ES2716010T3

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 716 010
Eint. a1

CO07K 19/00 (2006.01)
CO7K 14/045 (2006.01)
CO7K 14/54 (2006.01)
C12N 15/13 (2006.01)
A61K 39/12 (2006.01)
A61K 38/20 (2006.01)
AB61P 31/20 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 27.03.2012 ~ PCT/US2012/030666
Fecha y nimero de publicacién internacional: 04.10.2012 WO0O12135177

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  27.03.2012 E 12764664 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 06.02.2019  EP 2691422

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

Tl’tulo: Métodos y composiciones para la proteina IL-10 de citomegalovirus

Prioridad: @ Titular/es:

29.03.2011 US 201161468945 P UAB RESEARCH FOUNDATION (50.0%)
701 20th St. South, AB770

Birmingham, Alabama 35294-0107, US y
THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
CALIFORNIA (50.0%)

@ Inventor/es:

WALTER, MARK R. y
BARRY, PETER A.

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
07.06.2019

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2716010T3

DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la proteina IL-10 de citomegalovirus
Declaracioén de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio, bajo 35 U.S.C. § 119(e) de la solicitud provisional de Estados Unidos num. de serie
61/468,945, presentada el 29 de marzo de 2011.

Declaracion de apoyo gubernamental

Los aspectos de esta invencion se financiaron con las ayudas nim. R01 Al49342 y RO1 Al047300 del Instituto Nacional
de Alergias y Enfermedades Infecciosas de los Institutos Nacionales de la Salud. El gobierno de los Estados Unidos tiene
ciertos derechos en esta invencion.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la proteina IL-10 de citomegalovirus, a sus anticuerpos, y acidos nucleicos que codifican
la proteina IL-10 de citomegalovirus, asi como también su uso en métodos terapéuticos.

Antecedentes

Citomegalovirus (CMV) establece infecciones virales subclinicas persistentes en la mayoria de la poblacion. Sin embargo,
las patologias serias inducidas por CMV (ceguera, pérdida de la audicion, retraso mental) se presentan en fetos y recién
nacidos, asi como también en pacientes receptores de trasplante y con sindrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA)
(que incluye retinitis y neuropatias), con sistemas inmunitarios inmaduros o comprometidos. La capacidad de CMV para
evadir la deteccion y eliminacion inmunitaria se facilita por proteinas multiples codificadas en su genoma que interrumpen
el procesamiento del huésped y la presentacion de antigenos virales, e interfieren con la sefializacion de quimiocinas y
citocinas.

La via de sefalizacion de interleucina-10 (IL-10) se utiliza por CMV, y muchos otros virus (por ejemplo, virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), Hepatitis B y C) que establecen infecciones persistentes (Blackburn y Wherry, 2007;
Rigopoulou y otros, 2005). La principal funcién de la IL-10 celular (clL-10) es para proteger el huésped de respuestas
inflamatorias exageradas mediante la inhibiciéon de la produccién de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, asi como
también el complejo mayor de histocompatibilidad complejo (MHC) y B7 en una variedad de tipos celulares (de Waal
Malefyt y otros, 1991a; de Waal Malefyt y otros, 1991b). EIl CMV Humano (HCMV) y el CMV de Rhesus (RhCMV) codifican
homélogos de IL-10 funcionales (~26 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la de las proteinas clL-10
codificadas por sus huésped humano y rhesus, respectivamente) que muestran las mismas actividades inmunosupresoras
de IL-10 celular (Chang y otros, 2004; Kotenko y otros, 2000; Lockridge y otros, 2000). Los estudios funcionales con
HCMVIL-10 (cmvIL-10) demuestran que previene el cebado efectivo de las células T mediante la inhibicion de la
maduracion y el trafico de las células dendriticas (DC), asi como también inhibe la interleucina-12(IL-12), el MHC, y la
produccion de moléculas coestimuladoras (Chang y otros, 2004). Las funciones de cmvIL-10 parecen ser criticas para el
ciclo de vida del virus debido a que se conserva altamente en secuencia entre numerosas cepas adaptadas al cultivo y
aislados clinicos.

Para la actividad biolégica, clL-10 y cmviIL-10 deben unirse a las cadenas de los receptores IL-10R1 e IL-10R2 (Moore y
otros, 2001). Los estudios de unién demuestran que HulL-10 y cmvIL-10 forman interacciones equivalentes de alta afinidad
(~1nM) con la cadena IL-10R1 y contactos de baja afinidad (~uM) con la cadena IL-10R2 (Yoon y otros, 2006). Como un
resultado, la interaccion IL-10/IL-10R1 ocurre primero, seguido por el ensamble del complejo ternario IL-10/IL-10R1/IL-
10R2, que activa cinasas intracelulares (Jak1y Tyk2) y factores de transcripcion (STAT3) lo que conduce a las respuestas
celulares de IL-10 (Moore y otros, 2001).

La presente invencién proporciona el descubrimiento de que la proteina IL-10 de citomegalovirus puede modificarse para
tener actividad funcional reducida mientras que retiene la inmunogenicidad. Por lo tanto, la presente invencion supera los
inconvenientes previos en la técnica al proporcionar una proteina IL-10 modificada de citomegalovirus y sus fragmentos
bioldgicamente activos, asi como también acidos nucleicos que codifican esta proteina y sus fragmentos. Estas proteinas,
fragmentos y acidos nucleicos se usan, por ejemplo, en métodos para tratar y prevenir la infeccién por citomegalovirus.

Breve descripcion de la invencion
En un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus seleccionada de:

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:3, o que consiste en la secuencia de
aminoacidos
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MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKP
TLQREDDYSVYWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLE
SIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR
EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHR
VKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR
STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

o

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR
EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK

o un homologo de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de
aminoacido en uno o mas de K58, Q62, E160 y D162, en donde la numeracion es de acuerdo con la SEQ ID NO:3;

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:2 o un homologo de
esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de aminoacido en uno o
mas de R63, Q67, E174 y D176, en donde la numeracién es de acuerdo con la SEQ ID NO:1, preferentemente por una
sustitucién de aminoacido en uno o mas de Q67R, R63E, E174Q y D176H, mas preferentemente por sustituciones de
aminoacidos en Q67R y D176H o por sustituciones de aminoacidos en E174Q y D176H, en donde la sustitucion de
aminoacido(s) resulta(n) en un fenotipo de unién reducida a una proteina receptora de interleucina 10 (IL-10) y que retiene
la inmunogenicidad en comparacién con una proteina IL-10 de citomegalovirus que carece dicha(s) sustitucion(ones).

Los aspectos adicionales de esta invencion incluyen una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion, asi como también un vector
que comprende la molécula de acido nucleico.

Otros aspectos de esta invencion incluyen una composicion que comprende la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta
invencion, una molécula de acido nucleico de esta invencién y/o un vector de esta invencién, en un portador aceptable
farmacéuticamente.

Un método para generar una respuesta inmunitaria a citomegalovirus en un sujeto, que comprende administrar al sujeto
una cantidad efectiva de la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion, una molécula de acido nucleico de esta
invencion, un vector de esta invencién y/o una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion que se describe
en la presente descripcion.

Ademas, la presente invencion proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencién, una molécula de
acido nucleico de esta invencioén, un vector de esta invencion y/o una composicion de esta invencion, en cualquier
combinacion para su uso en tratar la infeccion por citomegalovirus en un sujeto.

Un método para prevenir o mejorar una infeccion primaria de citomegalovirus en un sujeto, que comprende administrar
una cantidad efectiva de la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion, una molécula de acido nucleico de esta
invencion, un vector de esta invencién y/o una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion que se describe
en la presente descripcion.

La presente invencion ademas proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion, una molécula de
acido nucleico de esta invencién, un vector de esta invencion y/o una composicion de esta invencion, en cualquier
combinacion para su uso en reducir el riesgo de infeccidon por citomegalovirus en un receptor de trasplante y/o en un
sujeto inmunocomprometido o inmunodeprimido.

La presente invencién ademas proporciona un anticuerpo neutralizante especificamente reactivo contra una proteina IL-
10 de citomegalovirus seleccionado de:

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:3, o que consiste en la secuencia de
aminoacidos
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MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKP
TLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLE
SIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,
MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR
EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHR
VKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR

STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,
o}
MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR

EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK

o un homologo de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de
aminoacido en uno o mas de K58, Q62, E160 y D162, en donde la numeracion es de acuerdo con la SEQ ID NO:3;

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:2 o un homologo de
esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de aminoacido en uno o
mas de R63, Q67, E174 y D176, en donde la numeracién es de acuerdo con la SEQ ID NO:1, preferentemente por una
sustitucién de aminoacido en uno o mas de Q67R, R63E, E174Q y D176H, mas preferentemente por sustituciones de
aminoacidos en Q67R y D176H o por sustituciones de aminoacidos en E174Q y D176H. Otros aspectos descritos incluyen
un método para prevenir o mejorar una infeccion por citomegalovirus en un sujeto, reducir el riesgo de infeccién por
citomegalovirus en un receptor de trasplante y/o reducir el riesgo de infeccion por citomegalovirus en un sujeto
inmunocomprometido o inmunodeprimido que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo
especificamente reactivo contra una proteina IL-10 de citomegalovirus. En algunas modalidades, el anticuerpo
especificamente bloquea la actividad funcional de IL-10 de citomegalovirus. En modalidades particulares, el sujeto o
receptor de trasplante es un humano y el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humanizado.

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion se tornaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Purificacion y estructura cuaternaria de rhcmviL-10.GF Cromatografias de HulL-10 (gris) y rhcmvIL-10 (negro).
(Inserto) gel de SDS-PAGE de rhCMVIL-10 purificado por afinidad (carril 1) y fracciones agrupadas del pico principal de
la filtracion en gel (carril 2).

Figuras 2A-B. Secuencia y modelo estructural de los residuos de unién de rhcmvIL-10. (A) Alineamiento de secuencias
de proteinas IL-10 humana y de rhesus, celular y viral. Las hélices de cIL-10(HulL-10) humana se indican en el
alineamiento y se marcan con A-F. Los residuos elegidos para mutagénesis se identifican con flechas. (B) Modelo
estructural de la interfaz rhcmvIL-10/Rhesus IL-101R1 (RhIL-10R1) basado en la estructura del cristal del complejo
HulL10/IL-10R1 (ndim. de acceso de la base de datos de proteinas pdbid 1Y6K, Yoon y otros, 2006). Los residuos elegidos
para mutagénesis que interrumpen la union IL-10R1 se muestran en negro y K34, que presenta esencialmente actividad
WT, se muestra en gris oscuro.

Figura 3. Expresion e unioén a IL-10R1 de los mutantes puntuales de rhcmvIL-10. La expresion de los mutantes puntuales
de rhcmvIL-10 en medios de células deDrosophilase caracterizé mediante inmunoelectrotransferencia (WB). Los
sobrenadantes de las células que contienen los mutantes puntuales se incubaron con perlas acopladas a HulL-10R1.
Después de lava, las perlas se cargaron en un gel de SDS-PAGE al 12 % y subsecuentemente se tifieron con tinte azul
de Coomassie.

Figuras 4A-B. Capacidad de los mutantes de rhcmvIL-10 para proliferar en células TF-1/HulL-10R1. (A)Sobrenadantes de
las células que contienen mutantes puntuales sencillos de rhcmvIL-10 [Lys-34Glu (R34E), GIn-38Arg (Q38R), Asp-144His
(D144H)] se evaluaron por su capacidad para proliferar en células TF-1/HulL-10R1. (B)Ensayo de proliferacion celular TF-
1 de los sobrenadantes de células que contienen rhcmvIL-10WT y mutantes dobles de rhcmvIL-10 GIn-38Arg/Asp-144His
(Q38D144) y Glu-142GIn/Asp-144(E142D144).

Figura 5. Ausencia de actividad funcional con mutantes de rhcmvIL-10 M1 y M2. La produccién de IL-12 se evalud en el
sobrenadante de PBMC de rhesus de tres monos (Mmu 1, Mmu 2, Mmu 3) activadas con LPS solo, o LPS mas
concentraciones crecientes de rhcmvIL-10 WT, M1, o M2 en un intervalo de concentracién de 0,1-1000 ng/mL. Los
resultados de las PBMC de rhesus incubadas con medio solo se representan en la columna de la derecha. Sélo rhemvliL-
10 WT suprimié la produccién de IL-12 estimulada por LPS.
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Figura 6. Analisis de anticuerpos neutralizantes de rhcmvIL-10 (NAb) después de la vacunacién. Seis monos infectados
con RhCMV se inmunizaron tres veces con vectores de expresion plasmidicos para M1y M2 (flechas negras continuas)
y dos veces con proteina recombinante adyuvada en Montanide ISA 720. Los seis animales mostraron respuestas
aumentadas de la union de Ab (datos no mostrados) y cinco animales mostraron respuestas aumentadas de NAb después
de las inmunizaciones con proteina, basado en el ensayo de IL-12 descrito en la Figura 5. La linea continua en ~16 % de
IL-12 restaurada representa la mediana de la respuesta NAb en los monos infectados naturalmente (ver la Figura 12A).
El eje X marca los tiempos de vacunaciones (Vxs) de ADN y proteina como se describe en la Tabla 4. Los puntos en el
grafico indican extracciones de sangre después de la Vx, que se probaron subsecuentemente para presencia de rhcmvlIL-
10 NAb mediante ELISA de IL-12. La induccién en por ciento de IL-12 indica el aumento en la produccién de IL-12 entre
PBMC activados con LPS incubados con plasma versus PBMC incubados con plasma y rhcmvlIL-10.

Figura 7. Seroprevalencia del anticuerpo rhcmvlL-10 en macacos rhesus. Las muestras de plasma de macacos
confirmados negativos (N = 35) o positivo (N = 53) para RhnCMV se evaluaron para detectar la presencia de anticuerpos
rhcmvIL-10 mediante un ELISA de rhcmvIL-10. Las muestras seropositivas para RhCMV tuvieron titulos significativamente
mayores de anticuerpo rhcmvlL-10 que las muestras seronegativas (p<0,0001) con un intervalo de 3 a 24 Unidades
Relativas (UR). El valor de la mediana se representa mediante la linea.

Figuras 8A-B. (A) Cuantificacion de los titulos de anticuerpo rhcmvIL-10 por luminosidad fluorescente (columnas blancas,
unidades en el eje Y izquierdo) versus ELISA de rhcmvIL-10 (columnas negras, eje Y derecho) para 16 monos infectados
con RhCMV (#1-16) y 4 no infectados con RhCMV (#17-20).

(B) Deteccion por transferencia Western de la serorreactividad a rhcmvIL-10 en monos infectados con RhCMV (#1-4, 12,
13, 15, y 16) y monos no infectados (#17 y 18). Una muestra de plasma de un mono hiperinmune se incluyé como un
control positivo (P, carril 9). Todas las muestras seropositivas para RhCMV fueron positivas para anticuerpos contra
rhcmvIL-10 con la banda del tamafio previsto en ~20 kilodaltons (kDa) mientras que las muestras de plasma de monos
no infectados con RhCMV fueron negativas. MW: Peso Molecular (en kDa).

Figuras 9A-B. (A) Una comparacion por edad de las respuestas rhcmvIL-10 en 53 macacos seropositivos para RhnCMV
estratificados en 3 grupos de edad; infantes (<1 afo), adultos (5-10 afios) y ancianos (>13 afios). Los infantes tuvieron
significativamente mayores titulos de anticuerpo que los adultos y ancianos (p<0,001, p<0,01, respectivamente). No hubo
diferencia significativa entre los grupos de animales adultos y ancianos. (B) El analisis de regresion lineal de los titulos de
RhCMV y anticuerpo rhcmvIL-10 de 53 macacos rhesus. Hubo una correlacion significativa entre los titulos de RhCMV
total y de anticuerpo rhcmvlL-10 con los titulos de anticuerpo RhCMV (r=0,6176, p<0,0001).

Figura 10. Respuesta de unién de anticuerpo rhcmvIL-10 durante la infeccion primaria de RhnCMV. Seis monos rhesus se
inocularon experimentalmente con la cepa 68-1 de RhCMV y se analizaron prospectivamente durante 10 semanas. Los
anticuerpos rhcmvlL-10 se detectaron 2 - 3 semanas después de la inoculacién de RhCMV en 4 de los 6 animales mientras
que los restantes dos desarrollaron una respuesta detectable en las semanas 6-7. El umbral de corte se establecié en 2
UR.

Figura 11. La avidez de los anticuerpos rhcmvIL-10 de 50 macacos rhesus seropositivos se evalué mediante un ELISA
de avidez con un lavado con urea 6M. La relaciéon de avidez promedio fue 0,83 (desviacion estandar = 0,076). No hubo
diferencia significativa entre los grupos de edad.

Figuras 12A-B. La neutralizacién de rhcmvIL-10 se determiné por la incubacién de PBMC activados con LPS con una
mezcla preincubada de rhcmvlL-10 y plasma de rhesus, o plasma solo. La neutralizacion se calculé como el inverso de la
relacion de (IL-12 expresada en presencia de rhcmvlL-10/plasma)/(IL-12 expresada en presencia de plasma solo) y se
expreso como el "por ciento de restauracion de la induccion de IL-12." (A) titulos de neutralizaciéon de rhemvlIL-10 variaron
de 0-100 % de induccion de IL-12 restaurada con una diferencia significativa entre las muestras de RhCMV seropositivas
y seronegativas (p=0,0083). La neutralizacion mediana (% de induccion de IL-12 restaurada) fue 16 % (indicada mediante
la linea). (B) El % de induccion de IL-12 restaurada se encontr6 que se correlaciona directamente con los titulos de
anticuerpo rhcmvIL-10 en monos seropositivas a RhnCMV (r=0,8292, p<0,0001).

