supresiones de aminoácidos. Por consiguiente, en algunos aspectos de la 50
divulgación, en los que los polipéptidos gB comprenden un péptido señal, en particular el péptido señal nativo, dicho 
péptido señal comprende al menos una sustitución de aminoácido, adecuadamente en la parte C-terminal del 
péptido señal. Como alternativa, dicho péptido señal puede comprender al menos una inserción de aminoácido, 
adecuadamente en la parte C-terminal del péptido señal.

De forma opcional, los polipéptidos gB del CMV de la divulgación pueden incluir la adición de una secuencia de 55
aminoácidos que constituye una marca que facilita el posterior procesamiento o purificación de un polipéptido 
expresado de forma recombinante. Dicha marca puede ser una marca antigénica o de epítopo, una marca 
enzimática o una marca de polihistidina. Normalmente, la marca está situada en uno u otro extremo del polipéptido, 
tal como el extremo C o el extremo N del polipéptido. Por consiguiente, en algunos aspectos de la divulgación, los 
polipéptidos gB del CMV comprenden una marca de polihistidina emplazada en el extremo C de los polipéptidos.60
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En determinadas realizaciones, el polipéptido gB del CMV de la invención tiene una secuencia de aminoácidos 
seleccionada de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 18. Como alternativa, en distintas realizaciones, el polipéptido gB del CMV de la 
invención tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada de SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21.

Otro aspecto de la presente divulgación concierne a ácidos nucleicos que codifican los polipéptido gB del CMV de la 5
presente invención. Las células en las que se introducen tales ácidos nucleicos o vectores (es decir, células 
hospedadoras) también son parte de la invención. Las células hospedadoras pueden ser células bacterianas, pero 
más comúnmente serán células eucariotas, tales como células de levaduras (por ejemplo, pichia), células vegetales, 
células de insectos o células de mamífero (por ejemplo, células CHO). En un aspecto de la divulgación, los 
polipéptidos gB del CMV se expresan de forma recombinante en células CHO.10

Los términos “polinucleótido” y “secuencia de ácido nucleico” se refieren a una forma polimérica de nucleótidos de 
una longitud de al menos 10 bases. Los nucleótidos pueden ser ribonucleótidos, desoxirribonucleótidos o formas 
modificadas de cualquier nucleótido. El término incluye formas monocatenarias y bicatenarias de ADN. Por 
“polinucleótido aislado” se entiende un polinucleótido que no es inmediatamente contiguo a ambas secuencias 
codificantes con las que es inmediatamente contiguo (una en el extremo 5’ y una en el extremo 3') en el genoma de 15
origen natural del organismo del que procede. En un aspecto de la divulgación, un polinucleótido codifica un 
polipéptido. La dirección 5’ y 3’ de un ácido nucleico se define haciendo referencia a la conectividad de unidades 
nucleotídicas individuales y se designa en conformidad con las posiciones del carbono del anillo de azúcar 
desoxirribosa (o ribosa). El contenido de información (codificante) de una secuencia polinucleotídica se lee en la 
dirección 5’ a 3’.20

Un ácido nucleico “recombinante” es uno que tiene una secuencia que no es de origen natural o tiene una secuencia 
que está formada por una combinación artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro modo. Esta 
combinación artificial se puede llevar a cabo mediante síntesis química o, más comúnmente, mediante la 
manipulación artificial de segmentos aislados de ácidos nucleicos, por ejemplo mediante técnicas de ingeniería 
genética. Una proteína “recombinante” es una que está codificada por un ácido nucleico heterólogo (por ejemplo, 25
recombinante) que se ha introducido en una célula hospedadora, tal como una célula bacteriana o eucariota. El 
ácido nucleico se puede introducir en un vector de expresión que tenga señales capaces de expresar la proteína 
codificada por el ácido nucleico introducido o el ácido nucleico se puede integrar en el cromosoma de la célula 
hospedadora.

En algunos aspectos de la divulgación, los ácidos nucleicos recombinantes tienen codones optimizados para la 30
expresión en una célula hospedadora procariota o eucariota seleccionada, tal como una célula de mamífero, vegetal 
o de insecto. Para facilitar la replicación y la expresión, los ácidos nucleicos se pueden incorporar en un vector, tal 
como un vector de expresión procariota o eucariota. Aunque los ácidos nucleicos desvelados en el presente 
documento se pueden incluir en una cualquiera de una diversidad de vectores (incluidos, por ejemplo, plásmidos 
bacterianos; ADN de fagos; baculovirus; plásmidos de levadura; vectores obtenidos de combinaciones de plásmidos 35
y ADN de fago, ADN vírico tal como vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, seudorrabia, adenovirus, virus 
adenoasociados, retrovirus y muchos otros), más comúnmente el vector será un vector de expresión adecuado para 
generar productos de expresión polipeptídicos. En un vector de expresión, el ácido nucleico que codifica el 
polipéptido gB del CMV normalmente está dispuesto cerca y con una orientación con respecto a una secuencia de 
control de la transcripción apropiada (promotor y, de forma opcional, uno o más potenciadores) para dirigir la síntesis 40
de ARNm. Es decir, la secuencia polinucleotídica de interés está unida operativamente a una secuencia de control 
de la transcripción apropiada. Los ejemplos de tales promotores incluyen: el promotor inmediato temprano del CMV, 
una LTR o el promotor del SV40, el promotor de polihedrón de baculovirus, el promotor lac o trp de E. coli, el 
promotor PL del fago lambda y el de T7, y otros promotores conocidos que controlan la expresión de genes en 
células procariotas o eucariotas o sus virus. Normalmente, el vector de expresión también contiene un sitio de unión 45
al ribosoma para el inicio de la traducción y un terminador de la transcripción. De forma opcional, el vector incluye 
secuencias adecuadas para amplificar la expresión. Además, los vectores de expresión comprenden, de forma 
opcional, uno o más genes marcadores de selección para proporcionar un rasgo fenotípico para la selección de 
células hospedadoras transformadas, tales como dihidrofolato reductasa, resistencia a neomicina o resistencia a 
kanamicina, para cultivo de células eucariotas, o tales como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.50

El vector de expresión puede incluir también elementos de expresión adicionales para, por ejemplo, mejorar la 
eficiencia de la traducción. Estas señales pueden incluir un codón de iniciación ATG y las secuencias adyacentes. 
En algunos casos, por ejemplo, se insertan un codón de inicio de la traducción y los elementos de secuencia 
asociados en el vector de expresión adecuado de forma simultánea con la secuencia polinucleotídica de interés (por 
ejemplo, un codón de iniciación nativo). En tales casos no se necesitan señales de control de la traducción 55
adicionales. Sin embargo, en los casos en los que sólo se inserta una secuencia codificante de polipéptido, o una 
parte de la misma, para la expresión de la secuencia de gB del CMV se proporcionan señales de control de la 
traducción exógenas, incluido un codón de iniciación ATG. El codón de iniciación se coloca en la fase de lectura 
correcta para garantizar la traducción de la secuencia polinucleotídica de interés. Los elementos transcripcionales 
exógenos y los codones de iniciación pueden ser de diversos orígenes, tanto naturales como sintéticos. Si se desea 60
se puede aumentar adicionalmente la eficacia de la expresión mediante la inclusión de potenciadores apropiados 
para el sistema celular en uso (Scharf y col. (1994) Results Probl Cell Differ 20:125-62; Bitter y col. (1987) Methods 
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in Enzymol 153:516-544).

Se pueden encontrar procedimientos ejemplares suficientes para guiar al experto en la materia en la producción de 
ácidos nucleicos de gB del recombinantes CMV en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª Ed.; 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª ed. Cold 
Spring Harbor Press, 2001; Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 5
1992 (y los suplementos hasta 2003); y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of 
Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 4ª ed., Wiley & Sons, 1999.

Los ácidos nucleicos ejemplares que codifican los polipéptidos gB del CMV de la invención están representados en 
las SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 17. Los expertos en la materia pueden producir variantes adicionales de la 
secuencia que comparten identidad de secuencia con las variantes ejemplares. Normalmente, las variantes de ácido 10
nucleico codificarán polipéptidos que difieren en no más del 1 % o el 2 %, o el 5 %, o el 10 %, o el 15 %, o el 20 %
de los nucleótidos o aminoácidos. Es decir, los polipéptidos codificados comparten al menos el 80 %, o el 85 %, más 
comúnmente, al menos aproximadamente el 90 % o más, tal como el 95 %, o incluso el 98 % o el 99 % de identidad 
de secuencia. Los expertos en la materia entenderán inmediatamente que las secuencias polinucleotídicas que 
codifican los polipéptidos gB del CMV pueden, ellos mismos, compartir menos identidad de secuencia debido a la 15
redundancia del código genético.

Los expertos en la materia entenderán que la similitud entre los polipéptidos gB del CMV y las secuencias 
polinucleotídicas, como para las secuencias polipeptídicas y nucleotídicas en general, se puede expresar en 
términos de la similitud entre las secuencias, por otro lado denominada identidad de secuencia. Con frecuencia, la 
identidad de secuencia se mide en términos de identidad (o similitud) porcentual; cuanto mayor es el porcentaje, 20
más similares son las estructuras primarias de las dos secuencias. En general, cuanto más similares son las 
estructuras primarias de dos secuencias de aminoácidos (o de polinucleótidos), más similares son las estructuras de 
orden superior resultantes del plegamiento y el ensamblaje. Las variantes de los polipéptidos gB del CMV y las 
secuencias polinucleotídicas pueden tener una o un número pequeño de supresiones, adiciones o sustituciones de 
aminoácidos pero, no obstante, compartirán un porcentaje muy alto de su secuencia aminoacídica y, en general, 25
polinucleotídica. En la técnica se conocen bien los procedimientos para determinar la identidad de secuencia. Se 
describen diversos programas y algoritmos de alineamiento 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 y col., Nucleic Acids Research 16:10881, 1988; y Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444, 1988. Altschul y col., Nature Genet. 6:119, 1994, presentan un estudio detallado de los procedimientos de 30
alineamiento de secuencias y los cálculos de homología. La Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del BCBI 
(Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403, 1990) está disponible en varias fuentes, incluidos el National Center for 
Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD) y en internet, para su uso en relación con los programas de 
análisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. En el sitio web del NCBI en internet se dispone de una 
descripción de cómo determinar la identidad de secuencias usando este programa.35

Otros indicios de similitud de secuencia entre dos ácidos nucleicos es la capacidad para hibridar. Cuanto más 
similares son las secuencias de los dos ácidos nucleicos, más rigurosas son las condiciones en las que hibridan. La
rigurosidad de las condiciones de hibridación depende de la secuencia y son distintas en parámetros ambientales 
distintos. Por lo tanto, las condiciones de hibridación que resultan en grados concretos de rigurosidad variarán 
dependiendo de la naturaleza del procedimiento de hibridación de elección y la composición y longitud de las 40
secuencias de ácido nucleico que hibridan. En general, la temperatura de hibridación y la fuerza iónica (en especial, 
la concentración de Na+ y/o Mg++) del tampón de hibridación determinarán la rigurosidad de la hibridación, aunque la
cantidad de lavados también influye sobre la rigurosidad. En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para 
que sean aproximadamente 5 ºC a 20 ºC menores que el punto de fusión térmico (Tf) para la secuencia específica, a 
una fuerza iónica y pH definidos. La Tf es la temperatura (a fuerza iónica y pH definidos) a la que el 50 % de la 45
secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente apareada. Las condiciones para la hibridación de ácido 
nucleico y el cálculo de las rigurosidades se pueden encontrar en, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen, Hybridization 
With Nucleic Acid Probes, Parte I: Theory and Nucleic Acid Preparation, Laboratory Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology, Elsevier Science Ltd., NY, NY, 1993. y Ausubel y col. Short Protocols in Molecular Biology, 4ª ed., 50
John Wiley & Sons, Inc., 1999.

Para los fines de la presente divulgación, “condiciones rigurosas” abarca condiciones en las que la hibridación sólo 
se producirá si hay menos del 25 % de desapareamiento entre la molécula de hibridación y la secuencia diana. Para 
una definición más precisa las “condiciones rigurosas” se pueden desglosar en niveles particulares de rigurosidad. 
Por lo tanto, como se usa en el presente documento, las condiciones de “rigurosidad moderada” son en las que las 55
moléculas con un desapareamiento de secuencia mayor del 25 % no hibridarán; las condiciones de “rigurosidad 
media” son en las que las moléculas con un desapareamiento mayor del 15 % no hibridarán y las condiciones de 
“rigurosidad alta” son en las que las secuencias con un desapareamiento mayor del 10 % no hibridarán. Las 
condiciones de “rigurosidad muy alta” son en las que las secuencias con un desapareamiento mayor del 6 % no 
hibridarán. Por el contrario, los ácidos nucleicos que hibridan en condiciones de “rigurosidad baja” incluyen aquéllos 60
con una identidad de secuencia mucho menor o con una identidad de secuencia sólo a lo largo de subsecuencias 
cortas del ácido nucleico. Por lo tanto, se entenderá que las diversas variantes de ácidos nucleicos abarcadas por la 
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presente divulgación son capaces de hibridar con al menos una de las SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 17, a lo 
largo de sustancialmente su longitud completa.

Los polipéptidos gB del CMV desvelados en el presente documento se producen usando procedimientos bien 
establecidos para la expresión y purificación de proteínas recombinantes. Se pueden encontrar procedimientos 
suficientes para guiar al experto en la materia en, por ejemplo, las referencias de Sambrook y de Ausubel citadas 5
anteriormente. A continuación en el presente documento se proporcionan detalles adicionales y específicos. Los 
ácidos nucleicos recombinantes que codifican los polipéptidos gB del CMV, tales como (pero sin limitación) los 
ácidos nucleicos ejemplares representados por las SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 17, se introducen en las 
células hospedadoras mediante cualquiera de una diversidad de procedimientos bien conocidos, tales como 
electroporación, transfección mediada por liposomas, precipitación con fosfato cálcico, infección, transfección y 10
similares, dependiendo de la selección de los vectores y las células hospedadoras. Las células hospedadoras que 
incluyen ácidos nucleicos que codifican el polipéptido gB del CMV recombinantes son, por lo tanto, también una 
característica de la presente divulgación. Las células hospedadoras favorables incluyen células hospedadoras
procariotas (es decir, bacterianas), tales como E. coli, así como numerosas células hospedadoras eucariotas, 
incluidas células fúngicas (por ejemplo, levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae y Picchia pastoris), células 15
de insecto, células vegetales y células de mamífero (tales como células CHO). Los ácidos nucleicos de gB del CMV
recombinantes se introducen (por ejemplo, transducen, transforman o transfectan) en las células hospedadoras a 
través, por ejemplo, de un vector, tal como un vector de expresión. Como se describe anteriormente, el vector es, 
con mayor frecuencia, un plásmido, pero tales vectores también pueden ser, por ejemplo, una partícula viral, un fago 
etc. Los ejemplos de hospedadores de expresión adecuados incluyen: células bacterianas, tales como E. coli, 20
Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fúngicas, tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris y
Neurospora crassa; células de insecto tales como Drosophila y Spodoptera frugiperda; células de mamífero, tales 
como 3T3, COS, CHO, BHK, HEK 293 o melanoma de Bowes; células vegetales, incluidas células de algas, etc.