Figuras 13A-C. Inmunizacion de monos virgenes con rhcmvlL-10 y deteccién de ADN de RhCMV en la saliva de monos
control o vacunados con rhcmvIL-10 (Vx'd) expuestos con inoculacion subcutanea de RhCMV. (A) Cuatro monos virgenes
se inmunizaron contra rhcmviL-10 M1 y M2 mediante el uso de una estrategia combinada de cebado de ADN (1X) y
refuerzo de proteina (3X). La restauracion de la expresion de IL-12 en PBMC activados con LPS midio la generacion de
NAb (ver Figura 5). (B) Frecuencia de ADN detectable de RhnCMV en hisopos orales seguido de la fase de estado latente
entre el tiempo de inoculacion y la primera muestra positiva en cualquiera de los monos control y Vx'd. (C) Genomas
acumulativos de RhCMV en saliva (AUC) en monos control y Vx'd. Los resultados se analizaron por Mann Whitney (una
cola).

Figuras 14A-B. La velocidad a la cual los animales no infectados con RhCMV se seroconvierten frente a antigenos de
RhCMV después del nacimiento en un corral de cria libre (A) o después de la reubicacion de 15 animales no infectados y
1 infectado con RhCMV. Las velocidades observadas de seroconversion (linea continua y cuadrados) se grafican relativas
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a las velocidades tedricas de seroconversion (linea discontinua y triangulos) en las cuales el numero de animales
seropositivos se duplica cada 35 (A) o 56 (B) dias.

Figuras 15A-B. Diseminacion de RhCMV en monos infectados con RhCMV. (A) Las frecuencias de ADN de RhCMV
detectable en muestras de saliva y orina colectadas durante 12 semanas consecutivas. (B) La magnitud acumulada de la
eliminacién de RhCMV en saliva se calculé como el Area Bajo la Curva (AUC). Las lineas representan los valores de la
mediana.

Figura 16. Diseminacion de RhCMV en monos control y vacunados (Vx) expuestos a RhCMV. Monos infectados con
RhCMV. La eliminacion acumulada de RhCMV en saliva mostré disminuciones significativas en eliminacion para un
subconjunto de animales vacunados.

Figuras 17A-B. Ausencia de actividad funcional con mutantes de rhcmvIL-10 M1 y M2. (A) Células TF1 que expresan IL-
10R humano se evaluaron para determinar la proliferacion en presencia de clL-10 humano, rhcmvIL-10 silvestre (WT),
rhcmvIL-10 M1y M2, o medio solo. (B) La produccién de IL-12 se evalué en el sobrenadante de PBMC de rhesus activados
con LPS solo o LPS mas concentraciones crecientes de rhcmvIL-10 WT, M1, o M2 (0,1 ng; 1 ng; 10 ng; 100 ng; o 1000
ng), o medio solo. Se muestran los resultados para los PMBC de 2 monos (Mmu 1y 2).

Figura 18. Deteccion de NAb para rhcmvIL-10 en monos infectados con RhCMV. Las muestras de plasma se evaluaron
por la capacidad de neutralizar los efectos inmunosupresores de rhcmvlL-10 en PBMC activados con LPS. Las muestras
de plasma con los titulos mas altos de NAb se observan para la produccion mas alta de IL-12 seguido de la incubacion
de PBMC con rhcmvIL-10 WT y plasma. Los resultados se expresan como el por ciento de restauracion de la induccion
de IL-12 en comparacién con la incubacion de PBMC con LPS y medio.

Figura 19. Seis monos infectados con RhCMV se inmunizaron tres veces con vectores de expresion plasmidicos para M1
y M2 (flechas negras continuas) y dos veces con proteina recombinante adyuvada en Montanide ISA 720. Los seis
animales mostraron respuestas aumentadas de union de Ab (no mostrado), y cinco animales mostraron respuestas
aumentadas de NAb después de las inmunizaciones con proteina, en base al ensayo basado en IL-12 descrito en la
Figura 5. La linea continua en ~16 % de IL-12 restaurada representa la respuesta mediana de NAb en monos infectados
naturalmente (Figura 5).

Figura 20. Frecuencia de células CD8P°s CD28Neg CD45RAP°s en juveniles (3-5 afios) y adultos mayores (13-23 afios).

Figura 21. Vacunacion con ADN vy proteina y esquema de exposicion a RhCMV. Un grupo de 4 macacos juveniles no
infectados con RhCMV se inmunizé en el transcurso de 26 semanas con una mezcla de dos formas diferentes no
funcionales de rhcmvIL-10, M1 y M2, por un cebador de ADN heterélogo (50 ug ID y 100 ug IM) y 3 refuerzos de proteinas
(50 ug ID y 100 ug IM). Todos los animales se expusieron con 1000 p.f.u. de RhCMVycpsg a las 34 semanas. Las biopsias
de piel se tomaron ala semana 1 después de la exposicion (p.c.). Las muestras de sangre, hisopo oral y orina se tomaron
semanalmente hasta la semana 8 semana, y después cada dos semanas hasta la semana 26.

Figuras 22A-B. Vacunacion con rhcmvIL-10M1/M2 estimula titulos altos de unién y anticuerpo neutralizante. (A) Los
anticuerpos de union rhemvlIL-10 se encontraron en el plasma de los 4 vacunados segun se midié por ELISA de rhcmvlIL-
10. (B) Titulos altos de anticuerpo rhcmvIL-10 neutralizante (NAb) se observaron en 3 de los 4 animales vacunados.
Niveles moderados de NAb se observaron en el cuarto animal con titulos picos alcanzados 2-3 semanas después del
tercer refuerzo de proteina.

Figura 23. Replicacion alterada de RhCMV e inflamacién del huésped en el sitio de inoculacion. Imagenes representativas
de biopsias obtenidas del sitio de inoculacion 7 dias después de la inoculacion. Cortes seriados del tejido se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E). Los vacunados mostraron una disminuciéon en el infiltrado inflamatorio con una disminucién
especifica en el infiltrado celular polimorfonuclear (PMN). Los animales vacunados tuvieron menos células infectadas,
observado por la presencia de células citomegalicas, como se observa en la tincion H & E.

Figuras 24A-B. Generacion de anticuerpos de union a rhemvIL-10 y RhCMV en animales vacunados con rhcmvIL-10 (0)
y controles no vacunados (A). Los titulos de anticuerpo se analizaron mediante ELISA especifica de antigeno. Las
unidades de absorbancia (A4s0) se midieron a 450 nm. Las muestras de plasma (A) se diluyeron a 1:100 y muestras de
hisopo oral (B) se diluyeron 1:10. La semana 0 indica el tiempo de la exposicién a RhCMV. Las lineas indican el promedio
de los grupos vacunados y no vacunados, respectivamente. Las lineas horizontales discontinuas indican el umbral para
una respuesta positiva de anticuerpo. Promedio a la semana 0 = 0,052.

Figura 25. Generacion de anticuerpos neutralizantes de rhcmvIL-10 después de la exposicion. Los 4 animales vacunados
(o) y los 4 animales controles (A) se probaron para el desarrollo de anticuerpos neutralizantes en plasma. Las muestras
de plasma se diluyeron 1:1000 y se probaron semanalmente hasta la semana 8 y después cada dos semanas hasta la
semana 26. Las lineas indican el promedio de los grupos vacunados y no vacunados respectivamente.

Figuras 26A-C. Frecuencia de ADN viral de RhCMV y frecuencia y carga viral acumulada en los fluidos corporales. El
plasma, hisopos orales y orina se colectaron semanalmente y cada dos semanas y se probaron para detectar ADN de
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RhCMV (gB) mediante qPCR. (A) Se encontr6 que el plasma del grupo de la vacuna tiene una frecuencia
significativamente menor de muestras con ADN de RhCMV en la sangre que los controles (p=0,0286 Mann-Whitney de
una cola). (B) La frecuencia de la eliminacion viral en los fluidos corporales (hisopo oral y orina combinados) se encontré
ser significativamente menos en el grupo de la vacuna que los controles (p=0,014 Mann-Whitney de una cola). Los datos
representan un resumen de las Figuras 27 y 28. Las cargas virales totales (C) en los fluidos corporales, derivadas de la
combinacion de los niveles de ADN de gB de todos los puntos de tiempo, también fueron menores en los animales
vacunados (p=0,014 Mann-Whitney de una cola).

Figura 27. Diseminacion de RhCMV en la saliva de los animales vacunados y controles. Las cargas gendmicas de RhCMV
(gB gPCR) en hisopos orales se midieron mediante qPCR y se muestran como copias/mL. El limite de deteccion fue 1000
copias/ml, pero para la consistencia con los resultados del gqPCR de la orina, €l eje Y comienza en 100.

Figura 28. Diseminacion de RhnCMV en la orina de los animales vacunados y controles. Las cargas genémicas de RhCMV
(gB gPCR) en la orina se midieron mediante qPCR y se muestran como copias/mL. El limite de deteccion fue 100
copias/ml.

Figuras 29A-B. Analisis de FACS de la respuesta especifica de células T IFN-y+/CD4+a rhcmvIL-10 y RhCMV. (A) Todos
los animales en el grupo de la vacuna muestran niveles positivos de respuesta especifica de células T CD3+/CD4+/ IFN-
y+ a la semana 0 (negro) o semana 4 (blanco). El porcentaje de células representa aquellas activadas del total de células
vivas CD3+/CD4+. La linea negra representa el valor de corte positivo a 0,005 %. (B) Los animales vacunados muestran
una tendencia de respuesta aumentada de células T CD4+, especifica a RhCMV en comparacién con controles a la
semana 4 p.c.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que la proteina IL-10 de citomegalovirus puede
modificarse para tener union reducida a un receptor de interleucina-10 (IL-10) y actividad funcional reducida mientras que
retiene su inmunogenicidad. Por lo tanto, en una modalidad, la presente invencién proporciona una proteina IL-10 de
citomegalovirus seleccionada de:

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:3, o que consiste en la secuencia de
aminoacidos

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKP

TLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLE
SIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR
EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHR
VKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR

STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK,
o}
MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVKPTLQR

EDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRSTLESIYK
DMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK

o un homologo de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de
aminoacido en uno o mas de K58, Q62, E160 y D162, en donde la numeracion es de acuerdo con la SEQ ID NO:3;

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:2 o un homologo de
esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustituciéon de aminoacido en uno o
mas de R63, Q67, E174 y D176, en donde la numeracién es de acuerdo con la SEQ ID NO:1, preferentemente por una
sustitucién de aminoacido en uno o mas de Q67R, R63E, E174Q y D176H, mas preferentemente por sustituciones de
aminoacidos en Q67R y D176H o por sustituciones de aminoacidos en E174Q y D176H, en donde la sustitucion de
aminoacido(s) resulta(n) en un fenotipo de unién reducida a una proteina receptora de interleucina 10 (IL-10) y que retiene
la inmunogenicidad en comparacién con una proteina IL-10 de citomegalovirus que carece dicha(s) sustitucion(ones).
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En modalidades particulares, la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion puede comprender una mutacion en
uno o mas aminoacidos ubicados a partir de la posicion 39 a la posicion 78 y/o de la posicion 155 a la posicion 176 en la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3, que es la secuencia de aminoacidos de IL-10 de CMV humano. En algunas
modalidades, la proteina IL-10 de citomegalovirus puede comprender una mutacion en K58, Q62, E160 y/o D162 de la
SEQ ID NO:3, en cualquier combinacion.

En otras modalidades, la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencién puede comprender una mutacion en uno o
mas aminoacidos ubicados a partir de la posicion 42 a la posicion 85 y/o posicion 169 a la posicion 189 en la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO:1 o 2, que es la secuencia de aminoacidos de IL-10 de CMV de rhesus. En algunas
modalidades, la proteina IL-10 de citomegalovirus puede comprender una mutacion en R63, Q67, E174 y/o D176 de la
SEQ ID NO:1 o 2, en cualquier combinacién. En modalidades particulares, la proteina IL-10 de citomegalovirus puede
comprender una mutacion Q67R, una mutacion R63E, una mutacion E174Q y/o una mutacién D176H, en cualquier
combinacion.

Las modalidades adicionales de esta invencion incluyen proteina IL-10 de CMV de rhesus que comprende una mutacion
Q67R y una mutacion D176H, referidas en la seccion de Ejemplos en la presente descripcion como M1. En una modalidad
adicional, se proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus, que comprende una mutacion E174Q y una mutacion
D176H, referidas en la seccion Ejemplos en la presente descripcién como M2.

Las mutaciones particulares descritas en la presente descripcion (por ejemplo, Q67R, R63E, E174Q, D176H) son ejemplos
de mutaciones de esta invencion y se entiende que la presente invencion abarca la sustitucion de cualquier residuo de
aminoacido presente de manera natural y/o no natural por cualquier de los residuos de aminoacido descritos en la presente
descripcion. Estaria dentro de la habilidad del experto en la técnica producir cualquiera de tales mutantes y probarlos para
determinar las caracteristicas fenotipicas de la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion.

La presente invencion incluye mutaciones en cualquier proteina IL-10 de citomegalovirus en los residuos de aminoacidos
que corresponden a los residuos de aminoacidos descritos en la presente descripcion. Un experto en la técnica sera capaz
de determinar cuales residuos de aminoacidos en una secuencia dada de IL-10 de CMV corresponden a aquellos
identificados en la presente descripcion de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, tal como el alineamiento.
Por ejemplo, se proporciona un alineamiento de varias secuencias de aminoacidos de cmvIL-10 humano en la seccion
ALINEAMIENTO DE SECUENCIA proporcionada en la presente descripcion, que muestra los residuos de aminoacidos
que corresponden a aquellos descritos en la presente descripcion. Estas secuencias de aminoacidos tienen longitudes
diferentes debido a al nimero variante de treoninas cerca del terminal N de esta proteina. En consecuencia, el residuo de
aminoacido correspondiente tiene un numero diferente y estos nimeros correspondientes se proporcionan en el
ALINEAMIENTO DE SECUENCIA proporcionado a continuacion.

Como se usa en la presente descripcion, "proteina IL-10 de citomegalovirus" significa la proteina, y cualquier subporcion
o fragmento (por ejemplo, 15-20 aminoacidos) de la proteina de longitud completa, codificada por la secuencia de acido
nucleico del marco abierto de lectura UL111A del genoma de citomegalovirus humano (por ejemplo, Nimero de Acceso
a la Base de Datos GenBank® AF202536. En algunas modalidades, la proteina IL-10 de citomegalovirus puede significar
la proteina, y cualquier subporcion de la proteina de longitud completa, codificada por la secuencia de ADN de los marcos
abierto de lectura UL111A y UL111 del genoma de citomegalovirus de rhesus (por ejemplo, Numeros de Acceso a la Base
de Datos GenBank® AF200417 y AF200740.

Como se usa en la presente descripcion, "un fenotipo de union reducida a una proteina receptora de IL-10 y actividad
funcional reducida" significa interaccion(ones) deterioradas o reducidas entre la proteina IL-10 de citomegalovirus y el
receptor celular de IL-10, y capacidad deteriorada o reducida para estimular las respuestas celulares que resultan de la
activacion de las vias de sefalizacion del complejo IL-10R1/IL-10R2 con relacién a un control, segin se determina de
acuerdo con los métodos conocidos en la técnica.

La reduccion en la unién y actividad funcional es con relaciéon a la unién y actividad funcional de una proteina IL-10 de
citomegalovirus que carece una mutacion de esta invencion (por ejemplo, un control, que puede ser, por ejemplo, una
proteina IL-10 de citomegalovirus silvestre). La reduccion en la actividad de union puede ser aproximadamente del 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100
% con relacion a una proteina IL-10 de citomegalovirus control. Ademas, la reduccion en la actividad funcional puede ser
aproximadamente del 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % con relacion a una proteina IL-10 de citomegalovirus control. Estas reducciones en la unién
y/o actividad funcional pueden ser también, por ejemplo, una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, o mas con relacion
a un control. Los ensayos para determinar la actividad de unién y los ensayos para determinar la actividad funcional de
una proteina IL-10 de citomegalovirus son bien conocidos en la técnica y se describen en la seccion de Ejemplos
proporcionada en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcion, un fenotipo de inmunogenicidad retenida describe una proteina IL-10 de CMV
de esta invencion que tiene inmunogenicidad (es decir, la capacidad para generar una respuesta inmunitaria) equivalente
a o mayor que la inmunogenicidad de una proteina IL-10 de CMV que carece la(s) mutacion(ones) descritas en la presente
descripcion. Tal inmunogenicidad retenida de una proteina IL-10 de CMV de esta invencion puede determinarse de
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acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica, de manera que la inmunogenicidad de una proteina IL-10 de CMV de
esta invencion se compara con aquella de un control (por ejemplo, una proteina IL-10 de CMV silvestre).

La presente invenciéon proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina cmvIL-10 o su fragmento de esta invencion. También se proporciona en la presente
descripcion un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cmvlIL-10 y/o su fragmento
de esta invencion. El vector puede ser un vector de expresion que contiene todos los componentes genéticos requeridos
para la expresion del acido nucleico en las células en las que se ha introducido el vector, como se conocen bien en la
técnica. El vector de expresion puede ser un vector de expresion comercial o puede ser construido en el laboratorio de
acuerdo con los protocolos estandares de biologia molecular. El vector de expresion puede comprender acido nucleico
viral que incluye, pero no se limita a, acido nucleico de poxvirus, virus vacuna, adenovirus, retrovirus, alfavirus y/o virus
adenoasociados. El acido nucleico o vector de esta invencidon puede también estar en un liposoma o un portador de
entrega, que puede captarse por una célula mediado por receptor u otro tipo de endocitosis.