Las células hospedadoras se pueden cultivar en medios nutritivos convencionales modificados, según sea 
adecuado, para activar los promotores, seleccionar los transformantes o amplificar las secuencias polinucleotídicas 25
insertadas. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son normalmente las usadas 
anteriormente con la célula hospedadora seleccionada para la expresión y serán evidentes para los expertos en la 
materia, y las de las referencias citadas en el presente documento, que incluyen, por ejemplo, Freshney (1994) 
Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera edición, Wiley-Liss, New York y las referencias citadas 
en el mismo. Los productos de expresión que corresponden con los ácidos nucleicos de la invención también se 30
pueden producir en células no animales, tales como vegetales, de levaduras, hongos, bacterias y similares. Además 
de Sambrook, Berger y Ausubel, se pueden encontrar detalles respecto al cultivo celular en Payne y col. (1992) 
Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg y Phillips (eds) 
(1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin 
Heidelberg New York) y Atlas y Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, 35
FL. En los sistemas bacterianos, se pueden seleccionar varios vectores de expresión dependiendo del uso previsto 
para el producto expresado. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades de un polipéptido o fragmentos 
del mismo para la producción de anticuerpos, se usan de forma favorable vectores que dirijan la expresión de altos 
niveles de proteínas que se purifican con facilidad. Dichos vectores incluyen, pero sin limitación, vectores de 
clonación y expresión multifuncionales de E. coli, tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en los que la secuencia 40
codificante de interés, por ejemplo un polinucleótido de la invención como describe anteriormente, se puede ligar en 
el vector en fase con las secuencias para la metionina de inicio de la traducción amino terminal y los posteriores 7 
residuos de la beta-galactosidasa, que producen una proteína de fusión de beta galactosidasa catalíticamente 
activa; vectores pIN (Van Heeke y Schuster (1989) J Biol Chem 264:5503-5509); vectores pET (Novagen, Madison 
WI), en los que la metionina amino terminal está ligado en fase con una marca de histidina; y similares. De forma 45
similar, en levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae, se pueden usar varios vectores que contienen 
promotores constitutivos o inducibles, tales como el factor alfa, la alcohol oxidasa y PGH, para la producción de los 
productos de expresión deseados. Para revisiones, véase Berger, Ausubel y, por ejemplo, Grant y col. (1987; 
Methods in Enzymology 153:516-544). En las células hospedadoras de mamífero se puede usar varios sistemas de 
expresión, incluidos plásmidos y sistemas basados en virus.50

De forma opcional, una célula hospedadora se escoge por su capacidad para modular la expresión de las 
secuencias insertadas o para procesar la proteína expresada del modo deseado. Tales modificaciones de la proteína 
incluyen, pero sin limitación, glucosilación (así como, por ejemplo, acetilación, carboxilación, fosforilación, lipidación 
y acilación). Por ejemplo, el procesamiento postraduccional, que escinde una forma precursora para producir una 
forma madura de la proteína (por ejemplo, mediante una proteasa furina) se realiza de forma opcional en el contexto 55
de la célula hospedadora. Distintas células hospedadoras, tales como 3T3, COS, CHO, HeLa, BHK, MDCK, 293, 
WI38, etc., tienen una maquinaria celular específica y mecanismos característicos para tales actividades 
postraduccionales, y se pueden escoger para garantizar la correcta modificación y procesamiento de la proteína 
extraña introducida. Para la producción prolongada de alto rendimiento del polipéptido gB del CMV recombinante 
codificado por los ácidos nucleicos desvelados en el presente documento, normalmente se usan sistemas de 60
expresión estables. Por ejemplo, las líneas celulares que expresan de forma estable un polipéptido gB del CMV de la 
invención se obtienen introduciendo en la célula hospedadora vectores de expresión que contienen orígenes de 
replicación víricos o elementos de expresión endógenos, y un gen marcador de selección. Tras la introducción del 
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vector, se deja que las células crezcan durante 1-2 días en un medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio 
selectivo. El fin del marcador de selección es conferir resistencia a la selección y su presencia permite el cultivo y 
recuperación de células que expresan de forma satisfactoria las secuencias introducidas. Por ejemplo, se pueden 
hacer proliferar grupos o colonias resistentes de células transformadas de forma estable, usando técnicas de cultivo 
de tejidos apropiadas para el tipo celular. Las células hospedadoras transformadas con un ácido nucleico que 5
codifica un polipéptido gB del CMV se cultivan de forma opcional en condiciones adecuadas para la expresión y 
recuperación a partir del cultivo celular de la proteína codificada.

Después de la transducción de una línea celular hospedadora adecuada y el cultivo de las células hospedadoras
hasta una densidad celular adecuada, el promotor seleccionado se induce mediante medios apropiados (por 
ejemplo, cambio de temperatura o inducción química), y las células se cultivan durante un periodo adicional. 10
Después, el producto polipeptídico secretado se recupera del medio de cultivo y se purifica. Como alternativa, las 
células se pueden recoger mediante centrifugación, romper por medios físicos o químicos, y el extracto bruto 
resultante se conserva para la purificación adicional. Las células eucariotas o microbianas empleadas en la 
expresión de proteínas, se pueden romper por cualquier procedimiento conveniente, incluidos ciclos de congelación-
descongelación, ultrasonido, rotura mecánica, o los polipéptidos gB del CMV de las células se pueden recuperar y 15
purificar a partir de cultivos celulares recombinantes mediante cualquiera de varios procedimientos bien conocidos 
en la técnica, que incluyen precipitación en sulfato amónico o etanol, extracción ácida, cromatografía de intercambio 
aniónico o catiónico, cromatografía de fosfocelulosa, cromatografía de interacción hidrófoba, cromatografía de 
afinidad (por ejemplo, usando cualquiera de los sistemas de marcaje indicados en el presente documento), 
cromatografía de hidroxiapatita y cromatografía de lectina. Para completar la configuración de la proteína madura se 20
pueden usar etapas de renaturalización de proteínas, según se desee. Por último, se puede emplear en las etapas 
de purificación finales cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC). Además de las referencias indicadas 
anteriormente, en la técnica se conocen bien una diversidad de procedimientos de purificación, que incluyen, por 
ejemplo, los expuestos en Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; y Bollag y col. (1996) 
Protein Methods, 2ª edición Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, 25
Harris y Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, RU; 
Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3ª Edición Springer Verlag, NY; Janson y Ryden (1998) 
Protein Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications, Segunda Edición Wiley-VCH, NY; y 
Walker (1998) Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ. 

En un ejemplo, los polinucleótidos que codifican los polipéptidos gB del CMV se clonan en un vector adecuado para 30
la introducción en células de mamífero (por ejemplo, células CHO). En este aspecto ejemplar de la divulgación, la 
secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido gB del CMV se introduce en el vector pMax desarrollado por 
Amaxa. El polipéptido se expresa bajo un promotor constitutivo, el promotor temprano inmediato de CMV. La 
selección de las células transfectadas de forma estable que expresan la quimera se realiza a base de la capacidad 
de las células transfectadas para crecer en presencia de kanamicina. Las células que se han integrado de forma 35
satisfactoria en pMax tienen la capacidad de crecer en presencia de kanamicina debido a que el vector pMax 
expresa un gen de resistencia a kanamicina. Las células seleccionadas pueden expandirse de forma clonal y 
caracterizarse por la expresión de los polipéptidos gB del CMV. Como alternativa, las secuencias polinucleotídicas 
que codifican los polipéptidos gB del CMV de la invención se pueden introducir en el vector pTT5 desarrollado por 
NRC, que expresa un gen de resistencia a ampicilina.40

Después de la transfección y la inducción de la expresión (de acuerdo con el promotor y/o los potenciadores u otros 
elementos reguladores seleccionados), se recuperan los polipéptidos expresados (por ejemplo, se purifican o 
enriquecen). Lo siguiente es un procedimiento ejemplar para purificar los polipéptidos gB del CMV. Para facilitar la 
purificación, los polipéptidos gB del CMV incluyen una marca de polihistidina C-terminal. En resumen, el 
sobrenadante del cultivo celular se recogió 6 días después de la transfección. Tras el aclarado, los sobrenadantes se 45
cargaron en columnas de níquel.

El término “purificación” se refiere al procedimiento de retirar los componentes de una composición cuya presencia 
no se desea. Purificación es un término relativo y no requiere que se retiren de la composición todos los rastros del 
componente no deseado. En el contexto de la producción de vacunas, la purificación incluye procedimientos tales 
como centrifugación, dializado, cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de exclusión por tamaño, 50
purificación por afinidad o precipitación. Por lo tanto, el término “purificado” no requiere pureza absoluta; en su lugar, 
se pretende que sea un término relativo. Una preparación de ácido nucleico o proteína sustancialmente pura se 
puede purificar de manera que el ácido nucleico deseado, o la proteína, represente al menos el 50 % del contenido 
de ácido nucleico de la preparación. En algunos aspectos de la divulgación, un ácido nucleico, o proteína, 
sustancialmente puro representará al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al 55
menos el 90 % o al menos el 95 %, o más, del contenido total de ácido nucleico o de proteína de la preparación.

En el sentido de la presente invención, un componente biológico “aislado” (tal como una molécula de ácido nucleico 
o proteína) se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes biológicos en la célula del organismo 
en el que el componente se produce de forma natural, tales como otros ADN y ARN cromosómicos y 
extracromosómicos, proteínas y orgánulos. Los ácidos nucleicos y proteínas que se han “aislado” incluyen ácidos 60
nucleicos y proteínas purificados mediante procedimientos de purificación convencionales. El término también 
abarca ácidos nucleicos y proteínas preparadas mediante expresión recombinante en una célula hospedadora, así 
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como ácidos nucleicos y proteínas sintetizados de forma química.

Los polipéptidos gB del CMV y los ácidos nucleicos de la divulgación son útiles en la preparación de medicamentos 
para tratar una infección por CMV. Los polipéptidos gB del CMV de la invención son particularmente adecuados 
como antígenos para la inclusión en una composición inmunogénica, tales como vacunas. Por consiguiente, la 
presente divulgación también describe procedimientos para producir una respuesta inmunitaria frente al CMV, 5
administrando a un sujeto una cantidad inmunológicamente eficaz de una composición que contiene cualquiera de 
los polipéptidos gB del CMV de la divulgación. Los sujetos pueden ser sujetos seropositivos para CMVH o 
seronegativos para CMVH. En algunos aspectos de la divulgación, los sujetos son chicas adolescentes, 
normalmente de 12 a 16 años. Como alternativa, los sujetos son mujeres en edad fértil. Normalmente, el grupo de 
mujeres en edad fértil representa mujeres de entre 16 y 45 años que se pueden quedar embarazadas. En un10
aspecto de la divulgación, se describe un procedimiento para producir una respuesta inmunitaria frente al CMV, que 
comprende las etapas de administrar a una mujer en edad fértil seronegativa para CMVH una cantidad 
inmunológicamente eficaz de una composición que comprende un polipéptido gB de la divulgación. En un aspecto 
alternativo de la divulgación, los polipéptidos gB del CMV se usan en la preparación de un medicamento para 
prevenir y/o tratar la infección por CMV. Adecuadamente, la composición, o medicamento, produce una respuesta 15
inmunitaria protectora que reduce o previene la infección por CMV y/o reduce o previene una respuesta patológica 
tras la infección por CMV. En particular, el procedimiento de la divulgación, en el que se administra a una mujer en 
edad fértil una cantidad inmunológicamente eficaz de una composición que contiene cualquiera de los polipéptidos 
gB del CMV de la invención, previene la transmisión del CMV de la madre al feto, es decir, previene la infección 
congénita por CMV. La expresión “prevención de la infección congénita por CMVH en un recién nacido” significa que 20
el recién nacido no tiene infección por CMVH en el momento del parto. Como alternativa, los sujetos adecuados para 
recibir la composición inmunogénica de la divulgación son sujetos inmunodeprimidos, tales como, por ejemplo,
pacientes trasplantados. Por consiguiente, algunos aspectos de la divulgación, se describe el uso de polipéptidos gB 
del CMV de la invención para reducir y/o prevenir la infección por CMV en sujetos inmunodeprimidos. En aspectos 
adicionales de la divulgación, se describen procedimientos para producir una respuesta inmunitaria frente al CMV, 25
que comprende las etapas de administrar polipéptidos gB del CMV de la invención a sujetos inmunodeprimidos.

Un “sujeto” es un organismo vertebrado multicelular vivo. En el contexto de la presente divulgación, el sujeto puede 
ser un sujeto experimental, tal como un animal no humano, por ejemplo un ratón, una rata del algodón o un primate 
no humano. Como alternativa, el sujeto puede ser un sujeto humano, como se indica anteriormente.

Un “antígeno" es un compuesto, composición o sustancia que puede estimular en un animal una respuesta 30
inmunitaria produciendo anticuerpos y/o una respuesta de linfocitos T, incluidas composiciones que se inyectan, 
absorben o se introducen de otro modo en un animal. El término “antígeno” incluye todos los epítopos antigénicos 
relacionados. El término “epítopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio en un antígeno al que responden 
los linfocitos B y/o T. Los “epítopos antigénicos predominantes” son los epítopos frente a los que se elabora una 
respuesta inmunitaria del hospedador funcionalmente significativa, por ejemplo una respuesta de anticuerpos o una 35
respuesta de linfocitos T. Por lo tanto, con respecto a una respuesta inmunitaria protectora frente a un patógeno, los 
epítopos antigénicos predominantes son las fracciones antigénicas que, cuando son reconocidas por el sistema 
inmunitario del hospedador, dan como resultado la protección frente a la enfermedad provocada por el patógeno. La 
expresión “epítopo de linfocito T” se refiere a un epítopo que, cuando se une a una molécula de MHC adecuada, un 
linfocito T se une de forma específica a él (a través de un receptor de linfocito T). Un “epítopo de linfocito B” es un 40
epítopo al que se une de forma específica un anticuerpo (o molécula receptora de linfocito B).

Una “respuesta inmunitaria” es una respuesta de una célula del sistema inmunitario, tal como un linfocito B, linfocito 
T o monocito, a un estímulo. Una respuesta inmunitaria puede ser una respuesta de linfocitos B, que tiene como 
resultado la producción de anticuerpos específicos, tales como anticuerpos neutralizantes específicos de antígeno.
Una respuesta inmunitaria también puede ser una respuesta de linfocitos T, tal como una respuesta de CD4+ o una 45
respuesta de CD8+. En algunos casos, la respuesta es específica para un antígeno particular (es decir, una 
“respuesta específica de antígeno”), en particular, el CMV. Si el antígeno deriva de un patógeno, la respuesta 
específica de antígeno es una “respuesta específica de patógeno”. Una “respuesta inmunitaria protectora” es una 
respuesta inmunitaria que inhibe una función o actividad perjudicial de un patógeno, reduce la infección por un 
patógeno o disminuye los síntomas (incluida la muerte) que resultan de la infección por el patógeno. Una respuesta 50
inmunitaria protectora se puede medir mediante, por ejemplo, la inhibición de la replicación vírica o de la formación 
de placas en un ensayo de reducción de placas o ensayo de ELISA-neutralización, o midiendo la resistencia a la 
exposición al patógeno in vivo.

Normalmente, la respuesta inmunitaria produce una respuesta inmunitaria caracterizada por la producción de 
citocinas de tipo Th1, por ejemplo una respuesta inmunitaria de tipo Th1. Una respuesta inmunitaria de tipo “Th1” se 55
caracteriza por linfocitos T auxiliares CD4+ que producen IL-2 e IFN-γ. Por lo contrario, una respuesta inmunitaria de 
tipo “Th2” se caracteriza por linfocitos auxiliares CD4+ que producen IL-4, IL-5 e IL-13.

Una “cantidad inmunológicamente eficaz” es una cantidad de una composición (normalmente una composición 
inmunogénica) usada para producir una respuesta inmunitaria en un sujeto. Habitualmente, el resultado deseado es 
la producción de una respuesta inmunitaria específica de antígeno (por ejemplo, de patógeno) que tiene la 60
capacidad de, o contribuye a, proteger al sujeto frente al patógeno, tal como el CMV. Sin embargo, obtener una 
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respuesta inmunitaria protectora frente a un patógeno puede requerir múltiples administraciones de la composición 
inmunogénica. Por lo tanto, en el contexto de la presente divulgación, la expresión cantidad inmunológicamente 
eficaz abarca una dosis fraccionada que contribuye, en combinación con administraciones anteriores o posteriores, a 
lograr una respuesta inmunitaria protectora.

También se proporcionan composiciones inmunogénicas, tales como vacunas, que incluyen un polipéptido gB del 5
CMV y un diluyente, vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Una “composición inmunogénica” es una 
composición de materia adecuada para la administración a un sujeto humano o animal que es capaz de producir una 
respuesta inmunitaria específica, por ejemplo frente a un patógeno, tal como el CMV. Como tal, una composición 
inmunogénica incluye uno o más antígenos (por ejemplo, antígenos polipeptídicos) o epítopos antigénicos, tales 
como, por ejemplo, los polipéptidos gB del CMV de las invenciones. Una composición inmunogénica también puede 10
incluir uno o más componentes adicionales que tengan la capacidad de producir o potenciar una respuesta 
inmunitaria, tal como un excipiente, vehículo y/o adyuvante. En determinados casos, las composiciones 
inmunogénicas se administran para producir una respuesta inmunitaria que protege al sujeto frente a síntomas o 
afecciones inducidas por un patógeno. En algunos casos, los síntomas o enfermedades provocados por un 
patógeno se previenen (o reducen o mejoran) inhibiendo la replicación del patógeno (por ejemplo, el CMV) después 15
de la exposición del sujeto al patógeno. En el contexto de la presente divulgación, se entenderá que la expresión 
composición inmunogénica abarca composiciones que están destinadas a la administración a un sujeto o población 
de sujetos con el fin de producir una respuesta inmunitaria protectora o paliativa frente al CMV (es decir, 
composiciones vacunales o vacunas). Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con la divulgación no están 
limitadas a las composiciones que comprenden polipéptidos gB del CMV. La presente divulgación también describe 20
composiciones inmunogénicas, tales como vacunas, que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la invención y
al menos uno o más antígenos del CMV seleccionados del grupo que consiste en pp65, IE1, pUL131, gL, gH, 
pUL128, pUL130 o cualquier combinación de los mismos. La presente divulgación también describe composiciones 
inmunogénicas, tales como vacunas, que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la invención y al menos uno o 
más antígenos seleccionados del grupo que consiste en VPH, Chlamydia, VRS, Toxoplasma gondii. Zoster y 25
Aspergillus.

Se conocen bien en la técnica numerosos diluyentes y vehículos farmacéuticamente aceptables, y/o excipientes 
farmacéuticamente aceptables y se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W.
Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15ª Edición (1975). El adjetivo “farmacéuticamente aceptable” indica que el 
diluyente o vehículo, o excipiente, es adecuado para la administración a un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano o 30
animal). En general, la naturaleza del diluyente, vehículo y/o excipiente dependerá del modo particular de 
administración que se emplee. Por ejemplo, las formulaciones parenterales normalmente incluyen como vehículo 
fluidos inyectables que incluyen fluidos farmacéutica y fisiológicamente aceptables, tales como agua, solución salina 
fisiológica, soluciones salinas balanceadas, dextrosa acuosa, glicerol o similares. En determinadas formulaciones 
(por ejemplo, composiciones sólidas, tales como formas en polvo) no se emplea un diluyente líquido. En tales 35
formulaciones se pueden usar vehículos sólidos no tóxicos, incluidos, por ejemplo, trehalosa, manitol, lactosa, 
almidón o estearato de magnesio de calidad farmacéutica. 

Por consiguiente, los expertos en la técnica pueden seleccionar excipientes y vehículos adecuados para producir 
una formulación adecuada para suministrar a un sujeto mediante una vía de administración seleccionada. Los 
excipientes incluyen, pero sin limitación: glicerol, polietilenglicol (PEG), polioles formadores de vidrio (tales como, 40
sorbitol, trehalosa), N-lauroilsarcosina (por ejemplo, sal sódica), L-prolina, sulfobetaína no detergente, clorhidrato de 
guanidina, urea, óxido de trimetilamina, KCl, Ca2+, Mg2+ , Mn2+ , Zn2+ (y otras sales relacionadas con cationes 
divalentes), ditiotreitol (DTT), ditioeritrol, β-mercaptoetanol, detergentes (incluidos, por ejemplo, Tween80, Tween20, 
Triton X-100, NP-40, Empigen BB, Octilglucósido, Lauroil maltósido, Zwittergent 3-08, Zwittergent 3-10, Zwittergent 
3-12, Zwittergent 3-14, Zwittergent 3-16, CHAPS, desoxicolato sódico, dodecilsulfato sódico y bromuro de 45
cetiltrimetilamonio.

En determinados ejemplos, la composición inmunogénica también incluye un adyuvante. Los adyuvantes adecuados 
para su uso en las composiciones inmunogénicas que contienen polipéptidos gB del CMV de la invención son los 
adyuvantes que, en combinación con dichos polipéptidos desvelados en el presente documento, son seguros y 
mínimamente reactogénicos cuando se administran a un sujeto.50

Un “adyuvante” es un agente que potencia la producción de una respuesta inmunitaria de un modo no específico.
Los adyuvantes comunes incluyen suspensiones de minerales (alumbre, hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio) 
sobre las que se adsorbe el antígeno; emulsiones, incluidas de agua en aceite y de aceite en agua (y variantes de 
las mismas, incluidas emulsiones dobles y emulsiones reversibles), liposacáridos, lipopolisacáridos, ácidos nucleicos 
inmunoestimuladores (tales como oligonucleótidos CpG), liposomas, agonistas del receptor Toll (en particular 55
agonistas de TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9) y diversas combinaciones de tales componentes. 

Las saponinas son adyuvantes adecuados para su uso en combinación con los polipéptidos gB del CMV de la 
invención. Por consiguiente, las composiciones inmunogénicas de la invención pueden comprender la saponina 
QS21 (documento WO8809336A1; documento US5057540A). QS21 es bien conocida en la técnica como una 
saponina natural obtenida de la corteza de Quillaja saponaria Molina que induce linfocitos T citotóxicos CD8+ (los 60
CTL), linfocitos TH1 y una respuesta de anticuerpos IgG2a predominante. Para evitar dudas, la referencia a QS21 
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incluye a OPT-821. En una forma adecuada de la presente divulgación, las composiciones inmunogénicas pueden 
comprenden QS21 en forma sustancialmente pura, es decir, la QS21 está al pura menos al 80 %, al menos al 85 %, 
al menos al 90 %, por ejemplo al menos al 95 % o al menos al 98 %. Las composiciones de la divulgación pueden 
comprender QS21 en una cantidad de entre aproximadamente 1µg a aproximadamente 100 µg, por ejemplo entre 
aproximadamente 1 µg y aproximadamente 60 µg o entre 10µg y aproximadamente 50 µg, por ejemplo, 5
aproximadamente 10 µg, aproximadamente 12,5 µg, aproximadamente 15 µg, aproximadamente 20 µg, 
aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 40 µg o, en particular, aproximadamente 
50 µg. En particular, QS21 está presente en una cantidad de entre aproximadamente 40 µg y 60 µg o entre 45 y 
55 µg, o entre 47 y 53 µg o entre 48 y 52 µg, o entre 49 y 51 o aproximadamente 50 µg. Como alternativa, QS21 
está presente en una cantidad de entre 21 µg y 29 µg, o entre aproximadamente 22 µg y aproximadamente 28 µg, o 10
entre aproximadamente 23 µg y aproximadamente 27 µg, o entre aproximadamente 24 µg y aproximadamente 
26 µg, o aproximadamente 25 µg. En algunos aspectos de la divulgación, las composiciones inmunogénicas que 
comprenden los polipéptidos gB del CMV comprenden QS21 en una cantidad de aproximadamente 10 µg, por 
ejemplo de entre aproximadamente 5 µg y 15 µg, aproximadamente 6 µg y aproximadamente 14 µg, 
aproximadamente 7 µg y aproximadamente 13 µg, aproximadamente 8 µg y aproximadamente 12 µg, o 15
aproximadamente 9 µg y aproximadamente 11 µg, o aproximadamente 10 µg. En aspectos adicionales de la 
divulgación, las composiciones inmunogénicas comprenden QS21 en una cantidad de aproximadamente alrededor 
de 5 µg, por ejemplo de entre aproximadamente 1 µg y 9 µg, aproximadamente 2 µg y aproximadamente 8 µg, 
aproximadamente 3 µg y aproximadamente 7 µg, aproximadamente 4 µg y aproximadamente 6 µg, o 
aproximadamente 5 µg. Una cantidad adecuada de QS21 en la dosis para seres humanos de las composiciones de 20
la divulgación es, 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 µg.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la invención pueden 
comprender QS21 y un esterol, en particular colesterol. Dichas composiciones muestran una reactogenicidad 
disminuida cuando se comparan con las composiciones en las que no hay esterol, mientras se mantiene el efecto 25
adyuvante. Los estudios de reactogenicidad se pueden evaluar de acuerdo con los procedimientos desvelados en el 
documento WO 96/33739. El esterol de acuerdo con la divulgación se entiende que se refiere a un esterol exógeno, 
es decir un esterol que no es endógeno del organismo del que se puede tomar la preparación de antígeno β-
Amiloide. Adecuadamente, el esterol exógeno se asocia con el adyuvante saponina como se describe en el 
documento WO 96/33739. En un aspecto particular de la divulgación, el colesterol está presente en exceso con 30
respecto a QS21, por ejemplo, la proporción QS21:esterol normalmente será del orden de 1:100 a 1:1 (p/p), 
adecuadamente entre 1:10 a 1:1 (p/p) y, preferentemente, 1:5 a1:1 (p/p). En particular, siendo la proporción 
QS21:esterol al menos 1:2 (p/p). En un aspecto particular de la divulgación, la proporción de QS21:esterol es de 1:5 
(p/p). Los esteroles adecuados incluyen β-sitosterol, estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol y colesterol. En un 
aspecto de la divulgación, las composiciones de la invención comprenden colesterol como esterol. Estos esteroles 35
son bien conocidos en la técnica, por ejemplo el colesterol se desvela en el Índice de Merkc, Ed. 11ª, página 341, 
como un esterol de origen natural que se encuentra en la grasa animal. Por consiguiente, un aspecto de la 
divulgación, las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV comprenden QS21 en 
su composición menos reactogénica, en donde se inactiva con un esterol exógeno, tal como, por ejemplo, colesterol. 
Existen varias formas particulares de composiciones menos reactogénicas en las que QS21 se inactiva con un 40
colesterol exógeno. En un aspecto específico de la divulgación, la saponina/esterol está en forma de una estructura 
de liposoma (documento WO 96/337391). Por lo tanto, por ejemplo, los polipéptidos gB del CMV de la invención 
pueden emplearse de forma adecuada en composiciones inmunogénicas con un adyuvante que comprende una 
combinación de QS21 y colesterol. 

El término “liposoma (o liposomas)” en general se refiere a estructuras lipídicas uni- o multilamelares (en particular, 45
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 lamelas dependiendo del número de membranas lipídicas formadas) que encierran un 
interior acuoso. Los liposomas y las formulaciones de liposomas son bien conocidos en la técnica. Los lípidos, que 
son capaces de formar liposomas, incluyen todas las sustancias que tienen propiedades grasas o similares a las 
grasas. Los lípidos que pueden constituir los lípidos en los liposomas se pueden seleccionar del grupo que 
comprende glicéridos, glicerofosfolípidos, glicerofosfinolípidos, glicerofosfonolípidos, sulfolípidos, esfingolípidos, 50
fosfolípidos, isoprenólidos, esteroides, estearinas, esteroles, arqueolípidos, lípidos catiónicos sintéticos y lípidos que 
contienen hidratos de carbono. Adecuadamente, los liposomas pueden comprender un fosfolípido. Los fosfolípidos 
adecuados incluyen (pero sin limitación): fosfocolina (PC), que es un intermediario en la síntesis de fosfatidilcolina; 
derivados de fosfolípidos naturales: fosfocolina de huevo, fosfocolina de huevo, fosfocolina de soja, fosfocolina de 
soja hidrogenada, esfingomielina como fosfolípidos naturales y derivados de fosfolípidos sintéticos. fosfocolina 55
(didecanoil-L-α-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]), ácido fosfatídico (ácido 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatídico 60
[DMPA], ácido dipalmitoil fosfatídico [DPPA], ácido distearoil-fosfatídico [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 [DOPE]), fosfoserina, fosfolípido polietilenglicol 
[PEG] (mPEG-fosfolípido, poliglicerina-fosfolípido, fosfolípido funcionalizado, fosfolípido activado terminal). En un 
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aspecto de la divulgación, los liposomas comprenden 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfoetanolamina. En un aspecto 
de la divulgación, se usa fosfatidilcolina altamente purificada y se puede seleccionar del grupo que comprende 
fosfatidilcolina (huevo), fosfatidilcolina hidrogenada (huevo) fosfatidilcolina (soja) fosfatidilcolina hidrogenada (soja).
En un aspecto adicional de la divulgación, los liposomas comprenden fosfatidiletanolamina [POPE] o un derivado de 
la misma. El tamaño del liposoma puede variar de 30 nm a varios µm dependiendo de la composición de fosfolípidos 5
y del procedimiento usado para su preparación. En aspectos particulares de la divulgación, el tamaño del liposoma 
estará en el intervalo de 50 nm a 500 nm y en aspectos adicionales de 50 nm a 200 nm. La dispersión de luz láser 
dinámica es un procedimiento usado para medir el tamaño de los liposomas bien conocido para los expertos en la 
materia. Los liposomas de la divulgación pueden comprender dioleoil fosfatidilcolina [DOPC] y un esterol, en 
particular colesterol. Por lo tanto, en un aspecto particular, las composiciones inmunogénicas que comprenden los 10
polipéptidos gB del CMV de la invención, tales como los polipéptidos gB que tienen un dominio transmembrana no 
funcional y al menos uno de los bucles de fusión FL1 y FL2 mutados, posiblemente ambos, comprenden QS21 en 
cualquier cantidad descrita en el presente documento en forma de un liposoma, en el que dicho liposoma comprende 
dioleoil fosfatidilcolina [DOPC] y un esterol, en particular colesterol. 

Las composiciones inmunogénicas de la invención pueden comprender uno o más inmunoestimulantes adicionales.15
En un aspecto de la divulgación, las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV de 
la invención, tal como se describen en el presente documento, comprenden adicionalmente un lipopolisacárido, 
adecuadamente un derivado no tóxico de lípido A, de forma particular monofosforil lípido A o, de forma más 
particular, monofosforil lípido A 3-desacilado (3D - MPL). GlaxoSmithKline Biologicals N.A comercializa 3D-MPL con 
el nombre MPL y en toda la memoria descriptiva se lo denomina MPL o 3D-MPL. Véase, por ejemplo, las patentes 20
de Estados Unidos nº 4.436.727; 4.877.611; 4.866.034 y 4.912.094. 3D-MPL estimula principalmente las respuestas 
de linfocitos T CD4+ con un fenotipo de IFN- (Th1). 3D-MPL se puede producir de acuerdo con los procedimientos 
desvelados en el documento GB2220211 A. Químicamente es una mezcla de monofosforil lípido A 2-desacilado con 
cadenas 3, 4, 5 o 6 aciladas. En las composiciones de la presente divulgación se puede usar 3D-MPL de partícula 
pequeña. 3D-MPL de partícula pequeña tiene un tamaño de partícula de manera que se puede esterilizar por 25
filtración a través de un filtro de 0,22 µm. Dichas preparaciones se describen en el documento WO94/21292.

Las composiciones de la divulgación pueden comprender 3D-MPL en una cantidad de entre aproximadamente 1 µg 
a aproximadamente 100 µg, por ejemplo entre aproximadamente 1 µg y aproximadamente 60 µg o entre 10 µg y 
aproximadamente 50 µg, por ejemplo, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 12,5 µg, aproximadamente 15 µg, 
aproximadamente 20 µg, aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 40 µg o, en 30
particular, aproximadamente 50 µg. En particular 3D-MPL está presente en una cantidad de entre aproximadamente 
40 µg y 60 µg o entre 45 y 55 µg, o entre 47 y 53 µg, o entre 48 y 52 µg, o entre 49 y 51 o aproximadamente 50 µg. 
Como alternativa, 3D-MPL está presente en una cantidad de entre 21 µg y 29 µg, o entre aproximadamente 22 µg y 
aproximadamente 28 µg, o entre aproximadamente 23 µg y aproximadamente 27 µg, o entre 24 µg y 
aproximadamente 26 µg, o aproximadamente 25 µg.35

En otro aspecto de la divulgación, la dosis para seres humanos de la composición inmunogénica comprende 3D-
MPL a un nivel de aproximadamente 10 µg, por ejemplo entre 5 y 15 µg, adecuadamente entre 6 y 14 µg, por 
ejemplo entre 7 y 13 µg, o entre 8 y 12 µg, o entre 9 y 11 µg, o 10 µg. En una realización adicional de la divulgación, 
la dosis para seres humanos de la composición inmunogénica comprende 3D-MPL a un nivel de aproximadamente 
5 µg, por ejemplo entre 1 y 9 µg, o entre 2 y 8 µg, o, adecuadamente, entre 3 y 7 µg o 4 y 6 µg, o 5 µg. Una cantidad 40
adecuada de 3D-MPL en las composiciones de la invención es, 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 µg. En otros aspectos de la divulgación, el lipopolisacárido puede ser un 
disacárido β1-6) glucosamina, como se describe en la patente de Estados Unidos nº 6.005.099 y la patente EP nº 
0 729 473 B1. Un experto en la materia sería capaz de producir fácilmente diversos lipopolisacáridos, tales como 3D-45
MPL, a base de las enseñanzas de estas referencias. Además de los inmunoestimulantes mencionados 
anteriormente (que son similares de estructura a la de LPS o MPL, o 3D-MPL), también son adyuvantes adecuados 
los derivados monosacáridos y disacáridos acilados que son una subporción de la estructura anterior de MPL. En 
otros aspectos de la divulgación, el adyuvante es un derivado sintético del lípido A, algunos de los cuales se 
describe como agonistas de TLR-4 e incluyen, pero sin limitación:50

OM174 (2-desoxi-6-o-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxitetra-decanoilamino]-4-o-fosfono-�-D-glucopiranosil]-2-
[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]-�-D-glucopiranosildihidrogenofosfato), (documento 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(dihidrogenofosfato) (documentos WO 99/64301 y WO 
00/0462)55
OM 197 MP-Ac DP (3S-, 9 R) –3-�(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1 -dihidrogenofosfato 10-(6-aminohexanoato) (documento WO 46127)

En las composiciones con polipéptidos gB del CMV también se pueden usar combinaciones de distintos adyuvantes, 
tales como los mencionados anteriormente en el presente documento. Por ejemplo, como ya se ha indicado, QS21 
se puede formular junto con 3D-MPL. La proporción QS21 : 3D-MPL normalmente será del orden de 1 : 10 a 10 : 1; 60
tal como de 1:5 a 5 : 1, y a menudo sustancialmente 1 : 1. Normalmente, la proporción está en el intervalo de 2,5 : 1 
a 1 : 1 de 3D-MPL: QS21. Por consiguiente, en algunos aspectos de la divulgación, las composiciones 
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inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la invención pueden comprender al menos QS21 y 
3D-MPL. 