La molécula de acido nucleico de esta invencion puede estar en una célula, que puede ser una célula que expresa el
acido nucleico de manera que la proteina acmviL-10 y/o su fragmento de esta invencion se produce en la célula (por
ejemplo, una célula huésped). Ademas, el vector de esta invencion puede estar en una célula, que puede ser una célula
que expresa el acido nucleico del vector de manera que se produce una proteina cmvlL-10 y/o su fragmento de esta
invencion en la célula. También se contempla que los acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion puedan estar
presentes en un organismo huésped (por ejemplo, un organismo transgénico), que expresa los acidos nucleicos de esta
invencion y produce la proteina cmvlL-10 y/o fragmentos de esta invencion.

En algunas modalidades, las moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos y/o fragmentos de esta invencion
pueden ser parte de un constructo de acido nucleico recombinante que comprende cualquier combinacion de sitios de
restriccion y/o elementos funcionales como se conocen bien en la técnica que facilitan la clonacién molecular y otras
manipulaciones del acido nucleico recombinante. Por lo tanto, la presente invencién ademas proporciona un constructo
de acido nucleico recombinante que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido y/o fragmento
de esta invencion.

La molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido y/o fragmento de cmviIL-10 de esta invencion puede ser cualquier
molécula de acido nucleico que codifique funcionalmente los polipéptidos y/o fragmentos de esta invencion. Para codificar
funcionalmente los polipéptidos y/o fragmentos (es decir, permitir que los acidos nucleicos se expresen), el acido nucleico
de esta invencién puede incluir, por ejemplo, secuencias de control de la expresion, tal como un origen de replicacion, un
promotor, un potenciador y sitios de procesamiento de informacién necesarios, tales como sitios de unioén a ribosomas,
sitios de corte y empalme del ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias de terminacién de la transcripcion.

Los ejemplos no limitantes de secuencias de control de la expresién que pueden estar presentes en una molécula de
acido nucleico de esta invencion incluyen promotores derivados de genes de metalotionina, genes de actina, genes de
inmunoglobulina, CMV, SV40, adenovirus, virus del papiloma bovino, etc. Una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido y/o fragmento seleccionado puede determinarse facilmente en base al cédigo genético para la secuencia de
aminoacidos del polipéptido y/o fragmento seleccionado y muchos acidos nucleicos codificaran cualquier polipéptido y/o
fragmento seleccionado. También se contemplan las modificaciones en la secuencia de acido nucleico que codifica el
polipéptido y/o fragmento. Las modificaciones que pueden ser Utiles son modificaciones a las secuencias que controlan
la expresion del polipéptido y/o fragmento para hacer la produccion del polipéptido y/o fragmento inducible o reprimible
controlada por el inductor o represor apropiado. Tales métodos son estandar en la técnica. La molécula de acido nucleico
y/o vector de esta invencion puede generarse por medios estandar en la técnica, tales como por técnicas de acido nucleico
recombinante y/o por sintesis acido nucleico sintético o sintesis enzimatica in vitro.

Los acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion pueden transferirse a una célula huésped (por ejemplo, una célula
procariética o eucariética) mediante métodos bien conocidos, que varian en dependencia del tipo de célula huésped. Por
ejemplo, la transfeccion con cloruro de calcio se usa cominmente para las células procariéticas, mientras que el
tratamiento con fosfato de calcio, la transduccion, el tratamiento con lipidos cationicos y/o la electroporacion pueden
usarse para otras células huésped.

Los términos "mutacion,” "mutante” y otras variantes gramaticales abarcan, al nivel de secuencia de aminoacidos de una
proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion, cualquier sustitucion con cualquier residuo de aminoacido presente
de manera natural (Tabla 1), cualquier sustitucion con cualquier residuo de aminoacido no presente de manera natural
(por ejemplo, como se enumera en la Tabla 2), cualquier eliminacion, cualquier insercion, y cualquier combinacion de
estas en una secuencia de aminoacidos silvestre de una proteina IL-10 de citomegalovirus. Estos términos también
pretenden abarcar la incorporacion de sitios de glicosilacion adicionales en la proteina IL-10 de citomegalovirus de esta
invencion, asi como también modificaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina IL-10 de citomegalovirus que
resultan en una alteracion del marco de la proteina.

Estas mutaciones pueden introducirse al nivel de acido nucleico al alterar o modificar la secuencia de nucleétidos que

codifica la proteina IL-10 de citomegalovirus (por ejemplo, introducir en la secuencia de nucleétidos una eliminacion,
sustitucion, insercion, codén de parada, mutacion sin sentido invertida, mutacion sin sentido, etc.) de acuerdo con métodos
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bien conocidos para producir la mutacién deseada al nivel de secuencia de aminoacidos. El resultado de estas mutaciones
es el fenotipo de union reducida a una proteina receptora de IL-10 y actividad funcional reducida como se define en la
presente descripcion. La produccion y prueba de tales mutantes para identificar aquellos con el fenotipo de esta invencion
puede realizarse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica y como se describe en la presente descripcion.

La presente invencion ademas proporciona composiciones. Por lo tanto, en una modalidad, se proporciona en la presente
descripcion una composicion que comprende una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invenciéon y un portador
aceptable farmacéuticamente. También se proporciona en la presente descripcion una composiciéon que comprende una
molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencién y un portador
aceptable farmacéuticamente. Adicionalmente se proporciona en la presente descripcidon una composicion que comprende
un vector que comprende un acido nucleico aislado que codifica una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion
y un portador aceptable farmacéuticamente.

Un componente "aceptable farmacéuticamente” tal como una sal, portador, excipiente o diluyente de una composicion de
acuerdo con la presente invencion es un componente que (i) es compatible con los otros ingredientes de la composicion
en que puede combinarse con las composiciones de la presente invencién sin hacer la composicién inadecuada para su
propésito previsto, y (ii) es adecuado para su uso con sujetos como se proporciona en la presente descripcion sin efectos
secundarios adversos excesivos (tales como toxicidad, irritacion, y respuesta alérgica). Los efectos secundarios son
"excesivos" cuando su riesgo es mayor que el beneficio proporcionado por la composicién. Los ejemplos no limitantes de
los componentes aceptables farmacéuticamente (por ejemplo, portadores aceptables farmacéuticamente) incluyen, sin
limitacion, cualquiera de los portadores farmacéuticos estandares tales como soluciones salinas tamponadas con fosfato,
agua, emulsiones tales como emulsiéon aceite/agua, microemulsiones y varios tipos de agentes humectantes. En
particular, se pretende que un portador aceptable farmacéuticamente sea un portador estéril que se formule para
administrar a o suministrar a un sujeto de esta invencion.

Las composiciones de esta invencion pueden comprender también un portador aceptable farmacéuticamente y un
adyuvante adecuado. Como se usa en la presente, "adyuvante adecuado” describe un adyuvante capaz de ser combinado
con el péptido y/o fragmento y/o molécula de acido nucleico y/o vector de esta invencion para generar o mejorar ademas
una respuesta inmunitaria sin efecto perjudicial en el sujeto o la célula del sujeto Un adyuvante adecuado puede ser, pero
no se limita a, MONTANIDE ISA51 o ISA 720 (Seppic, Inc., Fairfield, NJ), formulacion adyuvante SYNTEX 1 (SAF-1),
compuesta de 5 por ciento (p/v) de escualeno (DASF, Parsippany, N.J.), 2,5 por ciento de Pluronic, polimero L121 (Aldrich
Chemical, Milwaukee), y 0,2 por ciento de polisorbato (Tween 80, Sigma) en solucién salina tamponada con fosfato. Otros
adyuvantes adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen QS-21, adyuvante de Freund (completo e incompleto),
sales de aluminio (alum), fosfato aluminico, hidroxido aluminico, N-acetilo-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-
acetilo-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637, referido como no-MDP), N-acetiimuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(r-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, referido como MTP-PE) y
RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacteria, monofosforil lipido A, trealosa dimicolato y esqueleto de la
pared celular (MPL+TDM+CWS) en 2 % de emulsion de escualeno/Tween 80.

Las composiciones de la presente invencion pueden incluir también otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos,
portadores, diluyentes, citocinas inmunoestimuladoras, etc. Los métodos actuales para preparar tales formas de
dosificacién se conocen, o resultaran evidentes, para aquellos expertos en esta técnica.

Una "molécula inmunomoduladora" de esta invencion puede ser, pero no se limita a una citocina inmunoestimuladora que
puede ser, pero no se limita a, GM/CSF, interleucina-2, interleucina-12, interferén-gamma, interleucina-4, factor alfa de
necrosis tumoral, interleucina-1, factor hematopoyético flt3L, CD40L, moléculas coestimuladoras B7.1 y moléculas
coestimuladoras B7.2.

Ejemplos adicionales de una molécula inmunomoduladora de esta invencion incluye los adyuvantes de esta invencion,
que incluyen, por ejemplo, formulacién adyuvante SYNTEX 1 (SAF-1) compuesta de 5 por ciento (p/v) de escualeno
(DASF, Parsippany, N.J.), 2,5 por ciento de Pluronic, polimero L121 (Aldrich Chemical, Milwaukee), y 0,2 por ciento de
polisorbato (Tween 80, Sigma) en solucién salina tamponada con fosfato. Los adyuvantes adecuados incluyen también
una sal de aluminio tal como gel de hidroxido de aluminio (alum), fosfato de aluminio, o alganmulina, pero también puede
ser una sal de calcio, hierro o zinc, o puede ser una suspensién insoluble de tirosina acilada, o azucares acilados,
polisacaridos derivados de manera catiénica o anidnica, o polifosfazenos.

Otros adyuvantes adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen QS-21, adyuvante de Freund (completo e
incompleto), hidroxido de aluminio, N-acetilo-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetilo-nomuramil-L-alanil-D-
isoglutamina (CGP 11637, referido como no-MDP), N-acetiimuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-
sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, referido como MTP-PE) y RIBI, que contiene tres componentes
extraidos de bacteria, monofosforil lipido A, trealosa dimicolato y esqueleto de la pared celular (MPL+TDM+CWS) en 2 %
de emulsion de escualeno/Tween 80.

Los adyuvantes adicionales pueden incluir, por ejemplo, una combinacién de monofosforil lipido A, preferentemente 3-de-

O-acilado monofosforil lipido A (3D-MPL) junto con una sal de aluminio. Un sistema de adyuvante mejorado involucra la
combinacion de un monofosforil lipido A y un derivado de saponina, particularmente la combinacion de QS21 y 3D-MPL
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como se describe en la publicacion PCT niumero WO 94/00153 (los contenidos del cual se incorporan en la presente
descripcion mediante referencia), o una composicion menos reactogénica donde el QS21 se desactiva con colesterol
como se describe en la publicacion PCT namero WO 96/33739 (los contenidos de la cual se incorporan en la presente
descripcion mediante referencia). Una formulacion de adyuvante particularmente potente que involucra QS21 3D-MPL y
tocoferol en una emulsion aceite en agua se describe en la publicacion PCT ndmero WO 95/17210 (los contenidos de la
cual se incorporan en la presente descripcion mediante referencia). Ademas, el acido nucleico de esta invencion puede
incluir un adyuvante al comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina A35R o su fragmento activo
de esta invencioén y una secuencia de nucleétidos que proporciona una funcién adyuvante, tales como secuencias CpG.
Tales secuencias CpG, o motivos, se conocen bien en la técnica.

Ademas, se proporcionan en la presente descripcion varios métodos que emplean la proteina IL-10 de citomegalovirus o
sus fragmentos, moléculas de acido nucleico, vectores y composiciones de esta invencion. Un método para generar una
respuesta inmunitaria a citomegalovirus en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una
proteina IL-10 de citomegalovirus o su fragmento, una molécula de acido nucleico, un vector y/o una composicion de esta
invencion, en cualquier combinacién que se describe en la presente descripcion.

Los ejemplos no limitantes de una respuesta inmunitaria que puede ser generada o mejorada por los métodos de esta
invencion incluyen una respuesta de anticuerpos (por ejemplo, respuesta protectora de anticuerpos; respuesta de
anticuerpos neutralizantes; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos), una respuesta celular (por ejemplo,
respuesta de células T citotdxicas; respuesta de células T colaboradoras; produccion de interleucina-2 (IL-2); respuesta
de células T reguladoras (Treg); respuesta de células T colaboradoras 1 (Th1); respuesta de células T colaboradoras 2
(Th2); respuesta de células T colaboradoras 17 (Th17)), una respuesta innata (por ejemplo, células dendriticas, células
asesinas naturales, macrofagos, células polimorfonucleares (neutrofilos)), y cualquier combinacion de estas.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus de la invencién, una molécula
de acido nucleico, un vector y/o una composicion de esta invencioén, en cualquier combinacion para su uso en tratar una
infeccion por citomegalovirus (por ejemplo, una infeccion primaria de citomegalovirus, una infecciéon no primaria o
secundaria de citomegalovirus, una infeccion reactivada de citomegalovirus) en un sujeto en necesidad de esta.

Como se usa en la presente descripcion, el término "infeccion primaria de citomegalovirus" significa la infeccion primera
u original de citomegalovirus en un individuo sin previa inmunidad a citomegalovirus que puede o no acompanarse por
signos y/o sintomas de infeccion clinicamente evidentes.

Como se usa en la presente descripcion, el término "infeccidon no primaria o secundaria de citomegalovirus" significa una
infeccion subsecuente de citomegalovirus en un individuo con previa inmunidad a citomegalovirus que puede o no
acompanarse por signos y/o sintomas de infeccién clinicamente evidentes.

Como se usa en la presente descripcion, el término "infeccidon reactivada de citomegalovirus" significa reactivacion
transcripcional de genomas virales latentes y la produccion de viriones infecciosos de HCMV dentro de un huésped
previamente infectado con HCMV, usualmente durante periodos de compromiso a la integridad funcional del sistema
inmunitario (por ejemplo, inmunosupresion iatrogénica para trasplantes de érganos solidos, médula ésea, o células
madres hematopoyéticas; la aparicion de SIDA en individuos infectados con VIH; pacientes enfermos criticamente;
quimioterapias relacionadas con el cancer, etc.), o inmadurez funcional del sistema inmunitario (por ejemplo,
fetos/neonatos infectados congénitamente).

Los términos "tratar," "que trata" o "tratamiento" incluyen cualquier tipo de accion que imparta un efecto modulador, que,
por ejemplo, puede ser un efecto beneficioso, a un sujeto afectado con un trastorno, enfermedad, afecciéon o condicion,
que incluye la mejora en el trastorno, enfermedad, afeccion o condicidn del sujeto (por ejemplo, en uno o mas sintomas),
retraso en la progresion del trastorno, enfermedad, afeccion o condicion, retraso de la aparicién del trastorno, enfermedad,
afeccion o condicion, y/o cambio en los parametros clinicos, estado del trastorno, enfermedad, afeccion o condicion, etc.,
como seria bien conocido en la técnica. Estos términos pueden significar también que la gravedad de la afeccion del
sujeto se reduce, al menos parcialmente se mejora o estabiliza y/o que se alcanza algun alivio, mitigacién, disminucion o
estabilizacién en al menos un sintoma/signo clinico.

Los signos clinicos de infeccion por citomegalovirus en individuos inmunocompetentes pueden incluir, pero no se limitan
a mononucleosis febril transiente (en ausencia de infeccion por el virus Epstein-Barr) y hepatitis leve (en ausencia de virus
de hepatitis A, B y C). En individuos infectados con VIH que progresan a SIDA, las enfermedades asociadas con HCMV
pueden incluir pero no se limitan a retinitis, enterocolitis, gastritis, esofagitis, hepatitis, y/o encefalitis. En los receptores de
trasplantes (por ejemplo, érganos solidos, médula dsea, células madres hematopoyéticas), enfermedades asociadas con
HCMV pueden incluir fiebre, leucopenia, malestar, artralgia, y/o erupcién macular o enfermedad invasiva de tejido, que se
presentan como hepatitis, neumonitis, enterocolitis, encefalitis, coriorretinitis, nefritis, cistitis, miocarditis, y/o pancreatitis.
En nifios congénitamente infectados, las secuelas de HCMV pueden incluir petequias, ictericia, hepatoesplenomegalia,
retraso en el crecimiento intrauterino (restriccion), microcefalia, deficiencias neuroldgicas y cognitivas de sutiles a graves,
pérdida de la audicion neurosensorial, y/o coriorretinitis. Los parametros clinicos de la infeccion por CMV que pudieran
evaluarse para determinar la eficacia del tratamiento incluyen la deteccion de anticuerpos antivirales del huésped (IgM y
IgG) en sangre, prueba de antigeno de fosfoproteina 65 (pp65), analisis cualitativo y/o cuantitativo de la reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) de HCMV en sangre entera o sus constituyentes (plasma, suero, células mononucleares
de sangre periférica, granulocitos) y muestras clinicas (por ejemplo, saliva, orina), cultivo de HCMV a partir de muestras
clinicas en células susceptibles, y/o citopatologia. El tratamiento apropiado puede conducir a una reduccion en la gravedad
de y/o la eliminacion de uno o mas de estos signos.

La "cantidad efectiva" o "cantidad efectiva para el tratamiento" como se usa en la presente descripcion se refiere a una
cantidad de una proteina, fragmento, molécula de acido nucleico, vector y/o composicion de esta invencion que es
suficiente para producir un efecto deseado, que puede ser un efecto terapéutico y/o una mejora. Alternativamente se
declara que, una cantidad "efectiva para el tratamiento" o "efectiva" es una cantidad que proporcionara algun alivio,
mitigacion, disminucién o estabilizacion en al menos un sintoma/signo clinico en el sujeto. Aquellos con experiencia en la
técnica apreciaran que los efectos terapéuticos no necesitan ser completos o curativos, siempre y cuando algun beneficio
se proporcione al sujeto. La cantidad efectiva o cantidad efectiva para el tratamiento variara con la edad, condicion general
del sujeto, la gravedad de la afeccion a tratar, el compuesto, agente, sustancia o composicion particular administrada, la
duracion del tratamiento, la naturaleza de cualquier tratamiento concurrente, el portador aceptable farmacéuticamente
usado si hay, y factores similares dentro del conocimiento y experiencia de aquellos expertos en la técnica. Segun sea
apropiado, una "cantidad efectiva" o "cantidad efectiva para el tratamiento" en cualquier caso individual puede
determinarse por un experto en la técnica por referencia a los textos y la literatura pertinentes y/o mediante el uso de
experimentacion de rutina. (Remington, The Science and Practice of Pharmacy (20da Ed. 2000).

En modalidades adicionales, la presente invencién proporciona una proteina IL-10 de citomegalovirus, una molécula de
acido nucleico, un vector y/o una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion, para su uso en prevenir o
mejorar una infeccion primaria de citomegalovirus en un sujeto.

También se proporciona en la presente descripcion una proteina IL-10 de citomegalovirus, una molécula de acido nucleico,
un vector y/o una composicion de la invencion, en cualquier combinacion, para su uso en prevenir o mejorar una infeccion
primaria de citomegalovirus. Los términos "prevenir," "que previene," "que mejora," "prevencion" (y variaciones
gramaticales de esta) se refieren una prevencion y/o retraso de la aparicion de una enfermedad, trastorno y/o signos y/o
sintoma(s) clinicos en un sujeto y/o una reduccion o mejora en la gravedad de la aparicion de la enfermedad, trastorno
y/o sintoma(s) clinico(s) con relacion a lo que pudiera ocurrir en ausencia de tal tratamiento. La prevencion puede
completarse, por ejemplo, la total ausencia de la enfermedad, trastorno y/o signos y/o sintoma(s) clinicos. La prevencion
puede ser también parcial, de manera que la ocurrencia de la enfermedad, trastorno y/o signos y/o sintoma(s) clinicos en
el sujeto y/o la gravedad de la aparicion es menor que lo que ocurriria en ausencia de la presente invencion (es decir,
mejorada).

Una cantidad para la "prevencioén efectiva" como se usa en la presente descripcion es una cantidad que es suficiente para
prevenir y/o retrasar la aparicion de una enfermedad, trastorno y/o signos y/o sintomas clinicos en un sujeto y/o reducir
y/o retrasar la gravedad de la aparicion de una enfermedad, trastorno y/o signos y/o sintomas clinicos en un sujeto con
relacion a lo que ocurriria en ausencia de los métodos de la invenciéon. Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran
que el nivel de prevencion no necesita ser completo, siempre y cuando se proporcione algin beneficio al sujeto.

La presente invencion proporciona también una proteina IL-10 de citomegalovirus, una molécula de acido nucleico, un
vector y/o la composicién de la invencion, en cualquier combinacion, para su uso en reducir el riesgo de infeccion por
citomegalovirus en un receptor de trasplante o para reducir el riesgo de infeccion por citomegalovirus en un sujeto
inmunocomprometido o inmunodeprimido. Tal administracién al receptor de trasplante en cualquier momento con relaciéon
al trasplante (es decir, antes, después y/o simultaneamente, en cualquier combinacion) y con cualquier frecuencia
necesaria para suministrar una cantidad efectiva como se describe en la presente descripcion.

En la proteina IL-10 de citomegalovirus, acido nucleico, un vector y/o composicion para su uso como se describio
anteriormente, tal reduccion en el riesgo se identifica al comparar con el nivel de riesgo de infeccion por citomegalovirus
en un sujeto de esta invencion al que no se la ha administrado la proteina IL-10 de CMV, su fragmento, molécula de acido
nucleico, vector y/o composicion de esta invencion. La reduccion en el riesgo puede ser aproximadamente 5 %, 10 %, 15
%, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % con
relacion a tal control, como se determinaria por protocolos bien conocidos en la técnica.

Un sujeto con riesgo de enfermedad por citomegalovirus incluye, pero no se limita a un feto que adquiere HCMV de su
madre después de la transmision transplacentaria, un receptor inmunodeprimido de trasplante, un sujeto
inmunocomprometido, un sujeto que recibe quimioterapia, un sujeto enfermo criticamente, y/o un sujeto gravemente
quemado. Estos sujetos con riesgo comparten en comun una capacidad inmadura, deteriorada, o debilitada de desarrollar
y/o mantener respuestas inmunitarias celulares y humorales a los antigenos de HCMV que pueden proteger contra los
resultados clinicos asociados con la infeccion de HCMV. Los mecanismos por los cuales la presente invencién pueden
prevenir la infeccion congénita incluyen, pero no se limitan a, estimular la generacion de anticuerpos que neutralizan la
funcién de cmvIL-10 en mujeres no inmunes (es decir, seronegativas a HCMV) después de administrar al sujeto una
cantidad efectiva de una proteina IL-10 de citomegalovirus o su fragmento, una molécula de acido nucleico, un vector y/o
una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion; reducciones en la excrecion de HCMV (es decir,
eliminacion) en contactos cercanos (por ejemplo, hijos, parejas) de mujeres embarazadas después de administrar al sujeto
que disemina potencialmente HCMV una cantidad efectiva de una proteina IL-10 de citomegalovirus o su fragmento, una
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molécula de acido nucleico, un vector y/o una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion; y aumentar los
titulos de anticuerpos que neutralizan la funciéon de cmviL-10 en mujeres inmunes (es decir, seropositivas a HCMV)
después de administrar al sujeto una cantidad efectiva de una proteina IL-10 de citomegalovirus o su fragmento, una
molécula de acido nucleico, un vector y/o una composicion de esta invencion, en cualquier combinacion.

Los métodos para tratar o prevenir la infeccion causada por citomegalovirus en un sujeto pueden realizarse, por ejemplo,
al contactar una célula inmunitaria del sujeto con cualquiera de los polipéptidos, fragmentos, moléculas de acidos
nucleicos y/o vectores de esta invencion.

Por lo tanto, los métodos para prevenir la infeccion causada por citomegalovirus en un sujeto descritos en la presente
descripcion pueden realizarse, por ejemplo, mediante la captacion de cualquiera de los polipéptidos, fragmentos,
moléculas de acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion por una célula profesional presentadora de antigeno (es
decir, una célula dendritica, macroéfago, o célula B) para activar células T CD4*"y CD8* especificas para el antigeno, y las
células B especificas para el antigeno, que expresan el MHC clase | y clase Il, y moléculas coestimuladoras en la superficie
de la célula.

Los métodos para tratar la infeccién causada por citomegalovirus en un sujeto descritos en la presente descripcion pueden
realizarse, por ejemplo, mediante la captacion de cualquier de los polipéptidos, fragmentos, moléculas de acidos nucleicos
y/o vectores de esta invencién por células para activar células T CD4* y CD8"* especificas para el antigeno, y las células
B especificas para el antigeno. La célula puede ser, por ejemplo, una célula T CD8" que se pone en contacto con el
polipéptido y/o fragmento de esta invencién en presencia de una molécula del MHC clase |, que puede ser una molécula
soluble o puede estar presente en la superficie de una célula que expresa moléculas del MHC clase I. La célula puede
ser también cualquier célula que pueda captar y expresar un acido nucleico exégeno y producir los polipéptidos y/o
fragmentos de esta invencion.

En algunas modalidades, los polipéptidos de esta invencion pueden producirse por una célula que los secreta, de manera
que el polipéptido y/o fragmento se produce y se secreta y después se capta y subsecuentemente se procesa por una
célula presentadora de antigeno u otra célula que expresa el MHC clase | y se presenta al sistema inmunitario para la
induccion de una respuesta inmunitaria. En otras modalidades, los acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion pueden
introducirse directamente en una célula presentadora de antigeno y/o otra célula que expresa el MHC clase | en la cual el
polipéptido y/o fragmento se produce y se procesa directamente y se presenta al sistema inmunitario en la superficie de
la célula.

Como se establecié anteriormente, se contempla que en los métodos en donde la proteina IL-10 de CMV, las moléculas
de acido nucleico, vectores y/o composiciones de esta invencion se administran a un sujeto o a una célula de un sujeto,
tales métodos descritos en la presente descripcion pueden comprender ademas la etapa de administrar un adyuvante
adecuado al sujeto o a una célula del sujeto. El adyuvante puede estar en la composicion de esta invencion o el adyuvante
puede estar en una composicion separada que comprende un adyuvante adecuado y un portador aceptable
farmacéuticamente. El adyuvante puede administrarse antes de, simultaneo con, y/o después de la administracion de
cualquiera de los polipéptidos, fragmentos, acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion. Por ejemplo, QS-21, similar
a la alumina, adyuvante de Freund completo, SAF, etc., puede administrarse dentro de dias/semanas/horas (antes o
después) de la administracion de los polipéptidos, fragmentos, acidos nucleicos y/o vectores de esta invencion. La
efectividad de un adyuvante puede determinarse al medir la respuesta inmunitaria dirigida contra el polipéptido y/o
fragmento de esta invencion con y sin el adyuvante, mediante el uso de procedimientos estandar, como se describe en la
presente descripcion y como se conocen bien en la técnica.

El sujeto de esta invencién puede ser cualquier sujeto en necesidad de la respuesta inmunitaria de esta invencioén y/o en
necesidad del tratamiento para o la prevencion de la infeccidn por citomegalovirus, asi como también cualquier sujeto en
el que se desee inducir una respuesta inmunitaria a citomegalovirus. Tal sujeto puede ser cualquier tipo de animal que
sea susceptible a la infeccion por citomegalovirus, u otro virus que expresa una proteina IL-10 viral, de esta invencion, asi
como también cualquier animal al cual las proteinas, sus fragmentos, moléculas de acido nucleico y/o vectores de esta
invencion pueden administrarse de acuerdo con los métodos de esta invencion. Por ejemplo, un animal de esta invencion
pueden incluir cualquier mamifero, tal como un macaco rhesus, mono verde africano, babuino, ratén, conejo, cabra, oveja,
o caballo. En ciertas modalidades, el sujeto de esta invencién es un humano.

Las composiciones de esta invencion pueden administrarse a una célula de un sujeto o a un sujeto tanto in vivo como ex
vivo. Para la administracion a una célula del sujeto in vivo, asi como también para la administracion al sujeto, las
composiciones de esta invencion pueden administrarse oralmente, parenteralmente (por ejemplo, intravenosamente), por
inyeccioén intramuscular, por inyeccion intraperitoneal, inyeccidon subcutanea, transdérmicamente, transmucosalmente,
intranasalmente, extracorpéreamente, tépicamente o similares. Ademas, las composiciones de esta invencion pueden
pulsarse en las células dendriticas, que se aislan o crecen a partir de las células de un sujeto, de acuerdo con métodos
bien conocidos en la técnica, o en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en masa o varias de sus
subfracciones celulares de un sujeto.

La cantidad exacta de la proteina IL-10 de citomegalovirus, molécula de acido nucleico, vector y/o composicion de esta
invencion requerida variara de sujeto a sujeto, en dependencia de las especies, edad, peso y condicion general del sujeto,
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la proteina IL-10 de citomegalovirus o su fragmento, molécula de acido nucleico, vector y/o composicién particular usada,
su modo de administracion y similares. Por lo tanto, no es posible especificar una cantidad exacta para cada proteina IL-
10 de citomegalovirus, molécula de acido nucleico, vector y/o composicion de esta invencion. Sin embargo, una cantidad
efectiva puede determinarse por el experto en la técnica mediante el uso de sélo experimentacién de rutina dadas las
ensefianzas en la presente descripcion.

Como un ejemplo, a un sujeto en el que se desea inducir una respuesta inmunitaria a citomegalovirus, de
aproximadamente 0,1 ug/kg a aproximadamente 10 ug/kg de un polipéptido y/o fragmento de esta invencion puede
administrarse por diferentes vias, que incluyen pero no se limita a subcutanea, intramuscular, intradermal, transcutanea,
intranasal, y/o transmucosa, y puede estar opcionalmente en un adyuvante, a intervalos de horas, diariamente y/o
semanalmente intervalos hasta que una evaluacion de los parametros clinicos del sujeto indique que el sujeto muestra la
respuesta inmunoldgica deseada. Alternativamente, un polipéptido de esta invenciéon puede pulsarse en las células
dendriticas en una concentracion de aproximadamente 0,1 ng a aproximadamente 10 mg por 10° células dendriticas, y
las células dendriticas pueden administrarse al sujeto intradermalmente y/o subcutaneamente en los mismos intervalos
de tiempo. El tratamiento puede continuarse o reanudarse si los parametros clinicos del sujeto lo justifican y/o hasta que
se alcance la respuesta inmunoldgica deseada.

Si se emplean métodos ex vivo, las células o tejidos pueden eliminarse y mantenerse fuera del cuerpo del sujeto de
acuerdo con protocolos estandar bien conocidos en la técnica. Los polipéptidos y/o moléculas de acido nucleico de esta
invencion pueden introducirse a las células a través de mecanismos conocidos para la captacion de polipéptidos en las
células (por ejemplo, fagocitosis, pulsar en células que expresan el MHC clase |, liposomas, etc.). La células pueden
perfundirse (por ejemplo, en un portador aceptable farmacéuticamente) o trasplantarse de nuevo al sujeto por métodos
estandar para el tipo de célula o tejido. Los métodos estandar se conocen para el trasplante o perfusion de varias células
en un sujeto.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion incluyen aquellas adecuadas para la administracion por via oral,
rectal, topica, inhalacién (por ejemplo, por medio de un aerosol) bucal (por ejemplo, sublingual), vaginal, parenteral (por
ejemplo, subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraarticular, intrapleural, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, o
intravenosa), topica (es decir, superficies de la piel y las mucosas, que incluyen las superficies de las vias respiratorias) y
transdérmica, aunque la via mas adecuada en cualquier caso dado dependera, como se conoce bien en la técnica, de
tales factores como la especie, edad, género y condicion general del sujeto, de la naturaleza y la gravedad de la afeccion
a tratar y/o de la naturaleza de la composicién particular (es decir, dosificacion, formulacion) a administrar.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion oral pueden presentarse en unidades discretas, tales
como capsulas, sobres, pastillas, o tabletas, que contienen cada uno una cantidad predeterminada de los conjugados de
farmaco de insulina y oligémero; como un polvo o granulos; como una solucion o una suspension en un liquido acuoso o
no acuoso; o como una emulsién de aceite en agua o de agua en aceite. El suministro oral puede realizarse al formar
complejos de una composicion de la presente invencién con un portador capaz de soportar la degradacion de las enzimas
digestivas en la cavidad oral y/o intestino de un animal. Ejemplos de tales portadores incluyen capsulas o tabletas
plasticas, como se conoce en la técnica. Tales formulaciones se preparan por cualquier método adecuado de farmacia,
que incluye la etapa de poner en asociacion la composicidon y un portador adecuado (que puede contener uno o mas
ingredientes accesorios como se sefiald anteriormente). En general, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con las
modalidades de la presente invencion se preparan por mezcla uniforme e intima de la composicién con un portador sélido
finamente dividido o liquido, o ambos, y después, si es necesario, conformando la mezcla resultante. Por ejemplo, una
tableta puede prepararse mediante la compresién o el moldeo de un polvo o granulos que contienen la composicion,
opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios. Las tabletas comprimidas se preparan al comprimir, en una
magquina adecuada, la composicién en una forma de flujo libre, tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclados
con agentes aglutinantes, lubricantes, diluyentes inertes y/o tensoactivos/dispersantes. Las tabletas moldeadas se
fabrican por moldeo, en una maquina adecuada, del compuesto en polvo humedecida con un aglutinante liquido inerte.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion bucal (sublingual) incluyen pastillas que comprenden
la composicion de esta invencion en una base saborizada, que usualmente es sacarosa y acacia o tragacanto; y pastillas
que comprenden la composicion en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas de esta invencién para la administracion parenteral pueden comprender
soluciones de inyeccidn acuosas y no acuosas estériles de la composicion de esta invencion, cuyas preparaciones son
preferentemente isotdnicas con la sangre del receptor previsto. Estas preparaciones pueden contener antioxidantes,
tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen la composicion isoténica con la sangre del receptor previsto. Las
suspensiones acuosas y no acuosas estériles pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Los ejemplos
de solventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o
suspensiones, que incluyen solucion salina y medios tamponados. Los portadores parenterales incluyen solucion de
cloruro saédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sodico, aceites fijos y de Ringer lactato. Los portadores intravenosos
incluyen reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer),
y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, anti-
oxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y similares.
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Las composiciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de multiples dosis, por ejemplo ampulas y
frascos sellados, y pueden almacenarse en una condicion seca por congelacion (liofilizada) que sélo requiere la adicion
del portador liquido estéril, por ejemplo, solucién salina o agua para inyeccioén inmediatamente antes del uso.