Las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la invención pueden también 
formularse adecuadamente con una emulsión de aceite en agua. La emulsión de aceite en agua comprende un 
aceite metabolizable (es decir, biodegradable). El aceite puede ser cualquier aceite vegetal, aceite de pescado, 5
aceite animal o aceite sintético, que no sea tóxico para el destinatario y sea capaz de ser transformado mediante 
metabolismo. Las nueces, semillas y granos son fuentes habituales de aceites vegetales. Los aceites sintéticos 
también son adecuados. Por consiguiente, las emulsiones de aceite en agua usadas en combinación con los 
polipéptidos gB del CMV de la invención pueden comprender un aceite metabolizable. En un aspecto de la 
divulgación, las emulsiones de aceite en agua comprenden escualeno (por ejemplo, entre aproximadamente el 4 % y10
el 6 % [v/v]). La emulsión de aceite en agua puede comprender adicionalmente un tensioactivo. Las emulsiones de 
aceite en agua de la divulgación comprenden uno o más tensioactivos. Los tensioactivos adecuados son bien 
conocidos para el experto en incluyen, pero sin limitación, monooleato de polioxietileno sorbitán (Tween 80, 
Polisorbato 80), trioleato de sorbitán (Span 85), fosfatidilcolina (lecitina), éster cetoestearílico de polioxietileno (12) y 
octoxinol-9 (Triton X-100). En un aspecto particular de la divulgación, las emulsiones de aceite en agua comprenden 15
monooleato de polioxietileno sorbitán (Tween 80, Polisorbato 80). En un aspecto adicional, las emulsiones de aceite 
en agua de la divulgación comprenden monooleato de polioxietileno sorbitán (Tween 80) y un tensioactivo adicional, 
en particular trioleato de sorbitán (Span 85). Las emulsiones de aceite en agua de la divulgación pueden también 
comprender un tocol. En la técnica se conocen bien los tocoles y se describen en el documento EP0382271. En 
particular, el tocol es α-tocoferol o un derivado del mismo, tal como succinato de alfa-tocoferol (también conocido 20
como succinato de vitamina E). En un aspecto particular de la divulgación se proporcionan composiciones 
inmunogénicas que comprenden polipéptidos gB del CMV de la invención en combinación con una emulsión de 
aceite en agua que comprende escualeno (por ejemplo, aproximadamente el 5 % [v/v]) y α-tocoferol (por ejemplo, 
aproximadamente el 5 % [v/v]). En un aspecto particular de la divulgación, la emulsión de aceite en agua comprende 
un aceite metabolizable (por ejemplo, escualeno), un tocol (por ejemplo, α-tocoferol) y un tensioactivo (por ejemplo, 25
monooleato de polioxietileno sorbitán [Polisorbato 80]). En un aspecto adicional, las emulsiones de aceite en agua 
de la divulgación comprenden un aceite metabolizable (por ejemplo, escualeno), un tensioactivo (por ejemplo, 
monooleato de polioxietileno sorbitán [Polisorbato 80]) y de forma opcional un segundo tensioactivo (por ejemplo,
trioleato de sorbitán [Span 85]). En un aspecto adicional, las emulsiones de aceite en agua de la divulgación 
comprenden un aceite metabolizable (por ejemplo, escualeno), un tensioactivo no iónico hidrófilo éter alquílico de 30
polioxietileno (por ejemplo, éter cetoestearílico de polioxietileno (12)) y un tensioactivo no iónico hidrófobo (por 
ejemplo, monooleato de polioxietileno sorbitán [Polisorbato 80]) o trioleato de sorbitán [Span 85]). En algunos
aspectos de la divulgación, las composiciones inmunogénicas que comprenden los polipéptidos gB del CMV de la 
invención, tales como los polipéptidos gB que tienen un dominio transmembrana no funcional y al menos uno de los 
bucles de fusión FL1 y FL2 mutados, posiblemente ambos, comprenden una emulsión de aceite en agua que 35
comprende escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80.

Adecuadamente, el aceite en agua comprende 11 mg de aceite metabolizable (tal como escualeno) o menos, por 
ejemplo entre 0,5-11 mg, 0,5-10 mg o 0,5-9 mg, 1-10 mg, 1-11 mg, 2-10 mg, 4-8 mg o 4,5-5,5 mg, y 5 mg de agente 
emulsionante (tal como monooleato de polioxietileno sorbitán) o menos, 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-40
tocoferol), cuando está presente, es de 12 mg o menos, por ejemplo entre 0,5-12 mg, 10-11 mg, 1-11 mg, 2-10 mg, 
4-9 mg o 5-7 mg por dosis de vacuna humana. 

Por la expresión “dosis de vacuna humana” se entiende una dosis que está en un volumen adecuado para su uso en 
el ser humano. En general, esta está entre 0,25 y 1,5 ml. En un aspecto de la divulgación, una dosis para ser 
humano es de 0,5 ml. En una realización adicional, una dosis para ser humano es superior a 0,5 ml, por ejemplo 0,6, 45
0,7, 0,8, 0,9 o 1 ml. En un aspecto adicional más, una dosis para ser humano está entre 1 ml y 1,5 ml. En un aspecto 
adicional más, en particular, cuando la composición inmunogénica es para la población pediátrica, una dosis para 
ser humano puede ser inferior a 0,5 ml, tal como entre 0,25 y 0,5 ml.

Normalmente, una composición inmunogénica contiene una cantidad inmunoprotectora (o una dosis fraccionada de 
la misma) del antígeno y se puede preparar mediante técnicas convencionales. La preparación de composiciones 50
inmunogénicas, tales como vacunas, incluidas aquéllas para administración a sujetos humanos, se describe en 
general en Pharmaceutical Biotechnology, Vol.61 Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach, editado por 
Powell and Newman, Plenurn Press, 1995. New Trends and Developments in Vaccines, editado por Voller y col., 
University Park Press, Baltimore, Maryland, EE.UU. 1978. Por ejemplo, Fullerton describe en la patente de Estados 
Unidos 4.235.877 la encapsulación en liposomas. Por ejemplo, Likhite desvela la conjugación de proteínas con 55
macromoléculas en la patente de Estados Unidos 4.372.945 y en la patente de Estados Unidos 4.474.757 de Armor 
y col. Normalmente, la cantidad de proteína en cada dosis de la composición inmunogénica se selecciona como una 
cantidad que induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en el sujeto 
típico. Inmunoprotectora en este contexto no necesariamente significa completamente protectora frente a la 
infección; significa protección frente a los síntomas o la enfermedad, en especial la enfermedad grave asociada con 60
el virus. La cantidad de antígeno puede variar dependiendo de qué inmunógeno específico se emplea. En general, 
se espera que cada dosis para ser humano comprenderá 1-1000 µg de proteína, tal como de aproximadamente 1 µg
a aproximadamente 100 µg, por ejemplo de aproximadamente 1 µg a aproximadamente 50 µg, tal como 
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aproximadamente 1 µg, aproximadamente 2 µg, aproximadamente 5 µg, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 
15 µg, aproximadamente 20 µg, aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 40 µg o 
aproximadamente 50 µg. La cantidad usada en una composición inmunogénica se selecciona a base de la población 
de sujetos (por ejemplo, lactantes o ancianos). Una cantidad óptima para una composición particular puede 
determinarse mediante estudios convencionales que implican la observación de títulos de anticuerpos y de otras 5
respuestas en los sujetos. Después de una vacunación inicial, los sujetos pueden recibir un refuerzo en 
aproximadamente 4 semanas.

A menos que se explique otra cosa, todos los términos científicos y técnicos usados en el presente documento 
tienen el mismo significado que le dan los expertos en la materia a la que concierne esta divulgación. Las 
definiciones de los términos comunes en biología molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, 10
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y col. (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).

Los términos en singular “un”, “uno” y “el/la” incluyen referentes en plural, a menos que el contexto indique 15
claramente otra cosa. Adicionalmente, debe entenderse que todos los tamaños en bases o los tamaños en
aminoácidos, y todos los valores de peso molecular o de masa molecular, proporcionados para ácidos nucleicos o 
polipéptidos, son aproximados y se proporcionan para descripción. El término “pluralidad” se refiere a dos o más. 
Adicionalmente, debe entenderse que todos los tamaños en bases o los tamaños en aminoácidos, y todos los 
valores de peso molecular o de masa molecular, proporcionados para ácidos nucleicos o polipéptidos, son 20
aproximados y se proporcionan para descripción. De forma adicional, las limitaciones numéricas proporcionadas con 
respecto a las concentraciones o niveles de una sustancia, tal como un antígeno, se pretende que sean 
aproximadas. Por los tanto, cuando se indica que una concentración es al menos (por ejemplo) de 200 pg, se 
pretende que se entienda que la concentración es al menos de aproximadamente (o “alrededor de” o “~”) 200 pg.

Aunque se pueden usar materiales y procedimientos similares o equivalentes a los descritos en el presente 25
documento en la práctica o las pruebas de la presente divulgación, se describen a continuación materiales y 
procedimientos adecuados. El término “comprende” significa “incluye”. Por lo tanto, a menos que el contexto requiera 
otra cosa, se entenderá que la palabra "comprende" y variaciones tales como “comprenden” o “que comprende”, 
implican la inclusión de un compuesto o composición indicado (por ejemplo, ácido nucleico, polipéptido, antígeno), o 
etapa, o grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusión de cualquier otro compuesto, composición, etapas o 30
grupo de los mismos. La abreviatura, “e. g.” proviene del latín exempli gratia y se usa en el presente documento para 
indicar un ejemplo no limitativo. Por lo tanto, la abreviatura, “e. g.” es sinónimo de la expresión "por ejemplo".

En la presente divulgación se describen los siguientes aspectos:

a) Un polipéptido gB del citomegalovirus (CMV) que comprende en una orientación N-terminal a C-terminal: al 
menos una porción de un dominio extracelular que comprende un dominio de bucle de fusión 1 (FL1) y un 35
dominio de bucle de fusión 2 (FL2), de forma opcional al menos una porción de un dominio transmembrana (TM) 
y al menos una porción de un dominio citoplasmático, en el que al menos un aminoácido del dominio FL1 está 
sustituido o suprimido, y en el que el dominio TM o porción del mismo, si está presente, no es funcional.
b) El polipéptido gB del CMV del aspecto a), en el que el dominio TM se hace no funcional suprimiendo los 
aminoácidos en la posición 701-775 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición 40
correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV.
c) El polipéptido gB del CMV del aspecto a o b), que comprende adicionalmente al menos una sustitución, o 
deleción, de aminoácidos en el dominio de bucle de fusión FL2.
d) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a c), que comprende adicionalmente al menos la 
deleción de una región de aminoácidos hidrófobos en el dominio citoplasmático del polipéptido.45
e) El polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos a) a d), en el que la sustitución de aminoácidos
en el dominio de bucle de fusión FL1 consiste en la sustitución de al menos un aminoácido entre Y.I.Y 
emplazados en la posición 155-157 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición 
correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, por un aminoácido polar que no es uno aromático.
f) El polipéptido gB del CMV del aspecto e), en el que la sustitución consiste en la sustitución de al menos dos 50
aminoácidos entre Y.I.Y, emplazados en la posición 155-157 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, 
o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, por un aminoácido polar que no es uno 
aromático.
g) El polipéptido gB del CMV del aspecto e) o f), en el que el aminoácido polar se selecciona del grupo de 
aminoácidos con carga positiva que consiste en lisina (K), histidina (H) y arginina (R).55
h) El polipéptido gB del CMV del aspecto g), en el que la isoleucina (l) emplazada en la posición 156 respecto a 
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, 
se sustituye por una histidina (H).
i) El polipéptido gB del CMV del aspecto g) o la reivindicación h), en el que la tirosina (Y) emplazada en la 
posición 157 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 60
polipéptidos gB del CMV, está sustituida por una arginina (R).
j) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos e) a i), en el que la tirosina (Y) emplazada en la 
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posición 155 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 
polipéptidos gB del CMV, está sustituida por una glicina (G).
k) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a d), en el que los aminoácidos Y.I.Y emplazados
en la posición 155-157 en el dominio del bucle de fusión FL1, respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 
1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por los aminoácidos 5
G.H.R, respectivamente.
l) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a d), en el que el tramo de aminoácidos Y.I.Y
emplazado en la posición 155-157 en el dominio del bucle de fusión FL1 respecto a la secuencia expuesta en 
SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, que tienen una puntuación 
de hidrofobicidad de + 1,9 medida mediante la escala de Kyte y Doolittle, está sustituida por un tramo de tres 10
aminoácidos que tienen una puntuación de hidrofobicidad inferior a -3, inferior a -7, inferior a -8, medida mediante 
la escala de Kyte y Doolittle.
m) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos c) a I), en el que la sustitución de aminoácido en el 
dominio del bucle de fusión FL2 consiste en la sustitución de al menos un aminoácido entre W.L.Y, emplazados 
en la posición 240-242 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en 15
otros polipéptidos gB del CMV, por un aminoácido con carga positiva seleccionado del grupo que consiste en 
lisina (K), histidina (H) y arginina (R).
n) El polipéptido gB del CMV del aspecto m), en el que el aminoácido entre W.L.Y emplazados en la posición 
240-242 respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 
polipéptidos gB del CMV, está sustituido por una histidina (H).20
o) El polipéptido gB del CMV del aspecto m) o n), en el que al menos la tirosina (Y) emplazada en la posición 242 
respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB 
del CMV, está sustituida por una histidina (H).
p) El polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos c) a n), en el que los aminoácidos W.L.Y 
emplazados en la posición 240-242 en el dominio del bucle de fusión FL2 respecto a la secuencia expuesta en 25
SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por los 
aminoácidos A.F.H, respectivamente.
q) El polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos d) a p), en el que la deleción en el dominio 
citoplasmático corresponde a la región de los aminoácidos 825 a 877 respecto a la secuencia expuesta en SEQ 
ID NO: 1.30
r) El polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos a) a q), en el que dicho polipéptido está mutado 
en un sitio endoproteolítico.
s) El polipéptido gB del CMV del aspecto r), en el que se realiza al menos una de las sustituciones de aminoácido 
que se selecciona del grupo que consiste en: R456 sustituido por T456, R458 sustituido por Q458 y R459 sustituido por 
T459, respecto a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 35
polipéptidos gB del CMV.
t) El polipéptido gB del CMV del aspecto s), en el que R456, R458 y R459respecto a la secuencia expuesta en SEQ 
ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por T456, Q458, y 
T459, respectivamente, 
u) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a t), en el que la arginina (R357) respecto a la 40
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 está sustituida por una serina (S357).
v) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a u), en el que la arginina (R50) respecto a la 
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 está sustituida por una serina (S50).
w) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a v), en el que la cisteína (C778) respecto a la 
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 está sustituida por una alanina (A778).45
x) El polipéptido del CMV de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3.
y) El polipéptido del CMV de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 4.
z) El polipéptido del CMV de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5.
aa) Una preparación que comprende un polipéptido gB del CMV, en la que más del 50 % de dicho polipéptido 
está en forma trimérica, medido mediante UCA (ultracentrifugación analítica).50
bb) Una composición inmunogénica que comprende el polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos 
a) a z), mezclado con un vehículo farmacéutico adecuado.
cc) La composición inmunogénica del aspecto bb) que comprende adicionalmente un adyuvante.
dd) Un polinucleótido que codifica el polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos a)-z).
ee) Un vector recombinante que comprende el polinucleótido del aspecto dd).55
ff) Una célula hospedadora transformada con el vector recombinante del aspecto ee).
gg) El polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a z) para su uso en la prevención y/o el 
tratamiento de una infección por CMV. 
hh) Uso del polipéptido gB del CMV de uno cualquiera de los aspectos a) a z) en la preparación de un 
medicamento para la prevención y/o tratamiento de una infección por CMV.60
ii) Un procedimiento para producir una respuesta inmunitaria frente al CMV, que comprende la etapa de 
administrar a un sujeto una cantidad inmunológicamente eficaz de una composición que comprende el 
polipéptido gB del CMV de cualquiera de los aspectos a) a z).

La invención se describirá adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitativos. 
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Ejemplo 1: Polipéptidos gB del CMV

Todas las variantes del polipéptido gB (véanse la Figura 1 y la Figura 2 para una representación esquemática) 
designadas más adelante proceden de la secuencia de aminoácidos de gB de la cepa AD169 de CMV. Por 
consiguiente, la numeración de los aminoácidos cuando se especifica la posición de las mutaciones es respecto a la 
secuencia de gB del CMV AD169 expuesta en SEQ ID NO: 1. Asimismo, además de las mutaciones específicas que 5
contiene cada una, como se describe más adelante, todas las construcciones siguientes tienen (i) el dominio 
transmembrana suprimido (deleción de los aminoácidos 701 a 775) y (ii) todas comprenden las siguientes 
mutaciones puntuales: los aminoácidos R50 y R357 sustituidos por el aminoácido S. 

Aunque las siguientes variantes comprendían una marca de histidina en el extremo C-terminal del polipéptido para la 
transfección transitoria, la secuencia de dicha marca no está incluida en la SEQ ID desvelada.10

1.1 gB-SLP12

La variante gB-SLP12 comprende 2 series de mutaciones puntuales dirigidas a los supuestos bucles de fusión de 
gB, FL1 y FL2, respectivamente. FL1 se mutó sustituyendo los aminoácidos 155Y.I.Y157 por los aminoácidos 
155G.H.R157, mientras que FL2 se mutó sustituyendo los aminoácidos 240W.L.Y242 por los aminoácidos 240A.F.H242. 
Esta construcción codifica una proteína de 830 aminoácidos de longitud. La secuencia de aminoácidos completa de 15
gB-SLP12 se proporciona en SEQ ID NO: 3.