Las soluciones y suspensiones de inyeccion extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y tabletas
estériles del tipo descrito anteriormente. Por ejemplo, puede proporcionarse una composicion estéril inyectable, estable,
de esta invencién en una forma de dosificacion unitaria en un recipiente sellado. La composicién puede proporcionarse
en la forma de un liofilizado, que es capaz de reconstituirse con un portador adecuado farmacéuticamente aceptable para
formar una composicion liquida adecuada para inyectar en un sujeto. La forma de dosificacion unitaria puede ser de
aproximadamente 1 yg a aproximadamente 1 gramo de la composicion de esta invencion. Cuando la composicion es
sustancialmente insoluble en agua, una cantidad suficiente de agente emulsionante, que es fisiolégicamente aceptable,
puede incluirse en cantidad suficiente para emulsionar la composicién en un portador acuoso. Uno de tales agentes
emulsionantes utiles es la fosfatidilcolina.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion rectal se presentan preferentemente como
supositorios de dosis unitaria. Estos pueden prepararse mediante la mezcla de la composicién con uno o mas portadores
solidos convencionales, tal como, por ejemplo, manteca de cacao, y después conformando la mezcla resultante.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas de esta invencién para la aplicacion topica a la piel toman preferentemente
la forma de un unguiento, crema, locién, pasta, gel, rocio, aerosol, o aceite. Los portadores que pueden usarse incluyen,
pero no se limitan a, gelatina de petroleo, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes, potenciadores transdérmicos, y
combinaciones de dos o mas de estos. En algunas modalidades, por ejemplo, el suministro topico puede realizarse al
mezclar una composicion farmacéutica de la presente invencion con un reactivo lipofilico (por ejemplo, DMSO) que es
capaz de pasar a la piel.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion transdérmica pueden estar en la forma de parches
discretos que se adaptan para permanecer en contacto intimo con la epidermis del sujeto durante un periodo de tiempo
prolongado. Las composiciones adecuadas para la administracion transdérmica pueden suministrarse también, por
iontoforesis (ver, por ejemplo, Pharmaceutical Research 3:318 (1986)) y adoptaran, tipicamente, la forma de una solucion
acuosa opcionalmente tamponada de la composicion de esta invencién. Las formulaciones adecuadas pueden
comprender citrato o tampon bis\tris (pH 6) o etanol/agua. La presente invencion proporciona ademas un medicamento y
la preparacion del mismo para uso en tratar y/o prevenir la enfermedad y trastornos descritos en la presente descripcion
mediante el empleo de las mismas etapas como se describe en los métodos descritos en la presente descripcion. Se
contempla ademas que los métodos, composiciones y medicamentos de esta invencion pueden usarse para la aplicacion
veterinaria, asi como también en aplicaciones que involucren humanos.

Ademas, las moléculas de acido nucleico y vectores de esta invencion pueden administrarse oralmente, intranasalmente,
parenteralmente (por ejemplo, intravenosamente), por inyeccion intramuscular, por inyeccion intraperitoneal,
transdérmicamente, transmucosalmente, extracorpéreamente, topicamente o similares. En los métodos descritos en la
presente descripcion que incluyen la administracion y captacion de acido nucleico exégeno en las células de un sujeto (es
decir, transduccion o transfeccion de genes), las moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden estar en
la forma de acido nucleico desnudo o las moléculas de acido nucleico pueden estar en un vector para suministrar las
moléculas de acido nucleico a las células para la expresion de los polipéptidos y/o fragmentos de esta invencion. En
algunas modalidades, el vector puede ser una preparacion disponible comercialmente o puede construirse en el
laboratorio de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. En modalidades adicionales, el vector puede ser un
vector viral, como se conoce bien en la técnica.

El suministro de la molécula de acido nucleico y/o vector de esta invencion a las células puede ser a través de una variedad
de mecanismos que se conocen bien en la técnica. Como un ejemplo, el suministro puede ser a través de un liposoma,
mediante el uso de preparaciones de liposomas disponibles comercialmente tal como LIPOFECTIN, LIPOFECTAMINE
(GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, MD), SUPERFECT (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y TRANSFECTAM (Promega Biotec,
Inc., Madison, WI), asi como también otros liposomas desarrollados de acuerdo con procedimientos estandar en la técnica.
Ademas, la molécula de acido nucleico y/o vector de esta invencion puede suministrarse in vivo mediante electroporacion,
la tecnologia para lo cual esta disponible de Genetronics, Inc. (San Diego, CA) asi como también por medio de una
maquina de SONOPORATION (ImaRx Pharmaceutical Corp., Tucson, AZ).

En modalidades particulares como se describe en la presente descripcion, el suministro del vector puede ser a través de
un sistema viral, tal como un sistema de vector retroviral, que puede empaquetar un genoma retroviral recombinante. El
retrovirus recombinante puede usarse después para infectar y de esta manera suministrar a las células infectadas
moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido y/o fragmento de esta invencion. El método exacto para introducir
el acido nucleico exdgeno en células de mamifero no se limita a, por supuesto, al uso de vectores retrovirales. Otras
técnicas disponibles ampliamente para este procedimiento que incluye el uso de vectores adenovirales, vectores
alfavirales, vectores virales adenoasociados (AAV), vectores lentivirales, vectores retrovirales seudotipificados y vectores
virales de vacuna, asi como también cualquier otro vector viral conocido ahora o desarrollado en el futuro. También pueden
usarse técnicas fisicas de transduccion, tal como suministro de liposomas y mecanismos de endocitosis mediada por
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receptor y otros. Esta invencion puede usarse en conjunto con cualquiera de estos u otros métodos de transferencia de
genes usados comunmente.

Como un ejemplo no limitante, la molécula de acido nucleico de esta invenciéon puede suministrarse a las células de un
sujeto en un vector de virus Ankara de vacuna modificado (MVA). La dosis para la administracion de vectores basados
en MVA a humanos puede variar tipicamente de aproximadamente 107 a aproximadamente 5 x 10°unidades formadoras
de placa (pfu) por inyeccion.

Como otro ejemplo no limitante, la molécula de acido nucleico de esta invencion puede suministrarse a las células de un
sujeto en un vector de adenovirus. La dosis para la administracion de adenovirus a humanos puede variar de
aproximadamente 107 a aproximadamente 10" pfu por inyeccién.

En algunas modalidades, un sujeto recibira una Unica inyeccion de un vector viral que comprende una molécula de acido
nucleico de esta invencidon. Si se necesitan inyecciones adicionales, pueden repetirse en intervalos de
diariamente/semanalmente/mensualmente durante un periodo definido y/o hasta que se establezca la eficacia del
tratamiento. Como se establece en la presente descripcién, la eficacia del tratamiento puede determinarse al evaluar los
sintomas y parametros clinicos descritos en la presente descripcion y/o al detectar una respuesta inmunoldgica deseada.

La cantidad exacta de la molécula de acido nucleico y/o vector requerida variara de sujeto a sujeto, en dependencia de la
especie, edad, peso y condicion general del sujeto, la molécula de acido nucleico y/o vector particular usado, su modo de
administracion y similares. Por lo tanto, no es posible especificar una cantidad exacta para cada acido nucleico o vector.
Sin embargo, una cantidad apropiada se puede determinar por el experto en la técnica usando sélo experimentacion de
rutina dadas las ensefianzas en la presente descripcion.

En los métodos descritos en la presente descripciéon, ambas moléculas de acido nucleico y/o vectores de esta invencion,
asi como también la proteina IL-10 de citomegalovirus o sus fragmentos de esta invencién pueden administrarse a un
sujeto. En un ejemplo no limitante, un vector que comprende una molécula de acido nucleico de esta invencion puede
administrarse al sujeto en una etapa de sensibilizacién y una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion puede
administrarse al sujeto como una etapa de refuerzo. La estrategia sensibilizacion-refuerzo en humanos puede consistir,
por ejemplo, de un acido nucleico inicial que sensibiliza la inmunizacién seguido por una o mas inmunizaciones de refuerzo
aintervalos de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 semanas. Las inmunizaciones de refuerzo pueden comprender
moléculas de acido nucleico, proteinas, sus fragmentos, vectores y/o composiciones de esta invencion en cualquier
combinacion. El tiempo exacto de inmunizaciones de refuerzo variara de sujeto a sujeto, en dependencia de la especie,
edad, peso y condicidon general del sujeto, la proteina, su fragmento, molécula de acido nucleico y/o vector particular
usado, su modo de administracion y similares. Ademas, la composicion exacta del régimen de inmunizacion
sensibilizacion-refuerzo variara de sujeto a sujeto, en dependencia de la especie, edad, peso y condicion general del
sujeto, la proteina, su fragmento, molécula de acido nucleico y/o vector particular usado, su modo de administracion y
similares. Por lo tanto, no es posible especificar un tiempo exacto para cada inmunizacion de refuerzo, y para la
composicion exacta de las inmunizaciones de sensibilizacién y refuerzo. Sin embargo, un experto en la técnica puede
determinar un programa y composicion adecuados de las inmunizaciones de sensibilizacion y refuerzo mediante el uso
de sdlo experimentacion de rutina dadas las ensefianzas en la presente descripcion.

En ciertas modalidades, los polipéptidos de esta invencion pueden fusionarse con una proteina o péptido "portador" para
producir una proteina de fusion. Tal fusiéon puede realizarse, por ejemplo, mediante la unién de un acido nucleico de esta
invencion en marco con un acido nucleico que codifica una proteina portadora o su fragmento de esta invencion y expresar
la secuencia de nucleétidos unida para producir la proteina de fusion. Por ejemplo, la proteina o péptido portador pueden
fusionarse a un polipéptido y/o fragmento de esta invencion para aumentar la estabilidad de este (por ejemplo, al disminuir
la velocidad de recambio) en la célula y/o sujeto. Las proteinas portadoras ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, la
glutation-S-transferasa o proteina de union a maltosa. La proteina o péptido portador puede ser alternativamente una
proteina reportera. Por ejemplo, la proteina de fusiéon puede comprender un polipéptido y/o fragmento de esta invencion
y una proteina o péptido reportero (por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP), B-glucoronidasa, B-galactosidasa,
luciferasa, y similares) para la deteccion facil de las células transformadas y la expresion del transgén. Cualquier proteina
portadora adecuada y/o acido nucleico que codifica la proteina portadora, como se conoce bien en la técnica puede usarse
para producir una proteina de fusién de esta invencion.

La presente invencion proporciona ademas una proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion como parte de un
conjugado, por ejemplo, para mejorar o potenciar propiedades fisiolégicas de la proteina o fragmento, tal como la
solubilidad o el tiempo de vida media. El término "conjugado” (o indistintamente "polipéptido conjugado") pretende indicar
una molécula heterogénea (en el sentido de compuesta o quimérica) formada por la unién covalente de uno o mas
polipéptido(s) a una o mas porciones no polipeptidicas tal como moléculas de polimeros, compuestos lipofilicos, porciones
de azucar o agentes organicos derivados. Preferentemente, el conjugado es soluble a concentraciones y condiciones
relevantes, es decir, soluble en fluidos fisioldgicos tal como la sangre. Ejemplos de polipéptidos conjugados de la invencién
incluyen polipéptidos glicosilados y/o PEGilados.

El término "union covalente" significa que la porcion de polipéptido y no polipeptidica se unen ya sea covalentemente
directamente uno con otro, o bien se unen covalentemente indirectamente uno con otro a través de una porcién o
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porciones de intervencion, tales como un puente, separador, o porcién o porciones de enlace. El término "polipéptido no
conjugado" puede usarse para referirse a la parte de polipéptido del conjugado.

Cuando se usa en la presente descripcion, el término "porcién no polipeptidica" se refiere a una molécula que es capaz
de conjugarse a un grupo de unién del polipéptido de la invencion. Ejemplos adecuados de tales moléculas incluyen
moléculas de polimeros, porciones de azucar, compuestos lipofilicos, o agentes de derivacion organica. Cuando se usa
en el contexto de un conjugado de la invencién se entendera que la porcion no polipeptidica se enlaza a la parte de
polipéptido del conjugado a través de un grupo de unién del polipéptido. Como explicado anteriormente, la porcién no
polipeptidica se puede unir covalentemente directamente al grupo de unién, o se puede unir covalentemente
indirectamente al grupo de unién a través de una porcién o porciones de intervencion, tales como un puente, separador,
0 porcion o porciones de enlace.

La presente invencion ademas incluye polipéptidos, péptidos, proteinas, fragmentos, dominios y/o moléculas de acido
nucleico aisladas que son sustancialmente equivalentes a aquellos descritos por esta invencion. Como se usa en la
presente descripcion, "sustancialmente equivalentes" puede referirse una secuencias de acido nucleico y de aminoacidos,
por ejemplo una secuencia mutante, que varia de una secuencia de referencia por una o mas sustituciones, deleciones,
o adiciones, el efecto neto de las cuales no resulta en una diferencia funcional no deseada entre las secuencias de
referencia y del sujeto. En algunas modalidades, esta invencién puede incluir sustancialmente secuencias equivalentes
que tienen una diferencia funcional adversa. Para los propdsitos de la presente invencién, las secuencias que tienen
actividad biolégica equivalente y caracteristicas equivalentes de expresion se consideran sustancialmente equivalentes.

Se describen homoélogos, asi como también métodos para obtener homoélogos, de los polipéptidos de esta invencion a
partir de otro citomegalovirus, asi como también otros herpesvirus. Como se usa en la presente descripcion, una secuencia
de aminoacidos o proteina se define como un homodlogo de un polipéptido o fragmento de la presente invencion si
comparte homologia significativa con uno de los polipéptidos y/o fragmentos de la presente invencion. Homologia
significativa quiere decir al menos 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % y/o 100 % de
homologia con otra secuencia de aminoacidos. Especificamente, mediante el uso de los acidos nucleicos descritos en la
presente descripcion como una sonda o como cebadores, y técnicas como amplificacion por PCR e hibridacion
colonia/placa, un experto en la técnica puede identificar los homoélogos de los polipéptidos y/o fragmentos de esta
invencién en cualquier otro virus.

Se describe un kit que comprende el polipéptido cmvIL-10, la molécula de acido nucleico, vector y/o anticuerpo de esta
invencion, junto con reactivos, tampones, diluyentes, dispositivos y/o instrumentos, etc., para facilitar el uso del polipéptido
cmvlL-10, su fragmento, molécula de acido nucleico y/o vector de esta invencion en métodos descritos en la presente
descripcion. Se entendera bien por un experto en la técnica que los kits pueden comprender uno o mas contenedores y/o
receptaculos para mantener los reactivos (por ejemplo, anticuerpos, proteinas, fragmentos, acidos nucleicos, vectores,
etc.) del kit, junto con los tampones y/o diluyentes apropiados e instrucciones para el uso del kit, como se conoce bien en
la técnica. Tales kits pueden comprender ademas adyuvantes y/u oftros agentes inmunoestimuladores o
inmunomoduladores, como se conocen bien en la técnica.

También se describe en la presente descripcion un método para prevenir o mejorar una infeccion por citomegalovirus en
un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo especificamente reactivo contra
una proteina IL-10 de citomegalovirus.

Ademas, se describe en la presente descripcion un método para reducir el riesgo de infeccidn por citomegalovirus en una
mujer que esta embarazada y desarrolla o esta en riesgo de desarrollar una infecciéon primaria, no primaria, o reactivada
de CMV, asi como también un método para prevenir o mejorar una infeccion por citomegalovirus en tal sujeto, que
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo especificamente reactivo contra una proteina IL-
10 de citomegalovirus. En algunas modalidades, el anticuerpo especificamente bloquea la actividad funcional de IL-10 de
citomegalovirus.

Ademas, se describe en la presente descripcion un método para reducir el riesgo de infeccion por citomegalovirus en un
sujeto que es un receptor de trasplante, un sujeto inmunocomprometido, y/o un sujeto inmunodeprimido, asi como también
un método para prevenir o mejorar una infeccion por citomegalovirus en tal sujeto, que comprende administrar al sujeto
una cantidad efectiva de un anticuerpo especificamente reactivo contra una proteina IL-10 de citomegalovirus. En algunas
modalidades, el anticuerpo especificamente bloquea la actividad funcional de IL-10 de citomegalovirus.

En ciertas modalidades de los métodos descritos en la presente descripcion que emplean un anticuerpo, el sujeto puede
ser un humano y el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal humanizado.

Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo” incluye moléculas de inmunoglobulinas intactas, asi como
también sus fragmentos que son capaces de unirse al determinante epitépico de un antigeno (es decir, determinante
antigénico). Los anticuerpos que unen los polipéptidos de esta invencién se preparan mediante el uso de polipéptidos o
fragmentos intactos como el antigeno de inmunizacion. El polipéptido o fragmento usado para inmunizar un animal puede
derivarse a partir de la escision enzimatica, expresion recombinante, aislamiento a partir de materiales biolégicos, sintesis,
etc., y puede conjugarse a una proteina portadora, si se desea. Los portadores usados cominmente que se acoplan
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quimicamente a péptidos y proteinas para la produccién de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, albumina de suero
bovino, tiroglobulina y hemocianina de la lapa californiana. El péptido o proteina acoplado se usa después para inmunizar
el animal (por ejemplo, un ratén, rata, o conejo). Los antigenos de polipéptido o péptido pueden también administrarse
con un adyuvante, como se describe en la presente descripcion y como se conoce de cualquier otra manera en la técnica.

Un anticuerpo de esta invencion puede ser cualquier tipo de inmunoglobulina, que incluye 1gG, IgM, IgA, IgD, y/o IgE. El
anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal y puede ser de cualquier origen de especie, que incluye, por ejemplo, ratén,
rata, conejo, caballo, cabra, oveja o humano, o puede ser un anticuerpo quimérico o humanizado (por ejemplo, Walker y
otros, Molec. Immunol. 26:403-11 (1989)). Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales recombinantes
producidos de acuerdo con los métodos descritos en la patente de Estados Unidos nim. 4,474,893 o en la patente de
Estados Unidos nim. 4,816,567. Los anticuerpos pueden construirse también quimicamente de acuerdo con métodos
descritos en la patente de Estados Unidos nim. 4,676,980. El anticuerpo puede ser ademas un anticuerpo de cadena
Unica (por ejemplo, scFv) o anticuerpo biespecifico.

Los fragmentos de anticuerpo incluidos dentro del alcance de la presente invencion incluyen, por ejemplo, fragmentos
Fab, F(ab')2, y Fc, y los fragmentos correspondientes obtenidos a partir de anticuerpos distintos a IgG. Tales fragmentos
pueden producirse mediante técnicas conocidas. Por ejemplo, los fragmentos F(ab')2 puede producirse por digestién con
pepsina de la molécula de anticuerpo, y fragmentos Fab pueden generarse por reduccion de los puentes disulfuro de los
fragmentos F(ab')2. Alternativamente, las bibliotecas de expresién de Fab pueden construirse para permitir una
identificacion rapida y facil de los fragmentos Fab monoclonales con la especificidad deseada (Huse y otros, (1989)
Science254:1275-1281). Los anticuerpos pueden obtenerse también mediante técnicas de presentacion en fagos
conocidas en la técnica o mediante la inmunizacién de un huésped heterélogo con una célula que contiene un epitopo de
interés.

El polipéptido, fragmento o epitopo antigénico que se usa como un inmundgeno puede modificarse o administrarse en un
adyuvante para aumentar su antigenicidad. Los métodos para aumentar la antigenicidad de una proteina o péptido se
conocen bien en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, acoplar el antigeno con una proteina heteréloga (tal como
globulina o B-galactosidasa) o a través de la inclusion de un adyuvante durante la inmunizacion.

Por ejemplo, para la producciéon de anticuerpos, pueden inmunizarse varios huéspedes que incluyen cabras, conejos,
ratas, ratones, humanos, y otros, mediante inyeccion con los polipéptidos y/o fragmentos de esta invencion, con o sin una
proteina portadora. Adicionalmente, pueden usarse varios adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica. Tales
adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, adyuvantes de Freund completos e incompletos, geles minerales tal como
hidroxido de aluminio, y sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, pluronicpolioles, polianiones, péptidos,
emulsiones aceitosas, hemocianina de la lapa californiana, y dinitrofenol. Entre los adyuvantes usados en humanos, son
especialmente preferidos BCG (bacilli Calmette-Guerin) y Corynebacteriumparvum.

Los anticuerpos monoclonales pueden producirse en una linea celular de hibridoma de acuerdo con la técnica de Kohler
y Milstein (Nature265:495-97 (1975)). Otras técnicas para la produccion de anticuerpos monoclonales incluyen, pero no
se limitan a, la técnica de hibridoma de células B humanas, y la técnica de hibridoma EBV (Kozbor y otros 1985. J.
Immunol. Methods 81:31-42; Cote y otros 1983. Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-2030; Cole y otros 1984. Mol. Cell Biol.
62:109-120), asi como también las tecnologias de presentacion en fagos (Bradbury y otros Nat. Biotechnol 29(3):245-
254(2011)).

Por ejemplo, para producir anticuerpos monoclonales, puede inyectarse a un raton una solucion que contiene el antigeno
apropiado y, después de un tiempo suficiente, el ratdn se sacrifica y se obtienen las células del bazo. Las células del bazo
después se inmortalizan al fusionarlas con células de mieloma o con células de linfoma, tipicamente en presencia de
polietilenglicol, para producir células de hibridoma. Las células de hibridoma se cultivan luego en un medio adecuado y el
sobrenadante se tamiza en busqueda de anticuerpos monoclonales que tienen la especificidad deseada. Los fragmentos
monoclonales Fab pueden producirse en una célula bacteriana tal como E. coli mediante técnicas recombinantes
conocidas por un experto en la técnica (por ejemplo, Huse. Science 246:1275-81 (1989)). Puede usarse cualquiera de
una serie de métodos bien conocidos en la técnica para identificar la célula del hibridoma, que produce un anticuerpo con
las caracteristicas deseadas. Estos incluyen tamizar los hibridomas por ensayo de ELISA, analisis de transferencia
Western, o radioinmunoensayo. Los hibridomas que secretan los anticuerpos deseados se clonan y se identifican la clase
y subclase mediante el uso de procedimientos estandar conocidos en la técnica.

Para los anticuerpos policlonales, se aisla el suero que contiene los anticuerpos a partir del animal inmunizado y se tamiza
para detectar la presencia de anticuerpos con la especificidad deseada mediante el uso de cualquiera de los
procedimientos bien conocidos como se describe en la presente descripcion.

Ademas, pueden usarse las técnicas desarrolladas para la produccion de anticuerpos quiméricos o anticuerpos
humanizados mediante el corte y empalme de genes de anticuerpo de raton con genes de anticuerpo humano para
obtener una molécula con una especificidad de antigeno y actividad bioldgica apropiada (Morrison y otros 1984 Proc. Natl.
Acad. Sci.81:6851-6855; Neuberger y otros 1984 Nature 312:604-608; Takeda y otros 1985 Nature314:452-454).
Alternativamente, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena Unica pueden adaptarse, mediante
el uso de métodos conocidos en la técnica, para producir anticuerpos de cadena Unica especificos para los polipéptidos
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y fragmentos de esta invencién. Los anticuerpos con especificidad relacionada, pero de composicion idiotipica distinta,
pueden generarse por intercambio de cadena a partir de bibliotecas de inmunoglobulinas combinatorias al azar (Burton
1991. Proc. Natl. Acad. Sci.88:11120-3).

En algunas modalidades, los anticuerpos monoclonales humanos pueden generarse por amplificacion por PCR-
transcripcion inversa de las cadenas pesadas y ligeras de los genes variables de las células B especificas para cmvIL-10
a partir de humanos infectados con HCMV. Los amplicones se clonan subsecuentemente en marco en vectores de
expresion que contienen el promotor/pontenciador inmediato-temprano de HCMV que dirige la expresion de (en orden y
en marco) una secuencia murina de péptido sefial de inmunoglobulina, sitios de clonacidon apropiados para los genes
variables de cadena pesada y ligera, las regiones constantes de las inmunoglobulinas humanas que contienes codones
de parada de la traduccion, y una secuencia de poliadenilacion de SV40 aguas abajo del coddn de terminacion de la
traduccion. (Wrammert y otros 2011. J. Exp. Med. 208:181-93; Smith y otros 2009. Nat. Protocol. 4:372-84).

Pueden usarse varios inmunoensayos para el tamizaje de identificar los anticuerpos que tienen la especificidad deseada
por las proteinas y péptidos de esta invencidon. Se conocen bien en la técnica numerosos protocolos para la union
competitiva o ensayos inmunorradiométricos mediante el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales con
especificidad establecida. Tales inmunoensayos tipicamente involucran la medicion de formacion de complejos entre un
antigeno y su anticuerpo especifico (por ejemplo, formacién de complejo antigeno/anticuerpo). Por ejemplo, puede usarse
un inmunoensayo de dos sitios, basado en monoclonal que usa anticuerpos monoclonales reactivos a dos epitopos no
interferentes en las proteinas o péptidos de esta invencion, asi como también un ensayo de unién competitiva.

Definiciones

Como se usa en la presente descripcion, "un" o "una" o "el/la" puede significar uno o mas de uno. Por ejemplo, "una"
célula puede significar una célula o una pluralidad de células.

Ademas, como se usa en la presente descripcion, "y/o" se refiere y abarca a todas y cada una de las combinaciones
posibles de uno o mas de los elementos enumerados asociados, asi como la falta de combinaciones cuando se interpreta
en la alternativa ("o0").

Ademas, el término "aproximadamente" como se usa en la presente descripcion cuando se refiere a un valor medible tal
como una cantidad de un compuesto o agente de esta invencion, dosis, tiempo, temperatura, y similares, abarca
variaciones de £ 20 %, £ 10 %, £ 5%, £ 1 %, £ 0,5 %, o incluso + 0,1 % de la cantidad especificada.

Un citomegalovirus de esta invencion incluye, pero no se limita a un citomegalovirus de humano (herpesvirus de humano
5), citomegalovirus de rhesus (herpesvirus de macaco 3), citomegalovirus de mono verde africano (también referido
comunmente como citomegalovirus de simio, citomegalovirus vervet, virus sigiloso 1; herpesvirus de Cercopitecinos 5),
herpesvirus de babuino, y cualquier otro citomegalovirus, conocido ahora o identificado después.

La proteina IL-10 de citomegalovirus de esta invencion es una proteina IL-10 o su ortélogo de un citomegalovirus de esta
invencion. El gen de IL-10 de citomegalovirus humano codifica una proteina de 176 aminoacidos (por ejemplo, NUum. de
Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF63437; cepa Towne) (SEQ ID NO:3). El gen de IL-10 de citomegalovirus de
rhesus codifica una proteina de 189 aminoacidos [por ejemplo, NUm. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF59907
(Cepa 68-2) (SEQ ID NO:1); Num. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF61204 (Cepa MMU28684) (SEQ ID
NO:2)].

Esta invencién abarca ademas una proteina IL-10 producida por virus distintos a citomegalovirus, que incluyen, pero no
se limita a virus Epstein-Barr (herpesvirus humano 4), herpesvirus ovino 2, herpesvirus equino 2 (herpesvirus équido 2),
linfocriptovirus de rhesus (herpesvirus macacos 4), asi como también cualquier otro virus conocido ahora o identificado
después para producir una proteina IL-10 o similar a IL-10.

Como se usa en la presente descripcion, "modulan,” "modula” o "modulacion” se refiere a la potenciacion (por ejemplo,
un aumento) o inhibicién (por ejemplo, disminuida, reducida o suprimida) de la actividad especificada.

El término "potenciacion," "potencian," "potencia," o "que potencia" se refiere a un aumento en el parametro especificado
(por ejemplo, al menos aproximadamente 1,1 veces, 1,25 veces, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces,
8 veces, 10 veces, doce veces, o0 incluso quince veces o mas aumento) y/o un aumento en la actividad especificada de al
menos aproximadamente 5 %, 10 %, 25 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100
%.

El término "inhibir," "disminuir," "reducir" o "suprimir" se refiere a una disminucion en el parametro especificado (por
ejemplo, al menos aproximadamente 1,1 veces, 1,25 veces, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 8
veces, 10 veces, doce veces, o0 incluso quince veces o0 mas aumentos) y/o una disminucion o reduccion en la actividad
especificada de al menos aproximadamente 5 %, 10 %, 25 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %, 75 %, 80 %, 90 %, 95 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 %. En modalidades particulares, la inhibicién o reduccion resulta en poca actividad o esencialmente no
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detectable (a lo maximo, una cantidad insignificante, por ejemplo, menos de aproximadamente 10 % o aproximadamente
5 %).

Como se usa en la presente descripcion, la frase de transicion "que consiste esencialmente en' significa que el alcance
de una reivindicacion es para interpretarse que abarca los materiales o etapas especificados en la reivindicacién, "aquellos
que no afectan materialmente la(s) caracteristica(s) basica(s) y novedosa(s)" de la invencion reivindicada. Ver, In re Herz,
537 F.2d 549, 551-52, 190 USPQ 461, 463 (CCPA 1976) (énfasis en el original); ver ademas MPEP § 2111.03. Por lo
tanto, el término "que consiste esencialmente" en cuando se usa en una reivindicacion de esta invencion no pretende que
se interprete como equivalente a "que comprende."

"Aislado" como se usa en la presente descripcion significa el acido nucleico o proteina o fragmento de proteina de esta
invencién que esta suficientemente libre de contaminantes o componentes celulares con los cuales se encuentran
normalmente los acidos nucleicos o proteinas. "Aislado" no significa que la preparacion esta técnicamente pura
(homogénea), pero esta suficientemente pura para proporcionar el acido nucleico o proteina o fragmento de proteina en
una forma en la que puede usarse terapéuticamente.

"Epitopo" o "epitopo antigénico" o "péptido antigénico" como se usa en la presente descripcion significa una secuencia de
aminoacidos especifica que, cuando se presenta en la conformaciéon correcta, proporciona un sitio reactivo para un
anticuerpo o receptor de célula T. La identificacion de los epitopos en antigenos puede realizarse mediante protocolos de
inmunologia que se conocen bien en la técnica. Tipicamente, un epitopo o péptido antigénico puede ser 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminoacidos de longitud.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido" o "proteina" se usa para describir una cadena de
aminoacidos que corresponde a aquella codificada por un acido nucleico. Un polipéptido de esta invencién puede ser un
péptido, que usualmente describe una cadena de aminoacidos de desde dos a aproximadamente 30 aminoacidos. El
término polipéptido como se usa en la presente descripcién describe también una cadena de aminoacidos que tiene mas
de 30 aminoacidos y puede ser un fragmento o dominio de una proteina o una proteina de longitud completa. Ademas,
como se usa en la presente descripcion, el término polipéptido puede referirse a una cadena de aminoacidos lineal o
puede referirse a una cadena de aminoacidos que se ha procesado y plegado en una proteina funcional. Se entiende, sin
embargo, que 30 es un numero arbitrario con respecto a péptidos y polipéptidos distintivos y los términos pueden usarse
indistintamente para una cadena de aminoacidos. Los polipéptidos de la presente invencion se obtienen por aislamiento
y purificacion de los polipéptidos a partir de las células donde se producen naturalmente, por escision enzimatica (por
ejemplo, proteolitica), y/o recombinantemente por expresion del acido nucleico que codifica los polipéptidos o fragmentos
de esta invencion. Los polipéptidos y/o fragmentos de esta invenciéon pueden obtenerse también por sintesis quimica u
otros protocolos conocidos para producir polipéptidos y fragmentos.

Las secuencias de aminoacidos descritas en la presente descripcion se representan en la direccidon amino a carboxilo, de
izquierda a derecha. Las secuencias de nucleétidos se representan en la presente descripcién en la direccion 5' a 3, de
izquierda a derecha. Se pretende que los acidos nucleicos de esta invencién puedan ser de cadena sencilla o doble (es
decir, que incluye el acido nucleico complementario). Un acido nucleico de esta invencion puede ser el complemento de
un acido nucleico descrito en la presente descripcion.

Un "fragmento" como se usa en la presente descripcion incluye un polipéptido de esta invencion que comprende un
numero suficiente de aminoacidos para tener una o mas de las actividades bioldgicas de los polipéptidos de esta
invencion. Tales actividades bioldgicas pueden incluir, pero no se limitan a actividad inmunogénica, asi como también
cualquier otra actividad conocida ahora o identificada después para los polipéptidos y/o fragmentos de esta invencion. Un
fragmento de un polipéptido de esta invencion puede producirse mediante métodos bien conocidos y de rutina en la
técnica. Los fragmentos pueden producirse, por ejemplo, por escisién enzimatica u otra de péptidos o polipéptidos
presentes de manera natural o por protocolos sintéticos que se conocen bien. Tales fragmentos pueden probarse para
una o mas de las actividades biologicas de esta invencion de acuerdo con los métodos descritos en la presente
descripcion, que son métodos de rutina para probar las actividades de polipéptidos, y/o de acuerdo con cualquier método
conocido en la técnica y de rutina para identificar tales actividades. Tal produccion y prueba para identificar los fragmentos
de los polipéptidos descritos en la presente descripcion estarian bien dentro del alcance de un experto en la técnica y
serian de rutina.

Los fragmentos de los polipéptidos de esta invencion son preferentemente al menos aproximadamente de diez
aminoacidos de longitud y conservan las actividades inmunolégicas de la proteina IL-10 de CMV. Ejemplos de fragmentos
incluyen, pero no se pretende limitarse a, los fragmentos siguientes identificados por el numero de aminoacidos como se
muestra para las secuencias de aminoacidos respectivas de SEQ ID NOs: 1, 2 y 3: aminoacidos 1-10, 10-20, 20-30, 30-
40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 110-120, 120-130, 130-140, 140-150, 150-160, 160-170, 165-176, 1-25, 1-
50, 1-67, 1-75, 1-100, 1-125, 1-135, 1-145, 1-150, 1-160, 1-170, 1-180, etc.

Se entiende que esta lista es solo ilustrativa y que un fragmento puede ser cualquier secuencia de aminoacidos que
contiene cualquier combinacién de aminoacidos contiguos que se enumeran en el Listado de Secuencias como
aminoacidos 1 a 176 (SEQ ID NO:3) o aminoacidos 1 a 189 (SEQ ID NO:1 o 2) incluso si esa combinacion no se menciona
especificamente como un ejemplo en la presente descripcion. También se entiende que estos fragmentos pueden
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combinarse en cualquier orden o cantidad. Por ejemplo, el fragmento 1-10 puede combinarse con el fragmento 10-20 para
producir un fragmento de aminoacidos 1-20. Como otro ejemplo, el fragmento 1-20 puede combinarse con el fragmento
50-60 para producir un fragmento Unico de esta invencion que tiene 31 aminoacidos (AA 1-20 y AA 50-60). También los
fragmentos pueden presentarse en nimeros multiples y en cualquier combinacion en un fragmento de esta invencién. Por
lo tanto, por ejemplo, el fragmento 1-150 puede combinarse con un segundo fragmento 1-150 y/o combinarse con el
fragmento 135-170 para producir un fragmento de esta invencion.

Los términos "homologia," "identidad" y "complementariedad" como se usa en la presente descripcion se refieren a un
grado de similitud entre dos 0 mas secuencias. Puede haber homologia parcial u homologia completa (es decir, identidad).
Una secuencia complementaria parcialmente que inhibe al menos parcialmente una secuencia idéntica a partir de la
hibridacién con un acido nucleico objetivo se refiere como "sustancialmente homoéloga." La inhibicion de la hibridacion de
la secuencia complementaria completamente con la secuencia objetivo puede examinarse mediante el uso de un ensayo
de hibridacion (Transferencia Southern o Northern, hibridacion en solucién y similares) en condiciones de baja rigurosidad.
Una secuencia sustancialmente homologa o una sonda de hibridacién competira por e inhibira la unién de una secuencia
homologa completamente al secuencia objetivo bajo condiciones de baja rigurosidad, segun se conoce este término en
la técnica. Esto no quiere decir que las condiciones de baja rigurosidad son tales que se permite la union no especifica;
las condiciones de baja rigurosidad requieren que la union de dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es
decir, selectiva). La ausencia de unién no especifica puede probarse por el uso de una segunda secuencia objetivo que
carece incluso de un grado parcial de complementariedad (por ejemplo, menos de aproximadamente 30 % de identidad).
En ausencia de unién no especifica, la sonda no hibridizara con la segunda secuencia objetivo no complementaria.