1.1.1 Construcción del vector de expresión pMax-AD169-gB-SLP12

GeneArt company sintetizó la secuencia del gen gB-SLP12 (SEQ ID NO: 6). Se optimizaron los codones de la
secuencia codificante para la expresión en células CHO. Se introdujeron los sitios de restricción HindIII y BamHI en 
el extremo 5’ (delante del codón de iniciación) y el extremo 3’ (justo después del codón de terminación), 20
respectivamente. La secuencia génica con codones optimizados porta mutaciones tanto en el primer supuesto bucle 
de fusión (155Y.I.Y157 reemplazados por 155G.H.R157) y el segundo supuesto bucle de fusión (240W.L.Y242 sustituidos 
por 240A.F.H242). El fragmento de ADN sintético se recibió como un inserto de ADN de 2558 pb de longitud clonado en 
el vector pMA (plásmido patentado por GeneArt) usando los sitios de clonación KpnI y SacI, generando el plásmido 
AD169-gB-SLP12-pMA. El plásmido AD169-gB-SLP12-pMA se sometió a digestión con las enzimas HindIII y BamHI. 25
El fragmento de ADN de 2530 pb que contenía el gen gB-SLP12 se purificó en gel y se ligó en el vector de expresión 
de mamífero pMax, una versión modificada del vector pMaxCloning de Amaxa. La estructura del vector pMaxCloning 
se ha modificado para eliminar un codón de iniciación ATG presente en el sitio de clonación múltiple del vector 
comercial de Amaxa (entre KpnI y HindIII). Después de la verificación de la secuencia mediante secuenciación 
automatizada de ADN, se usó el plásmido recombinante pMax-AD169-gB-SLP12 para transfectar de forma 30
transitoria células CHO-S. 

1.2 gB-SLP12-Del2

La deleción de una región hidrófoba que abarca los aminoácidos Pro825 a Lys877 se introdujo en la variante gB-
SLP12, generando la variante gB-SLP12-Del2. Esta construcción codifica una proteína de 777 aminoácidos de 
longitud. La secuencia de aminoácidos completa de la variante gB-SLP12-Del2 se proporciona en SEQ ID NO: 4. La 35
secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP12-Del2 se proporciona en la SEQ ID NO: 8.

1.2.1 Construcción del vector de expresión pMax-AD169-gB-SLP12-Del2

Se amplificó un fragmento de ADN de 2159 pb que abarca los sitios de restricción únicos HindIII y ClaI presentes en 
la secuencia codificante AD169-gB-SLP12, mediante PCR usando el plásmido AD169-gB-SLP12-pMA como molde y 
los cebadores SLP-Fw (SEQ ID NO: 22) (5’-GAAAGCGGGCAGTGAGCGGAAGGC-3’) y SLP-Rv (SEQ ID NO: 23) 40
(5’-TGTCCTCCACGTACTTCACGCGCTGC-3’). La parte C-terminal del gen AD169-gB-SLP12Del2 también se 
amplificó mediante PCR como un fragmento de 745 pb que abarca los sitios de restricción ClaI y SacI, usando el 
vector Del2-pMA como molde y los cebadores Del-Fw (SEQ ID NO: 24) (5’-
CCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCA-3’) y Del-Rv (SEQ ID NO: 25) (5’-CCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGC-
3’). GeneArt company construyó el vector Del2-pMA que porta un fragmento de ADN sintético que codifica la parte 45
C-terminal del gen gB-SLP12-Del2. Tras la digestión con las enzimas de restricción adecuadas, los fragmentos de 
PCR se clonaron en el vector pMax sometido a digestión con las enzimas de restricción HindIII y SacI. Después de 
la verificación de la secuencia mediante secuenciación automatizada de ADN, se usó el plásmido recombinante 
pMax-AD169-gB-SLP12 para transfectar de forma transitoria células CHO-S. 

1.3 gB-SLP1-Del250

La deleción de una región hidrófoba que abarca los aminoácidos Pro825 a Lys877 se introdujo en la variante gB-SLP1, 
generando la variante gB-SLP1-Del2. Esta variante codifica una proteína de 777 aminoácidos de longitud. La 
secuencia de aminoácidos completa de la variante gB-SLP1-Del2 se proporciona en SEQ ID NO: 5.
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1.3.1 Construcción del vector de expresión pMax-AD169-gB-SLP1-Del2

El gen gB-SLP1 fue sintetizado por primera vez por GeneArt. La secuencia génica con codones optimizados porta 
mutaciones en el primer supuesto bucle de fusión (155Y.I.Y157 reemplazados por 155G.H.R157). Este gen sintético se 
recibió como un fragmento de ADN de 2558 pb clonado en el vector pMA usando los sitios de clonación KpnI y SacI, 
generando el plásmido AD169-gB-SLP1-pMA. El vector de expresión pMax-AD169-gB-SLP1-Del2 se construyó a 5
partir de AD169-gB-SLP1-pMA y el vector plasmídico Del2-pMA. El vector pMA-gB-SLP1 se sometió a digestión con 
las enzimas de restricción HindIII y ClaI, y el fragmento de ADN de 1964 pb que codifica la parte N-terminal de la 
proteína SLP1-Del-2 se aisló mediante purificación en gel. El vector plasmídico Del2-pMA se sometió a digestión con 
las enzimas de restricción ClaI y SacI, y el fragmento de ADN de 420 pb que codifica la parte C-terminal de la 
proteína gB-SLP1-Del2 se aisló mediante purificación en gel. Estos dos fragmentos se ligaron en el vector de 10
expresión pMax sometido a digestión con las enzimas de restricción HindIII y SacI, generando el vector de expresión 
final pMax-AD169-gB-SLP1-Del2. Después de la verificación de la secuencia mediante secuenciación automatizada 
de ADN, se usó el plásmido recombinante pMax-AD169-gB-SLP1-Del2 para transfectar de forma transitoria células 
CHO-S. La secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP1-Del2 se muestra en SEQ ID NO: 7.

1.4 gB-SLP12-Delta11315

Se realizó en la variante gB-SLP12-Delta113 la deleción de la parte C-terminal del dominio citoplasmático, 
comenzando en el aminoácido 793, así como la deleción de los aminoácidos 701-775 del dominio transmembrana. 
Esta variante codifica una proteína de 717 aminoácidos de longitud. La secuencia de aminoácidos completa de gB-
SLP12-Delta113 se proporciona en SEQ ID NO: 12.

1.4.1 Construcción del vector pTT5-gB-SLP12-Delta11320

La estrategia usada para construir el vector de expresión pTT5-gB-SLP12-Delta113 es la siguiente. En primer lugar, 
el vector pMax-AD169-gB-SLP12 (véase la sección 1.1.1) se sometió a digestión con las enzimas de restricción 
HindIII y ClaI. El fragmento de gB de 1970 pb resultante, que corresponde a la parte N-terminal de la construcción 
gB-SLP12-Delta113 se aisló mediante purificación en gel. Geneart sintetizó el extremo C-terminal de la construcción 
gB-SLP12-Delta113 que abarca los sitios ClaI y BamHI (justo después del codón de terminación) y se recibió como 25
un inserto de ADN de 230 pb de longitud (denominado new-2) clonado en el vector pMA (plásmido patentado por 
Geneart). El vector New-2-pMA se sometió a digestión con las enzimas de restricción ClaI y BamHI, y el inserto de 
230 pb se purificó en gel. Los dos fragmentos de ADN purificados en gel se ligaron en el vector de expresión pMax 
sometido previamente a digestión con las enzimas de restricción HindIII y BamHI, generando el plásmido pMax-
AD169-gB-SLP12-Delta113. Después, las serinas en las posiciones 50 y 357 de la construcción AD169-gB-SLP12-30
Delta113 se revertieron a la arginina nativa, usando el kit “QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis” de 
Stratagene (N. º 200513). El plásmido resultante, después de la verificación de la secuencia, se sometió a digestión 
con las enzimas de restricción HindIII y BamHI. El fragmento de gB de 2200 pb se purificó en gel y se ligó en el 
vector pTT5 (NRC, Canadá) sometido previamente a digestión con las enzimas de restricción HindIII y BamHI, 
generando el vector de expresión final pTT5-gB-SLP12-Delta113. Este vector se usó para transfectar de forma 35
transitoria células CHO-S. La secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP12-Delta113 se muestra en SEQ ID NO: 
11.

1.5 gB-SLP12-Delta725

Se realizó en gB-SLP12-Delta725 la deleción de parte del dominio transmembrana, comenzando en el aminoácido 
725, y del dominio citoplasmático completo. Esta variante codifica una proteína de 724 aminoácidos de longitud. La 40
secuencia de aminoácidos completa de la variante gB-SLP12-Delta725 se proporciona en SEQ ID NO: 10.

1.5.1 Construcción del vector de expresión pTT5-gB-SLP12-Delta725

En primer lugar, las serinas en las posiciones 50 y 357 de la construcción gB-SLP12-Del2 (véase la sección 1.2) se 
revertieron a la arginina nativa, usando el kit “QuickChange Multi Site-Directed Mutagenesis” de Stratagene (N.º 
200513). El plásmido resultante, después de la comprobación de la secuencia, se sometió a digestión con las 45
enzimas de restricción HindIII y ClaI y el fragmento de gB de 1970 pb se aisló mediante purificación en gel. También 
se generó un fragmento de PCR que abarca los sitios de restricción ClaI y BamHI (SEQ ID NO: 26) y que comprende 
la secuencia siguiente: 
ATCGATCCCCTGGAGAACACCGACTTCAGGGTGCTGGAGCTGTACTCCCAGAAGGAACTGAGGTCCAGCAACG
TGTTCGACCTGGAGGAAATCATGAGAGAGTTCAACAGCTACAAGCAGCGCGTGAAGTACGTGGAGGACAAGGT50
GGTGGACCCCCTGC CCCCCTACCT GAAGGGCCTGGACGACCTGA 
TGAGCGGACTCGGGGCTGCTGGAAAGGCCTGAGGATCC. El fragmento digerido con HindIII-ClaI de 1970 pb y el 
ADN de PCR digerido con las enzimas de restricción ClaI y BamHI se ligaron en el vector pTT5 (NRC, Canadá) entre 
los sitios de clonación HindIII y BamHI, para generar el vector de expresión final pTT5-gB-SLP12-Delta725 . 
Después de la comprobación de la secuencia mediante secuenciación automatizada de ADN, se usó el plásmido 55
recombinante pTT5-gB-SLP12-Delta725 para transfectar de forma transitoria células CHO-S. La secuencia de 
nucleótidos que codifica gB-SLP1-Del2 se muestra en SEQ ID NO: 9.
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1.6 gB-SLP12-Delta725-LVL759

Esta variante codifica una proteína de 683 aminoácidos de longitud. La secuencia de aminoácidos completa de gB-
SLP12-Delta725-LVL759 se proporciona en SEQ ID NO: 14.

1.6.1 Construcción del vector de expresión pTT5-AD169-Delta725-LVL759

El plásmido pTT5-gB-SLP12-Delta725-RR-leader2 se mutó usando el kit QuickChange II XL Site-Directed 5
Mutagenesis de Stratagene (N.º 200522) y el cebador CAN1498 5’-gtgcatcgtgtgcctgggatccgaggccgtgagccacagg-3’ y 
CAN1499 5’- cctgtggctcacggcctcggatcccaggcacacgatgcac-3’, lo que dio como resultado el plásmido intermedio 
pTT5-694-13. Este plásmido intermedio se mutó usando el mismo kit QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis y 
el cebador CAN 1650 5’-gtgaacctgtgcatcgtgtgcctggccctggccagccaccgggccaacgagacaa-3’ y CAN 1651 5’-
ttgtctcgttggcccggtggctggccagggccaggcacacgatgcacaggttcac-3’, lo que dio como resultado el vector de expresión final 10
pTT5-gB-SLP12-725-LVL759. La secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP12-Delta725-LVL759 se muestra en 
SEQ ID NO: 13.

1.7 gB-SLP12-Delta725-LVL776

Esta variante codifica una proteína de 683 aminoácidos de longitud. La secuencia de aminoácidos completa de gB-
SLP12-Delta725-LVL776 se proporciona en SEQ ID NO: 16.15

1.7.1 Construcción del vector de expresión pTT5-AD169-Delta725-LVL776

El plásmido intermedio anterior pTT5-694-13 se mutó usando el mismo kit QuickChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis kit y los cebadores CAN1648 5’- cctgtgcatcgtgtgcctgggagccctggccagccaccgggccaacgagacaatc-3’ y 
CAN1649 5’-gattgtctcgttggcccggtggctggccagggctcccaggcacacgatgcacagg-3’, lo que dio como resultado un plásmido 
intermedio adicional pTT5-LVL758-1. Este plásmido intermedio se mutó usando el mismo kit QuickChange II XL Site-20
Directed Mutagenesis y los cebadores CAN1697 5’-
tggtgtgcgtgaacctgtgcatcgtgctcctgggagccctggcccaccgggccaacgagacaatctac-3’ y CAN1698 5’-
gtagattgtctcgttggcccggtgggccagggctcccaggagcacgatgcacaggttcacgcacacca-3’, lo que dio como resultado el vector de 
expresión final pTT5-gB-SLP12-Delta725-LVL776. La secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP12-Delta725-
LVL759 se muestra en SEQ ID NO: 15.25

1.8 gB-SLP12-Delta725-CD33

La variante gB-SLP12-Delta725-CD33 codifica una proteína de 677 aminoácidos de longitud. Esta construcción es 
casi idéntica a la construcción gB-SLP12-Delta725 a excepción de que la parte N-terminal del gen gB abarca los 
nucleótidos 1 a 192 (la secuencia señal y los primeros 64 aminoácidos de la proteína gB madura) se reemplazaron 
por la secuencia señal de CD33 (Taylor y col. 1999, Vol. 274, N.º 17: p11505-11512). La secuencia de aminoácidos 30
completa de la variante gB-SLP12Delta725-CD33 se proporciona en SEQ ID NO: 18.

1.8.1 Construcción del vector de expresión pTT5-gB-SLP12-Delta725-CD33

El gen gB-SLP12-Delta725-CD33 se construyó mediante amplificación por PCR usando el plásmido pTT5-gB-
SLP12-Delta725 como molde y los cebadores CD33 (SEQ ID NO: 27) (5’-
AATCAAAAGCTTACTAGTGCCGCCACCATGGCCCCCCTGCTGCTTCTGCTGCCCCTGCTTTGGG35
CAGGGGCCCTGGCCCACCGGGGCAACG-3’) y CMO578 (SEQ ID NO: 28) (5’-
GTAATAGGATCCGGTACCTCATCAGGCCTTTCCAGCAG-3’). El cebador directo contiene el sitio HindIII y la 
secuencia señal de CD33. El cebador inverso contiene el codón de terminación y el sitio BamHI. Tras la digestión 
con las enzimas restricción adecuadas, el fragmento de PCR se clonó en el vector pEE14 sometido a digestión con 
las enzimas de restricción HindIII y BglII. Después de la verificación de la secuencia se seleccionó el plásmido 40
pEE14-gB-SLP12-Delta725-CD33. Por último, el gen gB-SLP12-Delta725-CD33 se subclonó en el vector pTT5 del 
siguiente modo. La secuencia codificante se amplificó por PCR usando el vector pEE14-gB-SLP12-Delta725-CD33 
como molde y los cebadores CD33F (SEQ ID NO: 29) (5’-
AATCAAAAGCTTACTAGTGCCGCCACCATGGCCCCCCTGCTG-3’) y Ecto-Rv (SEQ ID NO: 30) (5’-
GACTTATAGGATCCTCATCAGTGGTGGTGATGATGGTGGCCGCCGGCCTTTCCAGCAGC-3’). 45

Los cebadores directo e inverso contienen los sitios de clonación HindIII y BamHI, respectivamente. El ADN 
amplificado y el vector pTT5 se sometieron a digestión con las enzimas de restricción HindIII y BamHI antes de la 
ligación. Después de la verificación de la secuencia se usó el vector de expresión pTT5-gB-SLP12-Delta725-CD33 
resultante para transfectar de forma transitoria células CHO-S. La secuencia de nucleótidos que codifica gB-SLP12-
Delta725-CD33 se muestra en SEQ ID NO: 17.50