El término "hibridacion" como se usa en la presente descripcion se refiere a cualquier proceso por el cual una primera
hebra de acido nucleico se une con una segunda hebra de acido nucleico mediante el apareamiento de bases. Los acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos de esta invencion pueden detectarse por hibridacion y/o amplificacion de ADN-
ADN, ADN-ARN, o ARN-ARN mediante el uso de sondas, cebadores y/o fragmentos de polinucleétidos que codifican los
polipéptidos de esta invencion y/o disefiados para detectar y/o amplificar los acidos nucleicos de esta invencion.

El término "complejo de hibridacion" como se usa en la presente descripcion se refiere a un complejo formado entre dos
secuencias de acido nucleico por la formacion de enlaces de hidrégeno entre bases complementarias G y C y entre bases
complementarias A y T; estos enlaces de hidrogeno pueden estabilizarse ademas por interacciones de apilamiento de
bases. Las dos secuencias complementarias de acidos nucleicos forman los enlaces de hidrogeno en una configuracion
antiparalela. Un complejo de hibridacion puede formarse en solucion (por ejemplo, analisis de Cot o Rot) o formarse entre
una secuencia de acido nucleico presente en solucion y otra secuencia de acido nucleico inmovilizada sobre un soporte
solido (por ejemplo, papel, membranas, filtros, chips, pasadores o laminas de vidrio, o cualquier otro sustrato apropiado
al cual se han fijado las células y/o acidos nucleicos).

El término "secuencia de nucleétidos" se refiere a un heteropolimero de nucleétidos o a la secuencia de estos nucleétidos.
Los términos "acido nucleico," "molécula de acido nucleico," secuencia de nucledtidos," "oligonucledtido™ y "polinucleotido”
se usa también indistintamente en la presente descripcion para referirse a un heteropolimero de nucleotidos.
Generalmente, los segmentos de acido nucleico proporcionados por esta invencion pueden ensamblarse a partir de
fragmentos del genoma y enlazadores cortos de oligonucleétido, o a partir de una serie de oligonucleétidos, o de
nucledtidos individuales, para proporcionar un acido nucleico sintético que es capaz de expresarse en una unidad
transcripcional recombinante que comprende elementos regulatorios derivados de un operén microbiano o viral, o un gen
eucariotico. Los acidos nucleicos de esta invencion pueden comprender una secuencia de nucleétidos que puede ser
idéntica en secuencia a la secuencia que esta presente de manera natural o, debido a la bien caracterizada degeneracion
del cédigo genético, pueden incluir codones alternativos que codifican los mismos aminoacidos que el que se encuentra
la secuencia natural. Ademas, los acidos nucleicos de esta invencién pueden comprender secuencias de nucleétidos que
pueden incluir codones que representan sustituciones conservativas de aminoacidos como se conocen bien en la técnica,
de manera que la actividad bioldgica del polipéptido y/o fragmento resultante se conserva.

El término "sonda" o "cebador" incluye acidos nucleicos presentes de manera natural y/o recombinante y/o quimicamente
sintetizado monocatenarios y/o bicatenarios. Ellos pueden marcarse para la deteccion mediante traduccion de Nick,
reaccion de relleno de Klenow, PCR y/u otros métodos bien conocidos en la técnica. Las sondas y los cebadores de la
presente invencion, su preparacion y/o marcado se describen en Sambrook y otros 1989. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY andAusubel y otros 1989. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Nueva York N.Y, los cuales se incorporan en la presente descripcion mediante referencia en su totalidad para
estas ensefianzas.

El término "riguroso" como se usa en la presente descripcion se refiere a las condiciones de hibridacion que se entienden
comunmente en la técnica para definir las condiciones del procedimiento de hibridacion. Las condiciones de rigurosidad
pueden ser bajas, altas o medias, segun se conocen cominmente esos términos en la técnica y se reconocen bien por
un experto. En varias modalidades, las condiciones rigurosas pueden incluir, por ejemplo, condiciones altamente rigurosas
(es decir, alta rigurosidad) (por ejemplo, hibridacion en 0,5 M de NaHPOQ4, 7 % de dodecil sulfato de sodio (SDS), 1 mM
de EDTA a 65 °C, y lavado en 0,1xSSC/0,1 % de SDS a 68 °C), y/o condiciones moderadamente rigurosas (es decir,
rigurosidad media) (por ejemplo, lavado en 0,2xSSC/0,1 % de SDS a 42 °C).
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"Amplificacion" como se usa en la presente descripcion incluye la produccion de multiples copias de una molécula de
acido nucleico y se realiza generalmente mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y/o cualquier
otra tecnologia de amplificacion como se conocen bien en la técnica (Dieffenbach y Dveksler. 1995. PCR Primer, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.).

El término "muestra” como se usa en la presente descripcion se usa en su sentido mas amplio. Una muestra bioldgica
sospechosa de contener un polipéptido, fragmento, anticuerpo y/o acido nucleico de esta invencién puede ser cualquier
fluido bioldgico, un extracto de una célula, una matriz extracelular aislada de una célula, una célula (en solucién o unida
a un soporte solido), un tejido, una impresion de tejido, y similares. Una muestra de esta invencion puede incluir también
una sustancia que no se obtiene del cuerpo de un sujeto de esta invencion. Ejemplos de una muestra incluyen, pero no
se limitan a, una muestra acuosa o fluida, una muestra de alimento o productos alimenticios, una planta o muestra de
material vegetal, una muestra de suelo o roca, un animal o muestra de material animal, una muestra de cama de animal,
una muestra de jaula de animal, muestra de aire, una muestra de tierra o suciedad, una ropa, papel u otro material usado
para cepillar, secar, sacudir o limpiar una superficie, una muestra de efluente, etc.

La presente invencion se describe mas particularmente en los siguientes ejemplos, que se pretenden sélo como
ilustrativos debido a que numerosas modificaciones y variaciones de estos seran evidentes para aquellos expertos en la
técnica.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Disefio de Mutantes de IL-10 de Citomegalovirus de Rhesus para usar en Estrategias de Vacunas
Resumen

El citomegalovirus de Rhesus (RhCMV) produce un homélogo de interleucina-10 (IL-10) celular (rhcmvIL-10) que bloquea
las respuestas inmunitarias del huésped y contribuye al establecimiento de una infeccion persistente de RhCMV. La
neutralizacion de la actividad de rhemvIL-10 durante la infeccién puede potenciar la eliminacién del virus. Basado en su
baja identidad de secuencia con RhIL-10 celular (~26 %), rhcmvIL-10 puede ser util como un antigeno en vacunas para
RhCMV. Sin embargo, la inmunizacién con rhcmvIL-10 puede ser perjudicial para el huésped debido a sus actividades
biolégicas inmunosupresoras. Para superar este problema, la presente invencion proporciona mutantes de rhcmvIL-10
modificados genéticamente que no pueden unirse al receptor IL-10R1 (IL-10R1) de la superficie de la célula y no inducen
las actividades bioldgicas de IL-10. La inmunizacion de macacos rhesus con los mutantes inactivos de rhcmvIL-10 induce
una respuesta inmunitaria contra la molécula rhcmvIL-10 nativa.

Células

Las células TF-1, transfectadas con el gen humano de IL-10R1 (TF-1/clL-10R1, (Liu y otros, 1997)), se mantuvieron en
medio RPMI-1640 (Mediatech) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Biowhitaker), 2mM de L-glutamina,
100 U/ml de penicilina, 100uM de estreptomicina, 50uM de BME, 2 ug/ml de puromicina (Sigma), y 2 ng/ml de GM-CSF
humano recombinante (sistemas R&D). Los PMBC de rhesus se mantuvieron en medio RPMI.

Clonacion, expresion, y purificacion de mutantes rhCMVIL-10 y rhCMVIL-10

Se amplificé el marco abierto de lectura de rhemvIL-10 (Figura 2) (Lockridge y otros, 2000) mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y se insertd en el vector pMTA-V5-His6 (Invitrogen) para la expresion en células S2 deDrosophila
como se describid previamente (Josephson y otros, 2001b). La rhcmvIL-10 se purificé por cromatografia de afinidad
mediante el uso de perlas de IL-10R1 humano (Jones y otros, 2002). Para purificar los mutantes de rhcmvIL-10 que no
pueden unirse a IL-10R1, se construyeron plasmidos de rhcmvIL-10 que codifican etiquetas de 6 histidinas en el N-terminal
o C-terminal. Especificamente, los mutantes de rhcmvIL-10 etiquetados con histidina en el N-terminal se expresaron
mediante el uso de una secuencia sefial heteréloga de la cadena humana de IFNyR2, seguido por una etiqueta de 6
histidinas en el N-terminal, seguido por un sitio de proteasa factor Xa (pAHF-rhcmvIL-10). Los mutantes de rhcmvIL-10
etiqguetados con histidina en el C-terminal se expresaron mediante el uso de la secuencia sefial de IFNyR2 y también
contienen un sitio proteasa factor Xa en el C-terminal seguido por una etiqueta de 6 histidinas (PMTA-rhcmvIL-10FXH).
Las secuencias de estos constructos finales de proteina se muestran en la presente descripcién en las Alienaciones de
Secuencias.

Las mutaciones se realizaron mediante el uso del kit de mutagénesis sitio dirigida QuikChange (Stratagene) y se
confirmaron por secuenciacion de ADN. La purificacion a gran escala de los mutantes de rhcmvIL-10 se realizé mediante
el uso de un protocolo de purificaciéon por afinidad con niquel de 2 etapas. Los mutantes de 1 litro de medio de expresion
se dializaron en tampén de unién (20mM de Tris pH 8,0, 500mM de NaCl, y 5mM de imidazol) y se unieron a 5 mL de
resina de union a Ni-NTA (Novagen). Las fracciones se eluyeron de la columna mediante el uso de tampon de union +
200mM imidizol (~30 mL) se volvieron a dializar en tampdn de unién y se purificaron de nuevo en una columna 0,5 mL de
resina de Ni-NTA.

Cromatografia de exclusion por tamafio
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La cromatografia de exclusion por tamafio se realizé6 mediante la inyeccion de muestras de proteina en una columna de
filtracion en gel Superdex 200 de 24 mL (GE Health Care).

Ensayo pull down

El medio de Drosophila (500 pL) que contiene proteinas rhcmvIL-10 expresadas transientemente se incubd con 15 pL de
IL-10R1 humano acoplado a perlas de agarosa (Affi-gel 10, BioRad) durante 1 hora a 4 °C. Las perlas se recuperaron del
medio mediante centrifugacion a 400 x g y se lavaron 3 veces en 500 yL de tampén de lavado que consiste en 20mM de
Tris-HCL, pH 8,0, 150mM de NaCl, 1 % de Tween-20. La proteina unida 15 pL de las perlas lavadas se afiadio al tampon
de muestra, se hirvié 5 minutos, y se carg6 en un gel de SDS-PAGE al 12 %. La proteina se detecté mediante el uso de
la tincion con azul Coomassie.

Transferencia Western

El medio de expresiéon de rhemvIL-10 (10 pL) se corrié en un gel de SDS-PAGE al 12 %. Las proteinas rhcmvIL-10 se
detectaron por transferencia western mediante el uso de un anticuerpo (Ab) primario de ratén anti-tetraHis (Qiagen),
dilucion 1:2000 en solucién salina tamponada con Tris con Tween-20 (TBST) y 3 % de albumina de suero bovino (BSA),
seguido por un Ab secundario de ratén anti-caballo conjugado a la peroxidasa de rabano (HRP), dilucién 1:5000, en TBST
y 1 % de leche (Amersham) para la deteccion por ECL.

Ensayo de proliferacion celular TF-1/HulL-10R1

La rhcmvIL-10 silvestre o mutantes de rhcmvlIL-10 se distribuyeron en microplacas de 96 pocillos (Becton Dickinson) en
pocillos duplicados y se diluyeron tres veces en serie a través de las placas. Se afiadieron 5000 células de TF-1/HulL-
10R1 a cada pocillo y se incubaron durante 2 dias a 37 °C con 5 % de CO.. Las células viables se evaluaron mediante el
uso de Azul Alamar (Biosource International/Invitrogen). La intensidad de la fluorescencia se midié a temperatura ambiente
mediante el uso de un lector de placas POLARstar (BMG Lab Technologies) a longitudes de onda de excitacion de 544
nm y emision de 590 nm.

Ensayo de ELISA IL-12

Las microplacas de 96 pocillos (Immulon 4 HBX, Dynex Technologies, Inc.) se cubrieron con el par de anticuerpos I1L-12
p40+p70 y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Las placas se lavaron después 6 veces con PBS-T y se incubaron
con PBS/1 % de tampdn de bloqueo BSA durante 1 hora a 37 °C. El tampdn se elimind, se afadieron 100 uL/pocillo de
sobrenadante de PBMC, y la mezcla de células se incub6 a 4 °C toda la noche. Las placas se lavaron después 6 veces
con tampodn de lavado PBS-T, se afiadié 100 uL/pocillo de anticuerpo detector de ELISA pAb anti-mono, y las células se
incubaron 1 hora a 37 °C. Después del lavado, se afiadié 100 yL/pocillo de conjugado de polimero estreptavidina-HR
(SPP) (U-Cytech) y las placas se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Después del lavado, se afiadié sustrato TMB (100
pL/pocillo) por pocillo, y las placas se incubaron a 25 °C durante 7-10 min. El desarrollo del color se detuvo por la adicion
de 0,5 M de acido sulfurico (50 pl/pocillo). Después de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, las placas
se leyeron a una longitud de onda de 450nm en un lector de microplacas Modelo 680 (BioRad). Las concentraciones de
IL-12 se cuantificaron mediante el uso de un estandar recombinante de IL-12 diluido 2 veces en serie que se incluy6 en
cada placa.

Estrategia de inmunizacion

Siete macacos rhesus seropositivos a RhCMV se inmunizaron con rhcmvIL-10. La inmunizacién consistié de tres
inyecciones intramusculares (IM; 150 ug) e intradérmicas (ID; 50 ug) de ADN plasmidico que codifica rhcmvIL-10 M1 (3
animales) o rhcmvIL-10 M2 (3 animales) seguidas por dos refuerzos de proteina homdloga (50 pg IM adyuvada en
Montanide ISA 720), de manera que los animales se inmunizaron (ADN y proteina) con sélo M1 o M2. Las segundas y
terceras inyecciones de ADN se separaron de la inmunizacion anterior por 28 y 21 dias, respectivamente. El primer
refuerzo de proteina se inicié 2 meses después de la tercera inyeccion de ADN y la segunda se realizé 1 mes después
de la primera. El plasma se colecté semanalmente entre las inyecciones de ADN y proteina. Un séptimo animal sélo se
inmunizé con el ADN plasmidico.

Analisis del plasma de rhesus para anticuerpos neutralizantes anti-rhcmvIL-10

El plasma, colectado entre inmunizaciones, se diluy6 1:4000 en RPMI y se incubd con 0,5 ng de rhcmvIL-10 durante 3
horas a 37 °C. El plasma se mezcl6 con 4x10% PBMC de rhesus en un volumen total de 200 uL durante 30 minutos seguido
por la adicion de 1 ug de LPS y la incubacién durante 24 horas. Los niveles de IL-12 se monitorearon mediante ELISA
como se describe en la presente descripcion. La produccion de IL-12 se reporta como el % de aumento en comparacion
con la producciéon de IL-12 en PBMC estimuladas incubadas con plasma versus PBMC estimuladas incubadas con
rhcmvIL-10 y plasma.

Espectrometria de masas
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La espectrometria de masas de cromatografia liquida (LCMS) de rhcmvlL-10FXH se realizé6 mediante el uso de un LC/MS
ABlsciexAPI 4000.

Expresion, purificacion, y caracterizacion de rhemvIL-10

La rhcmvlL-10 se expreso en células S2 Schneider deDrosophila y se purificd por cromatografia de afinidad mediante el
uso de perlas de agarosa acopladas con la cadena humana de IL-10R1 como se describié anteriormente (Jones y otros,
2002). La rhcmvlL-10 purificada por afinidad corri6 como dos bandas en los geles de SDS-PAGE. La banda principal
exhibié un peso molecular (MW) de ~19 000, mientras que también se observé una segunda banda mucho menos intensa
de ~ 18 000 (Figura 1). La presencia de dos bandas sugirié que la rhcmvIL-10, expresada en células de insecto, esta
predominantemente glicosilada en su sitio Unico de N-glicosilacion, Asn-87 (Figura 2). Esto se confirmé subsecuentemente
por espectrometria de masas de rhcmvIL-10FHX en presencia y ausencia de PNGasa F, que elimina enzimaticamente
los glicanos N-unidos (Tabla 3). La rhcmvIL-10 purificada por afinidad se inyect6 en una columna de filtracion en gel (GF)
(Figura 1). En el experimento de GF, rhcmvIL-10 eluyé de la columna en esencialmente la misma posicion que la IL-10
humana celular (HulL-10), que es un dimero (Walter y Nagabhushan, 1995; Windsor y otros, 1993; Zdanov y otros, 1995).
Los resultados combinados de los datos de la SDS-PAGE y GF confirman que rhcmvIL-10WT es un homodimero no
covalente, como se determiné anteriormente para HulL-10.

Disefio de mutantes puntuales de rhcmvlL-10 defectuosos en la union a IL-10R1

La secuencia y el analisis estructural de rhcmvlL-10 se usaron para ayudar en el disefio de los mutantes puntuales de
rhcmvIL-10 que no pueden unirse a la cadena de IL-10R1 (Figura 2). Las secuencias maduras de HulL-10 y RhIL-10
comparten el 94 % de identidad de secuencia, mientras que las IL-10 virales (rhcmvIL-10 y cmvIL-10) exhiben entre el 26-
29 % de identidad entre si y con las IL-10 celulares. A pesar de la divergencia de las secuencias de aminoacidos, se
conservan varios residuos que forman contactos extensos con IL-10R1 en las interfaces de union HulL-10/IL-10R1 y
cmvIL-10/HulL-10R1 (Jones y otros, 2002; Josephson y otros, 2001a) en rhcmvIL-10 (Figura 2).