Ejemplo 2: Expresión de los polipéptidos gB del CMV

Las distintas construcciones de ADN descritas anteriormente se transfectaron de forma transitoria en células CHO 
(ovario de hámster chino) usando el sistema de expresión FreeStyleTM MAX CHO de Invitrogen. La construcción que 
codifica el polipéptido gB-DeltaTM se usó como control. La secuencia de aminoácidos de gB-Delta TM se representa 
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en SEQ ID NO: 2. El vector de expresión usado para la expresión de gB-DeltaTM fue pMax-AD169. El sistema 
FreeStyleTM MAX CHO usa la línea celular CHO-S, un subclón separado de la línea celular CHO-K1 adaptada al 
cultivo en suspensión y un polímero sintético basado en lípidos catiónicos como reactivo de transfección. El ADN 
plasmídico para la transfección se aisló usando el kit Qiagen Maxiprep (Qiagen, Valencia, CA), siguiendo el 
protocolo del fabricante. El complejo de transfección se preparó según lo recomendado por Invitrogen. Brevemente, 5
se diluyeron por separado 37,5 µg de plásmido y 37,5 µl del reactivo de transfección FreeStyle MAX en 0,6 ml de 
medio Opti-ProTMSFM. Inmediatamente después, el reactivo de transfección FreeStyle MAX diluido se añadió a la 
solución de ADN diluida. La mezcla ADN-FreeStyle MAX se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente 
antes de añadirla al cultivo celular. Los cultivos transfectados se incubaron a 37 ºC durante 3 días. Después, los 
cultivos se mantuvieron a 29 ºC durante otros 3 días. El día 6 después de la transfección se recogió 1 ml de cada 10
cultivo celular que comprendía las células transfectadas en suspensión, así como el medio de cultivo celular. Los 
sobrenadantes del cultivo celular se separaron de las células suspendidas mediante centrifugación a 12.000 g. Se 
recogieron los sobrenadantes y los sedimentos celulares se solubilizaron con 1 ml de tampón de lisis (PBS 
complementado con Triton X-100 al 1 %). El material insoluble se retiró de los lisados celulares mediante 
centrifugación a 12.000 g a 4 ºC durante 5 min. Las alícuotas (15 µl) de los sobrenadantes de cultivo y las fracciones 15
celulares solubilizadas se corrieron en un gel Criterion XT de Bis Tris al 4-12 % (Biorad) usando el tampón MOPS. 
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las membranas se exploraron con el anticuerpo anti-
gB MAb 27-156 (Spaete y col., 1990). Como alternativa, se detectaron los niveles de expresión y secreción mediante 
ensayo ELISA usando un anticuerpo anti-gB. El ensayo se realizó en placas de 96 pocillos. Las placas se 
recubrieron con un anticuerpo policlonal anti-gB (el anticuerpo se produjo inyectando el polipéptido gB** - descrito en 20
el documento EP0759995- en conejos). Después de una etapa de saturación en leche desnatada al 3 % durante 1 h 
a 37 ºC, el anticuerpo se incubó durante una noche a 4 ºC. Después se lavaron los pocillos 4 veces. Se añadió una 
serie de diez diluciones con factor 2 de cada muestra a analizar (el sobrenadante y las fracciones celulares 
transfectadas con las construcciones gB dadas) a las placas recubiertas en presencia de un anticuerpo monoclonal 
anti-gB (el anticuerpo se produjo inyectando en ratones virus CMV completo) que se conjuga con biotina durante 2 h 25
a 37 ºC. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0,1 %, se añadieron 100 µl de estreptavidina-peroxidasa de 
rábano picante y se incubó durante 30 min a 37 ºC. Las placas se lavaron 4 veces con PBS/Tween 20 al 0,1 % y una 
vez con agua. Después, las placas se incubaron durante 10 min a 37 ºC con 100 µl de tetra-metil-bencidina al 75 %
(TMB) en tampón citrato 0,1 M a pH 5,8 (25 %). Esta reacción se detuvo con 100 µl de H2SO4 0,4 N y la colorimetría 
se leyó en un espectrofotómetro a 450/620 nm. En este experimentó se usó como patrón un lote anterior de gB-30
DeltaTM purificado cuya concentración se conocía. Usando el programa informático SoftMax Pro se cuantificó la 
concentración de cada muestra a analizar. 

2.1 Expresión y secreción de gB-SLP12, gB-SLP1-Del2 y gB-SLP12-Del2 - análisis de transferencia de Western

La FIG. 3 se muestra una transferencia de Western representativa de tres experimentos realizados de forma 
independiente. Las calles A, B, C y D representan las fracciones celulares de los cultivos transfectados con gB-35
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. Las calles 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 que se secreta. Si se compara el nivel de gB 
presente en las calles B, C y D con el nivel de gB presente en la calle A, se observa que el nivel de gB intracelular 40
permanece invariable al mutar los bucles de fusión, es decir, los polipéptidos de la invención, en comparación con 
gB-DeltaTM con los bucles de fusión intactos, es decir, el polipéptido de la técnica anterior, lo que sugiere que las 
mutaciones en los bucles de fusión no afectan a la secreción. De hecho, si se compara el nivel de gB presente en 
las calles F, G y H con el nivel de gB presente en las calle E, se observa que la expresión de los polipéptidos gB de 
la invención (con los bucles de fusión mutados) y su secreción son al menos tan eficientes como la expresión y la 45
secreción del polipéptido gB de la técnica anterior (gB-deltaTM con bucles de fusión intactos). 

2.2 Expresión y secreción de gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 - ensayo ELISA

La cuantificación de los resultados obtenidos mediante ensayo ELISA y representados en forma de un gráfico se 
muestra en la FIG. 4 - Las barras negras representan las fracciones celulares de los cultivos transfectados con gB-
DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-Delta-725, respectivamente, mientras que las barras grises 50
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 expresión total alcanzado tras la transfección en células CHO. Con 
respecto a gB-DeltaTM, se observó que en la población del polipéptido expresado, alrededor de la mitad del 
polipéptido se retiene de forma intracelular (barra gris) y alrededor de la mitad del polipéptido se secreta (barra 
negra). Sorprendentemente, cuando se expresó gB-SLP12 se observó que el nivel de expresión total era 55
significativamente mayor que para gB-DeltaTM, alrededor del doble. Además, si se comparaba el respectivo nivel de 
la forma intracelular y la forma secretada, se observaba que más del 80 % del polipéptido se secretaba, mientras 
que sólo el 10-20 % permanecía de forma intracelular, lo que sugiere que gB-SLP12 también se secretaba de forma 
más eficaz que gB-DeltaTM. Este resultado sugiere que la mutación de los bucles de fusión tiene un impacto positivo 
sobre la expresión y la secreción. El mayor nivel de expresión y secreción con respecto a gB-DeltaTM se observó de 60
forma similar con los polipéptidos gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725. Sin embargo, sorprendentemente, los 
dos polipéptidos se expresaban de forma todavía más significativa que gB-SLP12, más del doble y alrededor de 1,6 
veces, respectivamente, lo que sugiere que combinar la deleción de al menos parte del dominio citoplasmático con 
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la mutación del bucle de fusión mejora más la expresión y, por lo tanto, el rendimiento final de los polipéptidos 
secretados resultantes.

2.3 Expresión y secreción de gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113, gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12 – Papel de los bucles 
de fusión

Las transferencias de Western se muestran en la FIG. 5 - La FIG. 5A muestra que gB-SLP12 se secreta al menos 5
con tanta eficacia que gB-SLP12-Delta725, mostrando ambos un nivel de secreción mayor que gB-DeltaTM 
(compárense las calles F y J con la calle B), lo que confirma los resultados observados mediante el ensayo ELISA. 
Las calles M y N representan las fracciones celulares y el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-
Delta725 que tiene los bucles de fusión FL1 y FL2 intactos. La ausencia de detección de gB en el sobrenadante del 
cultivo (véase la calle N) sugiere que el buen nivel de expresión/secreción de gB requiere que los bucles de fusión 10
estén mutados - Una observación similar se realizó en la FIG. 5B, en donde no se puede detectar proteína gB en el 
sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-Delta725, que tiene bucles de fusión FL1 y FL2 intactos, en 
comparación con el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725 (compárense las calles 6 y 2, 
respectivamente). El requisito de la mutación de los bucles de fusión FL1 y FL2 para conseguir una secreción mejor 
que gB-DeltaTM se observó de forma similar para los péptidos gB-SLP12-Delta113. gB era apenas detectable en el 15
sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113 que tiene los bucles de fusión FL1 y FL2 intactos, 
en comparación con el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta113 (compárense las calles 6’ y 
4’, respectivamente). 

2.4 Expresión y secreción de gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta725-LVL759 y gB-SLP12-Delta725-LVL776

En la FIG. 5C se muestra una transferencia de Western - El nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo 20
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 (compárense las calles f y h con las calles b y d, 
respectivamente). El nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo transfectado con gB-SLP12-Delta725-
LVL776 es sólo ligeramente menor que el nivel de gB presente en el sobrenadante de un cultivo transfectado con 
gB-SLP12-Delta725 (compárense las calles j y l con las calles b y d, respectivamente). Estos resultados indican que 25
la mutación en la parte N-terminal de los polipéptidos (véase la FIG. 2) de la invención no afecta de forma 
significativa al nivel de secreción de dichos polipéptidos.

Ejemplo 3: Perfil de producto de los polipéptidos gB del CMV

gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 se expresaron de forma transitoria en células CHO, como se describe en el 
Ejemplo 2, y los sobrenadantes del cultivo se recogieron el día 6 postransfección. Después del aclarado, los 30
sobrenadantes se complementaron con NaCl 350 mM y Empigen al 0,4 % y, después, se filtraron por 0,22 µm. Se 
usaron columnas de níquel para purificar los polipéptidos transfectados y secretados de los sobrenadantes de los 
cultivos celulares correspondientes. Se equilibraron columnas XK 16 (Qiagen) con un tampón que comprende TRIS-
HCl 10 mM, NaCl 350 mM, imidazol 10 mM y Empigen al 0,4 % a pH 8,0. Los sobrenadantes de los cultivos 
celulares previamente aclarados, complementados y filtrados, se cargaron a un caudal de 4 ml/min y las proteínas 35
retenidas se lavaron con el tampón de equilibrado. La elución se realizó a un caudal de 4 ml/min con un tampón que 
comprende TRIS-HCl 10 mM, NaCl 350 mM, imidazol 350 mM y Empigen al 0,4 % a pH 8,0. Las fracciones eluidas 
se inyectaron después a un caudal de 2 ml/min en columnas XK 26 (GE) equilibradas con un tampón que 
comprende tampón fosfato 10 mM (K) y Empigen al 4 % a pH 7,2. El primer pico de proteína se recogió para su 
análisis posterior. Las fracciones eluidas correspondientes a este pico se cargaron después en columnas de sulfato 40
de cellufine (Chisso Corporation) equilibradas con un tampón que comprende tampón fosfato 10 mM (K) y Empigen 
al 4 %, pH 7,2. La elución se realizó a un caudal de 3 ml/min con un tampón que comprende fosfato 5 mM (K), NaCl 
1 M y Pluronic F68 al 0,1 %, pH 7,2. Los polipéptidos purificados resultantes del procedimiento de purificación 
anterior se sometieron después a los experimentos siguientes.

3.1 Experimentos de reticulación con glutaraldehído45

Se añadió glutaraldehído directamente a 15 µl de cada polipéptido purificado (que corresponde a aproximadamente 
7 µg de proteína total) de modo que obtenga una concentración final de glutaraldehído del 0,5 % y el 1 %. Como 
control se dejó una muestra de cada polipéptido purificado sin glutaraldehído. Las mezclas se dejaron incubar 
durante 150 min y, después, se detuvo la reacción del glutaraldehído mediante la adición de NaBH4 (Aldrich) y las 
muestras se incubaron en hielo durante 20 min. Después, las muestras se corrieron en un gel Criterion XT de Bis 50
Tris al 4-12 % (Biorad) usando tampón MOPS. El gel se tiñó con azul de Coomassie R-250 y se muestra en la 
FIG. 9.

Resultados

Si había multímeros de polipéptidos presentes en las muestras antes de tratarse con glutaraldehído, los multímeros 
de cualquier tamaño dado, sean dímeros, trímeros o cualquier otro multímero de peso molecular alto, estos se 55
reticularon y, por lo tanto, se mantuvieron como tales cuando migraron en un gel en condiciones desnaturalizantes. 
Por consiguiente, dichos multímeros migraron de acuerdo con su peso molecular. Por el contrario, con las muestras 
de control que no se trataron con glutaraldehído, cualquier multímero presente en dicha muestra se desnaturalizó en 
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monómeros cuando migraron en un gel en condiciones desnaturalizantes, de modo que los polipéptidos en las 
muestras de control migraron de acuerdo con el peso molecular equivalente a un monómero del polipéptido (véase 
una única banda un poco más baja que 150 kDa en las calles A, D y G). Si se considera el perfil del multímero de 
gB-DeltaTM (calles A, B y C), en las muestras tratadas con glutaraldehído se observan 2 bandas de peso molecular 
muy alto (indicado por las flechas). También se observa que estas dos bandas son de la misma intensidad, lo que 5
sugiere que la muestra de gB-DeltaTM comprende principalmente dos tipos de multímeros y que la proporción de 
cada multímero dentro de la muestra debería ser aproximadamente la misma. Por el contrario, al considerar el perfil 
de gB-SLP12, en particular las calles E y F, en el que las muestras se trataron con glutaraldehído, aunque también 
se observaron dos bandas de peso molecular alto, la intensidad de cada banda es significativamente diferente. De 
hecho, la intensidad de la banda de peso molecular menor es al menos 3-5 veces más fuerte que la del más alto, lo 10
que sugiere que la población de multímeros de peso molecular menor en la muestra gB-SLP12 es mucho más 
grande que la población de multímeros de peso molecular más alto. Se realizó una observación similar cuando se 
consideró la muestra de gB-SLP1-Del2 (calles G, H e I), en donde la intensidad de la banda más baja es 
aproximadamente 2-3 veces más fuerte que la intensidad de la banda más alta. Esto sugiere que gB-SLP12 and gB-
SLP1-Del2 tienen un perfil de multímero similar, con una proporción enriquecida de los multímeros de peso 15
molecular más bajo, que es distinto del de gB-DeltaTM, el polipéptido de la técnica anterior. Cabe destacar que el 
gel usado en dicho experimento no proporciona una resolución suficientemente buena como para determinar si las 
bandas de peso molecular más bajo observadas en las calles en relación con gB-DeltaTM son del mismo tamaño
que las observadas en las calles relacionadas con gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2. Por el mismo motivo no es posible 
determinar de forma precisa el tamaño real de cada banda, de modo que es difícil identificar los multímeros 20
observados como dímeros o trímeros etc. del experimento. Para obtener esta información se realizaron los dos 
siguientes experimentos con los polipéptidos purificados. 

3.2 Ultracentrifugación analítica - gB-DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP1-Del2

Se usó ultracentrifugación analítica (UCA) para determinar la homogeneidad y la distribución por tamaño en solución 
de las distintas especies (por ejemplo, multímeros de tamaños distintos de un polipéptido purificado que se agrega) 25
en una muestra de polipéptido purificado, midiendo la velocidad a la cual las moléculas se mueven en respuesta a 
una fuerza centrífuga. Esto está basado en el cálculo del coeficiente de sedimentación de las distintas especies, que 
se obtiene mediante un experimento de velocidad de sedimentación, lo que depende de su forma y masa molecular. 
Tras la purificación, gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 resuspendidos en fosfato sódico 10 mM, NaCl 1M y 
Pluronic al 0,1 %, pH 7,2 se centrifugaron en una ultracentrífuga analítica ProteomeLab XL-1 de Beckman-Coulter a 30
28.000 rpm después de equilibrar el rotor AN-60Ti a 15 ºC. Para la recolección de datos se registraron 160 barridos 
a 280 nm y 230 nm cada 5 minutos. El análisis de los datos se realizó usando el programa SEDFIT para la 
determinación de la distribución C(S). La determinación del volumen específico parcial de las proteínas se realizó 
con el programa informático SEDNTERP a partir de una combinación de su secuencia de aminoácidos y de su 
composición esperada de glicanos. También se usó SEDNTERP para determinar la viscosidad y la densidad del 35
tampón, omitiendo la contribución del Pluronic F68, que no está representado en la base de datos de este programa 
informático. Los resultados se presentan en forma de un gráfico que representa la concentración de cada especie 
representada frente al peso molecular. La determinación de la abundancia relativa de todas las especies se ha 
realizado considerando el área total bajo la curva de la distribución global como el 100 % de la muestra y calculando 
el porcentaje de esta área total representada por la contribución de cada especie. 40

Resultados

La FIG. 10 presenta de forma sucesiva el perfil de gB-DeltaTM, gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2 purificados, analizado 
mediante ultracentrifugación analítica. El gráfico que corresponde con la muestra de gB-DeltaTM indica una 
distribución heterogénea representada por una pluralidad de picos. En particular, la población principal observada en 
dicha muestra son las especies de 417 kDa (35 %) y 723 kDa (30 %), que probablemente representen trímeros y 45
hexámeros, respectivamente. También están presentes en dicha muestra multímeros de peso molecular más alto. 
Por el contrario, cuando los bucles de fusión FL1 y FL2 estaban mutados, el perfil del correspondiente polipéptido 
gB-SLP12 purificado indica una población más homogénea, ya que la población principal es una especie de 327 kDa
(63 %) que probablemente represente trímeros. La presencia de multímeros de peso molecular más alto apenas se 
puede apreciar. Se observó un perfil similar en la muestra de gB-SLP1-Del2, en la que la población principal es una 50
especie de 311 kDa (67 %) que probablemente también represente trímeros, aunque la presencia de multímeros de 
peso molecular más alto es sólo marginal. 

En conclusión, los polipéptidos gB de la invención (gB-SLP12 y gB-SLP1-Del2) presentan un perfil de producto
mejorado, dado que la población de trímeros aumenta aproximadamente en un factor de 2 en comparación con la 
población de trímeros del polipéptido gB de la técnica anterior (gB-DeltaTM).55

3.3 Ultracentrifugación analítica - gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta113

La ultracentrifugación analítica se realizó como se describe anteriormente en la sección 3.2 para determinar la 
homogeneidad y la distribución por tamaño en solución de las distintas especies en los polipéptidos purificados gB-
SLP12-Delta725 y gB-SLP12-Delta113. Los polipéptidos se expresaron de forma recombinante como se describe en 
el Ejemplo 2 y se purificaron como se describe en el primer párrafo del presente Ejemplo 3. Tras la purificación, cada 60
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uno de gB-SLP12-Delta725 and gB-SLP12-Delta113 se resuspendieron en un tampón que contenía Pluronic al 
0,1 % o en un tampón sin Pluronic.

Resultados

- La FIG. 11A presenta de forma sucesiva el perfil del polipéptido gB-SLP12-Delta113 purificado analizado 
mediante ultracentrifugación analítica en presencia o ausencia Pluronic al 0,1 %. En ausencia de Pluronic, el 5
perfil observado era similar al perfil observado para gB-SLP12 y gB-SLP12-Del2 en la FIG. 10, con una población 
similar del 72 % representando trímeros en la población del polipéptido purificado, es decir, un perfil de producto 
mejorado en comparación con el polipéptido gB de la técnica anterior (gB-DeltaTM). Sin embargo, en presencia 
de Pluronic, el porcentaje de trímeros se redujo con un aumento concomitante del porcentaje de monómeros 
(25 %) y la presencia de multímeros de un tamaño de alrededor de 230 kDa. Esta tendencia del polipéptido gB-10
SLP12-Delta113 a monomerizar en presencia de Pluronic es indicativa de una susceptibilidad al detergente.

- La FIG. 11B presenta de forma sucesiva el perfil del polipéptido gB-SLP12-Delta725 purificado analizado 
mediante ultracentrifugación analítica, en presencia o ausencia de Pluronic al 0,1 %. El perfil observado con este 
polipéptido purificado es similar haya o no Pluronic presente. De hecho, el porcentaje de trímeros en ambos 
casos es de alrededor del 70 %, es decir, tan alto como el porcentaje de trímeros observado con los polipéptidos 15
gB-SLP12 y gB-SLP12-Del2 anteriores y, por lo tanto, gB-SLP12-Delta725 también presenta un perfil de 
producto mejorado en comparación con el polipéptido gB de la técnica anterior (gB-DeltaTM).

Conclusión

Aunque tanto gB-SLP12-Delta113 como gB-SLP12-Delta725 muestran un perfil de producto mejorado, con una 
proporción enriquecida de trímeros, los resultados obtenidos indican que gB-SLP12-Delta725 presenta la ventaja 20
adicional de tener una estabilidad estructural aumentada en solución, dado que su perfil de trímeros se mantiene en 
presencia o ausencia de Pluronic. De hecho, un tratamiento con detergente no tuvo ningún impacto observable 
sobre las propiedades de sedimentación de dicho polipéptido.

3.4 Cromatografía de exclusión por tamaño

El tamaño de proteína de gB-deltaTM y gB-SLP12 purificados también se determinó mediante cromatografía de 25
exclusión por tamaño usando un detector de UV a 280 nm y una columna TSK G5000PWXL (Tosoh Bioscience). 
Las muestras se cargaron a temperatura ambiente a un caudal de 0,5 ml/min. La elución se realizó con PBS + 
Pluronic al 0,1 % al mismo caudal a temperatura ambiente. Para la calibración se usaron tiroglobulina (669 kDa), 
ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (158 kDa), albúmina (68 kDa), conalbúmina (75 kDa), ovoalbúmina 
(43 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa).30

Resultados

Como se muestra en la FIG. 13, gB-SLP12 tiene un tamaño de 357 kDa, medido por cromatografía de exclusión por 
tamaño, lo que probablemente represente la forma trimérica. Dos polipéptidos de la técnica anterior, gB-DeltaTM y 
gB-S50-DeltaTM, es decir, los polipéptidos con bucles de fusión intactos, tienen un tamaño similar de 710 kDa, lo
que representa multímeros de peso molecular más alto. Estos resultados confirman los resultados anteriores 35
obtenidos por ultracentrifugación analítica, en cuanto a que los polipéptidos de la invención (gB-SLP12) tienen un 
perfil de producto distinto del de los polipéptidos de la técnica anterior (gB-DeltaTM).

Ejemplo 4: Recorte C-terminal de los polipéptidos gB-SLP12 

4.1 Expresión y purificación 

Los polipéptidos gB-DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 se transfectaron de forma 40
transitoria y se expresaron como se describe en el Ejemplo 2. Los polipéptidos gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113 y gB-
SLP12-Delta725 se purificaron como se describe en el primer párrafo del Ejemplo 3. Tras la recolección en el día 6
de transfección, el sobrenadante de gB-DeltaTM se complementó con Bis-Tris y Empigen BB para alcanzar la 
concentración final de 20 mM y 0,4 % respectivamente. Después, se cargó en una columna Q-Sepharose XL (GE 
Healthcare) equilibrada en un tampón que comprende Bis-Tris 20 mM - Empigen BB al 0,4 %, pH 6,0. El polipéptido 45
unido se eluyó de la columna con una mezcla de 75 % del tampón que comprende Bis-Tris 20 mM - Empigen BB al 
0,4 %, pH 6,0 y 25 % del tampón que comprende Bis-Tris 20 mM - Empigen BB al 0,4 %, NaCl 1 M, pH 6,0. El eluato 
se complementó después con fosfato sódico para alcanzar una concentración final de 10 mM y ajustar a pH 6,8. 
Después, se cargó en una columna de hidroxiapatita de tipo II (Bio-Rad) equilibrada en un tampón que comprende 
fosfato sódico 10 mM - Empigen BB al 0,4 %, NaCl 0,25 M, pH 6,8. El flujo de paso que contiene el polipéptido se 50
recuperó y se cargó en una columna de sulfato de Cellufine (JNC Corporation) equilibrada en un tampón que 
comprende tampón de fosfato sódico 10 mM - Empigen BB al 0,4 %, NaCl 0,25 M, pH 6,8. El flujo de paso que 
contiene el polipéptido se recuperó, se concentró mediante ultrafiltración usando una membrana Pellicon XL de 
100 kD (Millipore) y se cargó en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada en un tampón que 
comprende fosfato sódico 10 mM- Empigen BB al 0,4 %, pH 7,2. El eluato se recogió, se concentró y se diafiltró con 55
fosfato sódico 10 mM, pH 7,2. 
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4.2 Análisis de transferencia de Western

Los polipéptidos purificados anteriormente se desglucosilaron usando el kit de desglucosilación N-glucosidasa F 
(Roche, N.º 11836552001) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se corrieron cantidades equivalentes de cada 
uno de los polipéptidos desglucosilados purificados en un gel Criterion XT de Bis Tris al 4-12 % (Biorad) usando 
tampón MOPS. Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y las membranas se exploraron con el 5
anticuerpo anti-gB MAb 27-156 (Spaete y col., Virology 167, 207-225 (1988) (FIG. 14A, FIG. 14B, calle 3, FIG. 14C, 
calles B, y FIG. 14D, calle D) o el anticuerpo anti-marca de 6X His (Abcam, n.º ab9108) (FIG. 14B, calle 2, FIG. 14C, 
calles A, y FIG. 14D, calle C).

Resultados

- La FIG. 14A muestra que el anticuerpo anti-gB reconoce dos formas distintas en la población de polipéptido gB-10
DeltaTM purificado, lo que sugiere que el polipéptido existe en la población purificada al menos en dos formas de 
tamaños distintos, 92 kDa y 80 kDa, respectivamente. A base del valor medio del peso molecular de un 
aminoácido (110 Da), el peso molecular de gB-DeltaTM, que comprende 830 aminoácidos, debería ser de 
alrededor de 91 kDa. Por lo tanto, es probable que la banda de 92 kDa corresponda al polipéptido gB-DeltaTM 
de longitud completa, mientras que es probable que la banda de 80 kDa corresponda a una versión más corta del 15
polipéptido, lo que sugiere que dentro de la población algunos polipéptidos se escinden y se producen productos 
recortados de alrededor de 80 kDa.

- La FIG. 14B muestra que, tras la expresión recombinante del polipéptido gB-SLP12 en las células, el anticuerpo 
anti-gB (calle 3) proporciona un perfil idéntico que reconoce dos formas de tamaños similares, 92 kDa y 80 kDa, 
respectivamente, lo que sugiere una escisión similar en este polipéptido. Cabe destacar aquí que el peso 20
molecular esperado de gB-SLP12 es también de alrededor de 91 kDa, dado que el número de aminoácidos es el 
mismo que para gB-DeltaTM. Al explorar la membrana con un anticuerpo anti-marca de His (calle 2), sólo se 
detectó la banda de alrededor de 92 kDa. Dado que la marca de His se emplaza en el extremo C-terminal del 
polipéptido, estos datos sugieren que la escisión se produce en la parte C-terminal del polipéptido y genera así
un fragmento de 80 kDa que carece del extremo C-terminal.25

- La FIG. 14C muestra que, tras la expresión recombinante del polipéptido gB-SLP12-Delta113 en las células, el 
anticuerpo anti-gB (calle B) sólo reconoce una banda (en alrededor de 80 kDa). Dado que gB-SLP12-Delta 
comprende 717 aminoácidos, se espera entonces que el peso molecular medio deba estar alrededor de 79 kDa. 
Por lo tanto, la observación de sólo una banda a alrededor de 80 kDa indica que la población de este polipéptido 
purificado está constituida sólo del polipéptido de longitud completa, lo que sugiere que la escisión observada 30
anteriormente en la parte C-terminal ya no se produce en esta población de polipéptidos. Esto se confirmó 
explorando la membrana con un anticuerpo anti-marca de His (calle A) y observando una banda idéntica a 
alrededor de 80 kDa, lo que indica que está presente el extremo C-terminal del polipéptido. 

- Se puede extraer una conclusión similar de la transferencia de Western presentada en la FIG. 14D en relación al
polipéptido gB-SLP12-Delta725. La calle D representa la membrana explorada con un anticuerpo anti-gB que 35
reconoce sólo una banda (a alrededor de 80 kDa). El peso molecular medio esperado de este polipéptido que 
comprende 824 aminoácidos debería ser también de alrededor de 79 kDa. La calle C representa la membrana 
explorada con un anticuerpo anti-marca de His, y de forma similar reconoce únicamente una banda en alrededor 
de 80 kDa, lo que indica que está presente el extremo C-terminal del polipéptido.

- Los polipéptidos pueden precipitar en el curso de la desglucosilación, lo que puede tener como resultado una 40
desglucosilación incompleta. Cuando la desglucosilación es completa, algunos polipéptidos permanecen en su 
forma glucosilada, formas que normalmente migran en el gel de un modo difuso, tal como se observa para los 
polipéptidos gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 en las transferencias de Western presentadas en las FIG. 
14C y 14D.

Conclusión45

Los datos presentados en la FIG. 14 muestran que el recorte que se produce con los polipéptidos gB-DeltaTM and 
gB-SLP12 en la parte C-terminal del polipéptido no se produce cuando al menos parte del dominio citoplasmático 
está suprimido.

Ejemplo 5: Heterogeneidad del N-terminal de gB-SLP12-Delta725 de los polipéptidos

Como se muestra en la FIG. 12A, el polipéptido gB-SLP12-Delta725 de CMV, cuando se expresa de forma 50
recombinante en las células, tiene como resultado una población de polipéptidos maduros que son heterogéneos en 
el extremo N-terminal. De hecho, la peptidasa señal escinde la secuencia señal en distintas posiciones de 
aminoácidos, como se ha indicado. Este fenómeno también se denomina “oscilación” de la peptidasa señal.

5.1 Expresión y purificación

Los polipéptidos que contienen marca de His gB-SLP12-Delta725, gB-SLP12-Delta725-LVL759, gB-SLP12-55
Delta725-LVL776 y gB-SLP12-Delta725-CD33, como se describe en el Ejemplo 1, se expresaron de forma 
recombinante como se describe en el Ejemplo 2. En el día 6 postransfección se recogieron los sobrenadantes de 
cultivo. A los sobrenadantes se añadió un cóctel inhibidor de proteasas sin EDTA (Roche, N.º 11873580001) y la 
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concentración de NaCl se ajustó a 500 mM y el pH final a 8,3. Se introdujo sefarosa 6 FF IMAC (GE Healthcare) en 
columnas de vidrio de 5 cm de diámetro (Waters). Las columnas se equilibraron con 5 volúmenes de columna de 
tampón de unión (Tris 10 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 8,3). Los sobrenadantes se cargaron en las 
columnas equilibradas a un caudal de 10 ml/min. El material no unido se lavó con dos volúmenes de columna del 
tampón de unión anterior. Se recogieron fracciones de 50 ml. Las columnas se lavaron adicionalmente con dos 5
volúmenes de columna adicionales del tampón de unión anterior. Se recogieron fracciones de 10 ml. Las proteínas 
unidas a las columnas se eluyeron con 6 volúmenes de columna del tampón de elución (Tris 500 mM, NaCl 350 mM, 
imidazol, pH 8,30). Se recogieron fracciones de 10 ml. Las fracciones se cargaron en un gel de SDS-PAGE y las 
fracciones positivas se agruparon y concentraron con un dispositivo Centricon Ultrafiltration (Millipore). La proteína 
concentrada se cuantificó mediante ensayo colorimétrico de Lowry modificado con RCDC (Biorad). De 5 a 10 µg de 10
la proteína purificada se desglucosilaron usando el kit de desglucosilación de N-glucosidasa F (Roche, N.º
11836552001) siguiendo las instrucciones del fabricante. La proteína desglucosilada se precipitó mediante reactante 
de precipitación RCDC (BioRad), se resuspendió en tampón de carga reductor de SDS-PAGE y se cargó en SDS-
PAGE. La banda de proteína que migró en la posición correspondiente a la proteína desglucosilada se cortó para 
someter a digestión con tripsina y análisis del mapa peptídico con EM/EM.15

5.2 Digestión con tripsina

Los trozos de gel que contienen la proteína purificada se deshidrataron con acetonitrilo (ACN). Las proteínas se 
redujeron añadiendo el tampón de reducción (DTT 10 mM, bicarbonato amónico 100 mM) durante 30 min a 40 ºC y 
se alquilaron añadiendo el tampón de alquilación (yodoacetamida 55 mM, bicarbonato amónico 100 mM) durante 20 
min a 40 ºC. Los trozos de gel se deshidrataron adicionalmente y se lavaron a 40 ºC añadiendo ACN durante 5 min 20
antes de descartar todos los reactivos. Después, los trozos de gel se secaron durante 5 min a 40 ºC y después se 
rehidrataron a 4 ºC durante 40 min con la solución de tripsina (tripsina de calidad de secuenciación de Promega
6 ng/µl, bicarbonato amónico 25 mM). La digestión de proteínas se realizó a 58 ºC durante 1 h y se detuvo con 15 µl
de una mezcla de ácido fórmico al 1 % y ACN al 2 %. El sobrenadante se transfirió a una placa de 96 pocillos y la 
extracción de los péptidos digeridos con tripsina se realizó con dos etapas de extracción de 30 min a temperatura 25
ambiente usando el tampón de extracción (ácido fórmico al 1 % y ACN al 50 %). Todos los péptidos extraídos se 
agruparon en la placa de 96 pocillos y después se secaron completamente en centrífuga de vacío. La placa se selló 
y almacenó a -20 ºC hasta procesamiento adicional para el análisis de CL-EM/EM.

5.3 Espectrometría de masas

Antes del análisis por CL-EM/EM, los péptidos extraídos se resolubilizaron en agitación durante 15 min en 12 µl de 30
ácido fórmico al 0,2 % y después se centrifugaron a 2000 rpm durante 1 min. La columna de CL es una columna de 
fase inversa C18 rellena con una celda de relleno de alta presión. Con el material de fase inversa C18 Jupiter 5 
lm300 Å (Phenomenex) se rellenó un capilar de sílice fundida de 75 lm i-d de 100 mm de longitud. Esta columna se 
instaló en el sistema nano de CL-2D (Eksigent) y se acopló en el LTQ Orbitrap (ThermoFisher Scientific). Los 
tampones usados para cromatografía fueron ácido fórmico al 0,2 % (tampón A) y ACN al 100 %/ácido fórmico al 35
0,2 % (tampón B). Durante los primeros 12 min se cargan en la columna 5 µl de la muestra con un flujo de 
650 nl/min y, posteriormente, el gradiente va del 2-80 % de tampón B en 20 min y, después, vuelve a tapón B al 2 % 
durante 10 min. La adquisición de datos de CL-EM/EM se llevó a cabo usando un ciclo de cuatro sucesos de 
barridos compuesto por una EM de barrido completo para el suceso de barrido 1 adquirido en el Orbitrap.

Resultados40

- La FIG. 12 muestra el resultado de la evaluación cuantitativa de la “oscilación” de la peptidasa señal que se 
produce en el sitio de escisión de la secuencia señal de los distintos polipéptidos analizados. La oscilación de la 
peptidasa señal conduce a la generación de diversas formas polipeptídicas maduras que comienzan con un 
aminoácido distinto en su extremo N-terminal en cada población del polipéptido indicado.

- La FIG. 12A muestra que, tras la digestión con tripsina del extracto de proteína total, seguida de la cuantificación 45
relativa mediante ME/EM de los péptidos resultantes que comprenden el extremo N-terminal, se observó que la 
población del polipéptido gB-SLP12-Delta725, tras la escisión de la secuencia señal, estaba principalmente 
presente en solución como cinco formas polipeptídicas distintas en una proporción relativamente equivalente 
(que varía de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 30 %), cada uno comenzando con un aminoácido 
distinto, como se ha indicado. 50

- Las FIG. 12B y 12C muestran un análisis similar de la cuantificación relativa mediante EM/EM de las distintas 
formas de los polipéptidos presentes en la población de gB-SLP12-Delta725-LVL759 y gB-SLP12-Delta725-
LVL776, respectivamente. Se observó que la población de los dos polipéptidos, tras la escisión de la secuencia 
señal, estaba principalmente presente en solución como una forma principal de polipéptido en un porcentaje 
superior al 99 %, comenzando con el aminoácido en la posición 23 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 55
y con el aminoácido en la posición 24 de la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 16, respectivamente. Los dos 
sitios de escisión alternativos escindidos por la peptidasa señal y que generan dos formas polipeptídicas 
adicionales que tenían un aminoácido distinto en el extremo N-terminal, representó tan poco como menos del 
1 % en la respectiva población de polipéptidos. 
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- La FIG. 12D muestra un análisis similar de la cuantificación relativa por EM/EM de las distintas formas de los 
polipéptidos presentes en la población del polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33. Se observó que esta población, 
tras la escisión de la secuencia señal, estaba principalmente presente en solución como una forma principal del 
polipéptido en un porcentaje superior al 99 %, comenzando con el aminoácido en la posición 18 de la secuencia 
expuesta en SEQ ID NO: 18. El otro sitio de escisión escindido por la peptidasa señal y que genera una forma 5
polipeptídica adicional que tiene un aminoácido distinto en el extremo N-terminal representó tan poco como 
menos del 1 % en la población del polipéptido gB-SLP12-Delta725-CD33.

Conclusión

Los resultados indican que la oscilación ya no se producía en los polipéptidos gB-SLP12-Delta725-LVL759, gB-
SLP12-Delta725-LVL776 y gB-SLP12-Delta725-CD33, dado que la peptidasa señal reconocía de forma consistente 10
únicamente un sitio de escisión principal. Esto sugiere que las modificaciones realizadas en la secuencia señal y en 
la secuencia líder del polipéptido gB tienen un impacto positivo significativo sobre la heterogeneidad de la población 
de polipéptido maduro, haciendo que dichas poblaciones sean homogéneas en un grado mayor al 99 %.

Ejemplo 6: Inmunogenicidad de las composiciones inmunogénicas que contienen polipéptidos gB del CMV
ejemplares de la invención15

La inmunogenicidad de las composiciones inmunogénicas que contienen los siguientes polipéptidos que 
comprenden una marca de His C-terminal y que se expresaron y purificaron como se describe en la sección, gB-
DeltaTM, gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113, gB-SLP12-Delta725, LVL759, LVL776 y CD33, se analizó del siguiente 
modo.

6.1 Diseño del experimento20

Se vacunaron grupos de diez ratones C57BL/6 con dos dosis con intervalos de 21 días con las composiciones 
inmunogénicas ejemplares anteriores, como se indica en la Tabla 1. Las inmunizaciones se realizaron por vía 
intramuscular (1,5 µg de cada polipéptido de gB adyuvado con el sistema adyuvante ASA, que comprende 2,5 µg de 
3D-MPL y 2,5 µg de QS21 en una formulación de liposomas en un volumen total de 50 µl).

Tabla 1 - Grupos de estudio25

Grupos/Polipéptidos Concentración (µg/ml) Arginina (mM)

1. gB-DeltaTM* 442 µg/ml 346

2. gB-SLP12* 987 µg/ml 600

3. gB-SLP12-Delta113* 304 µg/ml 321

4. gB-SLP12-Delta725* 718 µg/ml 366

5. CD33* 256 µg/ml 370

6. LVL759** 460 µg/ml 348

7. LVL776** 460 µg/ml 348

* Tampón del polipéptido: Tampón K/K2 fosfato 10 mM - NaCl 500 mM – pH8 + Arginina
** Tampón del polipéptido: Tris 10 mM - NaCl 500 mM, pH 8,3 + Arginina

La inmunogenicidad se evaluó analizando las respuestas inmunitarias humorales a la vacunación, medido mediante 
ensayo de neutralización (NT) y ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) 21 días después de la 
inmunización 1 y 14 días después de la inmunización 2 (véanse las secciones 6.3 y 6.4, respectivamente).

6. 2 Análisis estadístico30

Se diseñaron grupos de 10 ratones C57BL/6 para obtener una potencia del 90 % con una diferencia del doble para 
la lectura principal. El análisis estadístico se realizó con los datos de 14 días después de la inmunización 2 usando 
UNISTAT. El protocolo aplicado para el análisis de la varianza se puede describir brevemente del siguiente modo: 
transformación logarítmica de los datos, prueba de Shapiro-Wilk en cada población (grupo) para verificar la 
normalidad; prueba de Cochran para verificar la homogeneidad de la varianza entre distintas poblaciones (grupo): 35
Análisis de la varianza en datos seleccionados (ANOVA 1 o 2), prueba de Tuckey-HSD para comparaciones 
múltiples.

6.3 Ensayo de neutralización

Antes del ensayo se sembraron células MRC5 en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 3 días a 37 ºC. Se 
incubaron diluciones en serie de suero inactivado con calor con una cantidad fija de virus CMV AD169 durante 1 h a 40
37 ºC. Tras la incubación, la mezcla de suero y virus se añadió a placas de 96 pocillos que contenían células MRC5. 
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Las placas se centrifugaron a 2000 rpm durante 1 h a 37 ºC. Tras una incubación durante una noche a 37 ºC, las 
placas se fijaron con una solución de acetona al 80 % (20-30 min a +4 ºC). Se retiró la solución de acetona y los 
pocillos positivos para CMV se detectaron usando un anticuerpo monoclonal anti-inmediato temprano I (IT-I) 
específico conjugado con biotina durante 1 h a 37 ºC. Las placas se lavaron 3 veces con PBS. Después de lavar se 
añadió estreptavidina-peroxidasa de rábano picante durante 30 min adicionales a 37 ºC. Las placas se lavaron 3 5
veces y se incubaron durante 10 min con una solución de True-Blue. Las señales coloreadas específicas se 
registraron mediante examen visual al microscopio. Los títulos neutralizantes se expresaron como el recíproco de la 
dilución más alta de suero que proporciona una reducción del 50 % del número de pocillos positivos para CMV 
cuando se comparó con el control de dosis de virus sin suero.

Resultados10

La respuesta de anticuerpos neutralizantes se midió en las muestras de suero recogidas 21 días después de la 
primera inmunización y 14 días después de la segunda inmunización. Se analizó la actividad neutralizante de las 
muestras frente al virus CMV AD169 humano. Los resultados se muestran en la FIG. 15A. Todos los polipéptidos 
analizados indujeron una respuesta significativa 14 días después de la inmunización 2 (véanse las barras grises). 
gB-SLP12, gB-SLP12-Delta113, gB SLP12-Delta725 y LVL759 indujeron títulos que no eran significativamente 15
distintos* de gB-DeltaTM. CD33 (valor p: 0,0006) y LVL776 (valor p: 0,0116) indujeron títulos significativamente 
menores que gB-DeltaTM.

* valor p ≥ 0,05  No hay diferencia estadística (con confianza del 95 %)
** valor p < 0,05  Diferencia estadística

6.4 Ensayo ELISA20

La cuantificación de los anticuerpos anti-gB se realizó por ELISA usando un polipéptido gB denominado gB** 
(descrito en el documento EP0759995) como antígeno de recubrimiento. El antígeno se diluyó hasta una 
concentración final de 4 µg/ml en PBS (100 µl/pocillo) y se incubó durante una noche a 4 ºC en placas de 96 
pocillos. Después, las placas se saturaron durante 1 h a 37 ºC con 200 µl de PBS que contenía seroalbúmina bovina
al 1 %. Se añadieron a los pocillos diluciones serie con factor dos (100 µl/pocillo) y se incubó 1 h 30 minutos a 37 ºC. 25
Las placas se lavaron 4 veces con PBS/Tween 20 al 0,1 %. A cada pocillo se añadieron 100 µl de anti-Ig de ratón 
conjugado con biotina y se incubó durante 1 h a 37 ºC. Tras 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0,1 % se añadieron 
100 µl de estreptavidina-peroxidasa de rábano picante durante una incubación adicional de 30 min a 37 ºC. Las 
placas se lavaron 4 veces con PBS/Tween 20 al 0,1 % y una vez con agua. Después, las placas se incubaron 
durante 10 min a 22 ºC con 100 µl de tetrametilbencidina al 75 % en tampón citrato 0,1 M, pH 5,8. Esta reacción se 30
detuvo con 100 µl de H2SO4 0,4 N y se leyó la colorimetría en un espectrofotómetro a 450/620 nm. Como patrón en 
este experimentó se usó un lote anterior de gB-DeltaTM purificado cuya concentración se conocía. Usando el 
programa informático SoftMax Pro se determinaron los títulos de ELISA y se expresan en Unidades de ELISA/ml. 

Resultados

El título de ELISA se midió en las muestras de suero recogidas 21 días después de la primera inmunización y 14 35
días después de la segunda inmunización. Los resultados se muestran en la FIG. 15B. Todos los polipéptidos 
analizados indujeron una respuesta significativa 14 días después de la inmunización 2 (véanse las barras grises). 
gB-SLP12-Delta113 y gB-SLP12-Delta725 indujeron títulos que no eran significativamente* distintos del título 
inducido por gB-DeltaTM. gB-SLP12, CD33, LVL759 y LVL776 indujeron títulos que no eran significativamente* 
distintos. gB-DeltaTM indujo títulos significativamente más altos** que gB-SLP12 (valor p: 0,0002), CD33 (valor p: 40
0,0226), LVL759 (valor p: 0,0002) y LVL776 (valor p: 0.0001). 

* valor p ≥ 0,05  No hay diferencia estadística (con confianza del 95 %)
** valor p < 0,05  Diferencia estadística

LISTADO DE SECUENCIAS45

<110> Blais, Normand
Baudoux, Guy
Marchand, Martine

50
<120> Antígeno nuevo

<130> VB63857

<160> 3855

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0
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<210> 1
<211> 906
<212> PRT
<213> Citomegalovirus AD169

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 1
10
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<210> 2
<211> 830
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 2
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<210> 3
<211> 830
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 3
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<210> 4
<211> 777
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 4
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<210> 5
<211> 777
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 5
10
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<210> 6
<211> 2490
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 6
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<210> 7
<211> 2331
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> AD169 Citomegalovirus

10
<400> 7
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<210> 8
<211> 2331
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 2172
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 9

E11768058
25-07-2017ES 2 635 014 T3

 



51

<210> 10
<211> 724
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 10
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<210> 11
<211> 2151
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 11
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<210> 12
<211> 717
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 2049
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 13

15
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<210> 14
<211> 683
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 14
10
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<210> 15
<211> 2049
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 683
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 16
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<210> 17
<211> 2031
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 17
10

<210> 18
<211> 677
<212> PRT15
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

20
<400> 18

ES 2 635 014 T3
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<210> 19
<211> 661
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 19

ES 2 635 014 T3
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<210> 20
<211> 660
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 20
10

ES 2 635 014 T3
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<210> 21
<211> 660
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 21

ES 2 635 014 T3
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<210> 22
<211> 24
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 22
gaaagcgggc agtgagcgga aggc 24

<210> 23
<211> 2615
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD16920

<400> 23
tgtcctccac gtacttcacg cgctgc 26

<210> 2425
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>30
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 24
cccgaacgac cgagcgcagc gagtca 26

35
<210> 25
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

40
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 25
ccagctggcg aaagggggat gtgc 2445

<210> 26
<211> 228
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial50

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 2655
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<210> 27
<211> 91
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 27

<210> 2815
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>20
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 28
gtaataggat ccggtacctc atcaggcctt tccagcag 38

25
<210> 29
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

30
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 29
aatcaaaagc ttactagtgc cgccaccatg gcccccctgc tg 4235

<210> 30
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 3045
gacttatagg atcctcatca gtggtggtga tgatggtggc cgccggcctt tccagcagc 59

<210> 31
<211> 40
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

55
<400> 31
gtgcatcgtg tgcctgggat ccgaggccgt gagccacagg 40
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<210> 32
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 32
cctgtggctc acggcctcgg atcccaggca cacgatgcac 4010

<210> 33
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial15

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 3320
gtgaacctgt gcatcgtgtg cctggccctg gccagccacc gggccaacga gacaa 55

<210> 34
<211> 55
<212> ADN25
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

30
<400> 34
ttgtctcgtt ggcccggtgg ctggccaggg ccaggcacac gatgcacagg ttcac 55

<210> 35
<211> 5535
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD16940

<400> 35
cctgtgcatc gtgtgcctgg gagccctggc cagccaccgg gccaacgaga caatc 55

<210> 3645
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>50
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 36
gattgtctcg ttggcccggt ggctggccag ggctcccagg cacacgatgc acagg 55

55
<210> 37
<211> 68
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

60
<220>
<223> Citomegalovirus AD169

<400> 37
65
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<210> 38
<211> 68
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Citomegalovirus AD169

10
<400> 38

15
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido gB del citomegalovirus (CMV) que comprende un dominio transmembrana (TM) no funcional, en el 
que al menos el 50 %, al menos el 70 %, al menos el 80 % o al menos el 90 % de los aminoácidos del dominio TM 
está suprimido, y al menos una porción del dominio extracelular de la proteína gB que comprende un dominio de 
bucle de fusión 1 (FL1) definido por los aminoácidos Y.I.Y emplazados en la posición 155-157 de la secuencia 5
expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, y un dominio de 
bucle de fusión 2 (FL2) definido por los aminoácidos W.L.Y emplazados en la posición 240-242 de la secuencia 
expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, en el que al 
menos el dominio FL1 comprende la sustitución de al menos un aminoácido seleccionado de Y.I.Y emplazados en la 
posición 155-157 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros 10
polipéptidos gB del CMV, por un aminoácido polar que no sea un aminoácido aromático.

2. El polipéptido gB del CMV de la reivindicación 1, en el que el dominio TM se hace no funcional suprimiendo los 
aminoácidos de aminoácido 701 a 775 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición 
correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV.

3. El polipéptido gB del CMV de la reivindicación 1 o reivindicación 2, que comprende una deleción de al menos el 15
80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % de los aminoácidos del dominio citoplasmático, o una deleción del 
dominio citoplasmático completo.

4. El polipéptido gB del CMV de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el aminoácido polar se selecciona del grupo de 
aminoácidos con carga positiva que consiste en lisina (K), histidina (H) y arginina (R).

5. El polipéptido gB del CMV de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los aminoácidos Y.I.Y 20
emplazados en la posición 155-157 en el dominio de bucle de fusión FL1 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 
1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por los aminoácidos 
G.H.R, respectivamente.

6. El polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los aminoácidos Y.I.Y 
emplazados en la posición 155-157 en el dominio de bucle de fusión FL1 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 25
1, o en una posición correspondientes en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por un tramo de 
aminoácidos que tiene una puntuación de hidrofobicidad inferior a -3, inferior a -7, inferior a -8, medido por la escala 
de Kyte y Doolittle.

7. El polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el dominio de bucle de fusión 
FL2 comprende la sustitución de al menos un aminoácido seleccionado de W.L.Y emplazados en la posición 240-30
242 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del 
CMV, por un aminoácido con carga positiva seleccionado del grupo que consiste en lisina (K), histidina (H) y arginina 
(R).

8. El polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los aminoácidos W.L.Y 
emplazados en la posición 240-242 en el dominio de bucle de fusión FL2 de la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 35
1, o en una posición correspondiente en otros polipéptidos gB del CMV, están sustituidos por los aminoácidos A.F.H, 
respectivamente.

9. El polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende una deleción de al 
menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % de los aminoácidos de la 
secuencia líder, o de la secuencia líder completa.40

10. Un polipéptido gB del CMV que tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en las secuencias 
expuestas en: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ 
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21.

11. Una composición inmunogénica que comprende el polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9, mezclado con un vehículo farmacéutico adecuado.45

12. La composición inmunogénica de la reivindicación 11, que comprende adicionalmente un adyuvante que 
comprende 3D-MPL y QS21 en una formulación liposomal.

13. Un polinucleótido que codifica el polipéptido gB del CMV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

14. Un polinucleótido que tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en las secuencias expuestas en: 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15 y 50
SEQ ID NO: 17.

15. Un vector recombinante que comprende el polinucleótido de la reivindicación 13 o reivindicación 14.

16. Una célula hospedadora transformada con el vector recombinante de la reivindicación 15.
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17. El polipéptido gB del CMV de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o la composición de cualquiera de las 
reivindicaciones 11 y 12, para su uso en la prevención y/o el tratamiento de una infección por CMV.

18. El polipéptido gB del CMV de la reivindicación 17, para su uso en la prevención de una infección congénita por 
CMV en un recién nacido.

5
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