Mediante el uso de la informacion estructural descrita en la presente descripcion (Figura 2), se identificaron 3 residuos de
rhcmvIL-10 (GIn-38, Glu-142, y Asp-144, basado en la numeracion de IL-10 de humano) que se esperaba que alteraran
al maximo las interacciones de rhcmvIL-10/RhIL-10R1 y previnieran o disminuyeran la actividad biolégica de rhcmvIL-10.
Estos residuos se eligieron basado en los criterios siguientes. 1) Los residuos se conservaron entra las secuencias de
aminoacidos de IL-10 de humano y viral, 2) los aminoacidos hicieron contactos extensos con IL-10R1 en el complejo HulL-
10/HulL-10R1, y 3) los residuos se ubicaron en el centro de la interfaz HulL-10/HulL-10R1. Este criterio final (#3) se
requirié debido a que las mutaciones de rhcmvIL-10 esperadas que alteraran la unién de IL-10R1, pero ubicadas en el
borde de la interfaz de IL-10/IL-10R1, pudieran cambiar las conformaciones de la cadena lateral para mantener la union
eficiente a IL-10R1. Para probar esta hipotesis, se construyo el mutante Lys-34Glu, que tiene interacciones de puentes
de sal con los residuos Asp-100 y Glu-101 de IL-10R1 en el borde de la interfaz IL-10/IL-10R1 (Figura 2B).

Caracterizacion de la union del mutante de rhemvIL-10 a IL-10R1

Basado en el analisis anterior, cinco mutantes puntuales de rhcmvIL-10 (GIn-38Arg, GIn-38Tyr, Arg-34Glu, Glu-142Tyr,
Asp-144His) se expresaron en células de insecto, y los sobrenadantes se probaron para determinar la union a la cadena
de HulL-10R1 (Figura 3). Para ayudar en la purificacion, y proporcionar un epitopo comun para detectar los mutantes de
RhCMVIL-10, una etiqueta de 6 residuos de histidina (H6) y un sitio proteasa factor Xa (Fxa) se afiadieron a los N-
terminales de estos mutantes de rhcmvlL-10 (H6FXa-rhcmvIL-10). El andlisis de la transferencia Western revel6 que los
mutantes H6FXa GIn-38Tyr y Glu-142Tyr de rhcmvIL-10 no se expresaron suficientemente (Figura 3). Los otros 3
mutantes de rhcmvIL-10 (Arg-34Glu, GIn-38Arg, y Asp-144His) se expresaron a niveles comparables, pero fueron
incapaces de unirse a las perlas acopladas a HulL-10R1 (Figura 3).

Analisis de mutantes de rhcmvlL-10 en ensayos de proliferacion de células TF-1

Para caracterizar los mutantes puntuales de rhcmviIL-10 (GIn-38Arg, Arg-34Glu, y Asp-144His) en un ensayo mas
sensible, se probé la capacidad de cada mutante para proliferar células TF-1, transfectadas con la cadena humana de IL-
10R1 (TF-1 /HulL-10R1) (Liu y otros, 1997). La concentracion de rhcmvlIL-10, y los mutantes puntuales de rhcmvIL-10, en
sobrenadantes de células de Drosophila se estimd por SDS-PAGE. Se afadieron diluciones seriadas de cada proteina
rhemvIL-10 y HulL-10 a células TF-1/HulL-10R1 y se midid la proliferacion después de 2 dias. Como se muestra en la
Figura 4, rhcmvIL-10 y HulL-10 exhiben una actividad biolégica esencialmente equivalente en el ensayo. Ademas,
rhemvIL-10 Arg-34Glu, presumiblemente debido su ubicacion en el borde de la interfaz IL-10/IL-1 OR1 (Figura 2), también
exhibe esencialmente actividad biologica silvestre. En contraste, rhcmvIL-10 GIn-38Arg y rhcmvIL-10 Asp-144His
exhibieron reducciones de~100 y ~300 veces en actividad en comparacion con rhemvIL-10 y HulL-10 (Figura 4).

Se probaron dos mutantes dobles de rhcmvIL-10 en el ensayo de células TF-1/HulL-10R1 (Figura 4B). El mutante 1
rhcmvIL-10 (M1) que contiene las mutaciones puntuales GIn-38Arg y Asp-144His y el mutante 2 rhcmvIL-10 (M2) que
contiene las mutaciones Glu-142GIn y Asp-144His. Debido a la poca solubilidad de las proteinas H6FxarhcmvIL-10
durante los estudios de purificacion inicial, una etiqueta C-terminal de Fxa y H6 (rhcmvIL-10-FXaH®6) se afiadio a rhcmvlIL-
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10 M1y M2. Se afiadieron a las células TF-1/HulL-10R1 diluciones seriadas de M1 y M2, basadas en las concentraciones
de proteina estimadas a partir de los geles SDS-PAGE, que revelaron que rhcmvIL-10M1 y M2 no exhibieron actividad
bioldgica a concentraciones tan altas como ~1 ug/mL (Figura 4B).

Analisis de la capacidad de los mutantes de rhcmvIL-10 para suprimir IL-12

Basado en los resultados de los ensayos en TF-1/HulL-10R1, se purificaron por cromatografia de afinidad de niquel los
mutantes dobles de rhcmvIL-10, M1y M2. Las proteinas purificadas M1 y M2 se evaluaron para determinar su capacidad
de inhibir la produccion de IL-12 en Rh PMBC estimuladas con lipopolisacarido (LPS) (Figura 5). Cinco concentraciones
de rhcmvIL-10 M1 y M2, desde 0,1 ng/mL a 1 ug/mL, se probaron en el ensayo. La comparacion de los niveles de IL-12
en cultivos de PBMC tratados con LPS, LPS + M1, o LPS +M2 revel6 que los mutantes dobles de rhcmvIL-10 son del
~88-100 % inactivos en el ensayo (Figura 5).

Inmunizacién de macacos rhesus con rhcmvIL-10M1 y rhcmvIL-10M2

Basado en los resultados de los ensayos basados en células, rhcmvIL-10 M1 y M2 se usaron para inmunizar siete
macacos Rhesus seropositivos a RhCMV mediante el uso del programa descrito en la Tabla 4. La produccion de Ab
neutralizantes (NAb) de rhcmviL-10, durante el procedimiento de inmunizacion, se monitore6 al probar la capacidad del
plasma de animales inmunizados para bloquear la inhibicion de IL-12 mediada por rhcmviL-10 en PBMC estimulados con
LPS (Figura 6). Mediante el uso de este ensayo, la presencia de NAb se evalud 1 dia antes a la inmunizacion inicial con
ADN, después de la tercera vacunacion (Vx) con ADN, y seis veces después de los refuerzos con proteina (Figura 6). Se
generaron niveles aumentados de NAb en 5 de 6 animales que recibieron refuerzos de proteina. Dos de los siete animales
ya tenian titulos de NAb (animales 35646 y 35735) que se incrementaron, al menos transientemente, por las vacunaciones
con proteina. No se observé aumento en NAb para un animal que recibi6 la estrategia de inmunizacion (animal 35735) y
un animal control que recibié sélo vacunacion con ADN (animal 35779). Ambos animales que no respondieron, 35735 y
35779, se vacunaron con la proteina M2. A pesar de esta observacion, M1 y M2 inducen NAb en otros animales. Por lo
tanto, mientras que M2 puede considerarse un inmunégeno mas débil, los datos indican que la estrategia de vacunacion
y el estado inmunolégico de un animal son los principales contribuyentes a alcanzar respuestas robustas de NAb a
rhcmvIL-10.
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Ejemplo 2. Inmunogenicidad de Interleucina-10 Viral en Macacos Rhesus Infectados con Citomegalovirus de Rhesus
Resumen

El citomegalovirus humano (HCMV) codifica una proteina viral de interleucina-10 (cmvIL-10) con actividad inmunitaria
moduladora comparable a aquella de la interleucina-10 celular. Se conoce poco sobre las respuestas inmunitarias del
huésped infectado con cmvIL-10y si tales respuestas inmunitarias ofrecen un paradigma para la vacunacién contra cmvIL-
10 y otras proteinas virales moduladoras inmunitarias. En este estudio de macacos rhesus infectados con citomegalovirus
rhesus (RhCMV), se usé un formato basado en ELISA para determinar el titulo y la avidez de los anticuerpos a la proteina
rhiL-10 de CMV (rhcmviL-10), y los titulos de anticuerpos neutralizantes se cuantificaron por inhibiciéon de la actividad
funcional de rhcmvIL-10 en un bioensayo de células linfoides activadas. Los resultados demuestran que rhcmvIL-10 es
generalmente un inmunogeno fuerte durante la infeccion primaria, que estimula titulos altos en plasma de anticuerpos
neutralizantes con alta avidez que persisten durante la vida del huésped. Sin embargo, los resultados ademas sugieren
que el titulo de anticuerpos para rhcmvlL-10 en animales infectados a largo plazo puede ser insuficiente para neutralizar
funcién de rhcmvIL-10 en las superficies mucosas y en los tejidos subyacentes. Extrapolando estos resultados, la ausencia
de titulos neutralizantes protectores en los tejidos mucosos puede contribuir a la modulacion inmunitaria mediada por
cmvlIL-10 de HCMV, que facilita su capacidad para reinfectar huéspedes con previa inmunidad. La inmunizacién contra
cmvlIL-10 representa una estrategia potencial para mejorar la manipulacion del virus del ambiente microinmune de las
células infectadas durante la infeccién primaria y secundaria en una superficie de la mucosa.

El citomegalovirus humano, un miembro de la subfamilia Betaherpesviridae del Orden Herpesvirales (17), infecta al 50 -
100 % de los adultos en todo el mundo (4). La infeccién primaria en individuos inmunocompetentes es generalmente
subclinica, aunque se observan resultados clinicamente evidentes, tal como un sindrome parecido a la mononucleosis,
en una minoria de infecciones (2). En todos los casos, la infeccion primaria en un individuo inmunocompetente es seguida
por una persistencia viral de por vida en la que las células infectadas de manera latente peridédicamente se reactivan para
producir viriones infecciosos en ausencia de signos clinicos de enfermedad (8). Mientras que ambas etapas de infeccion
por HCMV la primaria y la persistente son en su mayoria asintomaticas en individuos inmunocompetentes, la replicacion
no restringida de HCMV es una causa de morbilidad y mortalidad en individuos inmunocomprometidos, tales como
pacientes infectados con VIH, receptor de trasplantes de érganos solidos o médula 6sea inmunodeprimidos, y fetos/recién
nacidos infectados transplacentalmente. EIl HCMV se ha reconocido durante mucho tiempo como una amenaza infecciosa
significante para el desarrollo fetal, que algunas veces se manifiesta como deficiencias neurolégicas de por vida y pérdida
de la audicion neurosensorial en fetos/neonatos infectados congénitamente (21, 52). Los esfuerzos para desarrollar una
vacuna que confiera eficacia protectora contra la transmisién congénita de HCMV ha estado en curso durante mas de tres
décadas (19, 21, 39, 49, 55). Se ha hecho avances recientes mediante el uso de glicoproteina B (gB) recombinante
formulada en el adyuvante MF59, que logré el 50 % de eficacia protectora contra la seroconversion en mujeres
embarazadas seronegativas (37). La ausencia de proteccion completa con gB recombinante solo implica que la inclusion
de antigenos virales adicionales podria aumentar el nivel de la eficacia protectora. Una clase de antigenos que no se ha
examinado consiste en aquellas proteinas virales que modulan las respuestas inmunitarias del huésped.

In vitro y los datos comparativos de secuencia sugieren que la persistencia de HCMV se facilita por la expresion de
multiples proteinas moduladoras inmunitarias, codificadas viralmente, que dificultan el desarrollo de respuestas
inmunitarias suficientes para eliminar los reservorios virales de largo plazo. La subversion del sistema inmunitario para
permitir tanto la eliminacion desde el sitio primario de infeccién como el mantenimiento de una infeccién persistente se
atribuye generalmente a la capacidad de virus para alterar la sefializacion celular, activacion, trafico, y apoptosis (33, 35,
43). Una porcion sustancial del genoma de HCMV es para las proteinas virales inmunomoduladoras. Aproximadamente
el 70 % del genoma total de HCMV puede eliminarse sin alterar la replicacion viral en fibroblastos, lo que deja la mayoria
del genoma dedicado a codificar las proteinas que modifican el microambiente de la célula infectada o que se requieren
para tropismos a células especificas (18, 56). La investigacion sobre moduladores inmunitarios virales se ha centrado
primariamente en su interaccion con y alteracion del sistema inmunitario, lo que deja la inmunogenicidad de estas
proteinas esencialmente sin explorar. La considerable dedicacién de la capacidad codificante viral a proteinas
inmunomoduladoras implica que desempefian funciones vitales en la replicacion y eliminacion de HCMV in vivo.

En consecuencia, las respuestas inmunitarias mediadas por vacunas dirigidas hacia esta clase de proteinas virales
pudieran afectar significativamente los parametros de crecimiento de HCMV seguido de las exposiciones virales. La
proteina viral de interleucina-10 codificada por el marco abierto de lectura HCMV UL111a (cmvIL-10) se secreta de las
células infectadas y altera la funcionalidad de multiples células efectoras inmunitarias (12-14, 23, 24, 26, 28, 31, 43, 47,
48). Como una primera etapa hacia evaluar si la vacunacion contra cmviL-10 pudiera conferir una medida de la eficacia
protectora inmunitaria, se analizaron respuestas humorales contra esta proteina viral en macacos rhesus para investigar
la ontogenia y la relevancia biologica de las respuestas de anticuerpos contra rhcmvIL-10 después de la inoculacion
experimental o infeccién natural con RhCMV.

Expresion y purificacion de rhemvlIL-10

Las enzimas de restriccion se adquirieron de New England Biolabs. El sitio de Sacll endégeno en la secuencia que codifica
RhCMV IL-10 (NUm. de Acceso a la Base de Datos Genbank® 59907) se elimind por introduccion de una mutacion silente
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mediante el uso del kit de mutagénesis sitio dirigida QuikChange (Stratagene) con el cebador: 5'-
GCACGGCAAAAGCAGCGGCCGAGGCTG-3'y su complemento inverso. EI ADNc resultante se amplifico por PCR
mediante el uso de polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) con el cebador directo: 5'-
GCTCAGCCGCGGCCCATGACCATGAACACAAAGAAG-3' y el cebador inverso: 5'-
CGTATCACCGGTGCGGCCCTCGATGCTGAACTGCAGCAGCAGCAGGAACGTTTCC -3'. El cebador de 3' codifico
unos 13 residuos de aminoacidos adicionales (SIEGRTGHHHHHH-parada) el C-terminal de la proteina. El producto del
PCR se digirié con Sacll y Agel seguido por el ligamiento en el vector de expresion pMT/V5-hisA(Invitrogen) que contiene
un péptido sefial heterdlogo para generar pMTA/rhcmvIL-10FXH. rhcmvIL-10 se expresd en células de Drosophila
mediante transfeccion por fosfato de calcio de pMTA/rhemvIL-10FXH como se describe por el fabricante (Invitrogen).
rhcmvIL-10 secretada al medio se purificé mediante cromatografia de afinidad de niquel.

ELISA de rhcmvIL-10

Los anticuerpos contra rhcmvIL-10 se caracterizaron mediante ELISA por modificacion de un protocolo previamente
publicado (58). En resumen, microplacas de 96 pocillos (Immulon 4 HBX, Dynex Technologies Inc.) se cubrieron toda la
noche a 4 °C con rhcmvlL-10 purificado por afinidad a niquel (12,5 ng/pocillo) en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) (Sigma)/0,375 % de bicarbonato de sodio (GIBCO). Cada placa se lavé subsecuentemente 6 veces con PBS/0,05
% Tween 20 (Sigma) (PBS-T) y se bloque6 con 300 pl/pocillo de PBS/1 % de albumina de suero bovino (BSA) (Sigma)
durante 2 horas a 25 °C en una incubadora con temperatura controlada. Después del lavado de las placas 6 veces con
PBS-T, se afiadié 100ul de una dilucién 1:100 de plasma de mono rhesus (en PBS-T/1 % de BSA) a cada pocillo y se
incubd a 25 °C durante 2 horas. Las muestras de plasma fueron de macacos rhesus confirmados serolégicamente estar
infectados o no con RhCMV. Cada muestra se evalué por triplicado. Las placas se lavaron subsecuentemente 6 veces
con tampoén de lavado PBS-T y se cargaron con 100ul/pocillo de una dilucion 1:60 000 de IgG de cabra-anti-mono
conjugada a peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc - KPL) y se incubaron a 25 °C durante 1 hora. Las placas
se lavaron después 6 veces con tampoén de lavado PBS-T y se afiadié 100 pl/pocillo de sustrato de tetrametilbenzidina
liquido (TMB) (Sigma) y se incubaron durante 30 min a 25 °C. El desarrollo del color de TMB se detuvo por la adicion de
50 pl/pocillo de 0,5 M de acido sulfurico. Después de una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, desarrollo del
color se cuantifico espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm en un lector de microplacas Modelo 680
(BioRad). Las unidades relativas (UR) se cuantificaron mediante el uso de una curva estandar de diluciones seriadas de
10 veces del plasma de un macaco rhesus inmunizado con rhcmvIL-10. El umbral para que una muestra se considere
positiva para una respuesta de anticuerpos especificos para rhcmviL-10 (UR = 1) se establecié en 6 desviaciones estandar
por encima de la densidad 6ptica media del control seronegativo derivada de 30 muestras seronegativas.

Deteccion por transferencia Western de rhcmvIL-10

Las respuestas de anticuerpos contra la proteina rhcmvIL-10 se analizaron por electroforesis en gel SDS-PAGE vy
transferencia Western. La proteina rhemvIL-10 (2,5 pg) se sometid a electroforesis en un gel de acrilamida al 12 %
desnaturalizante (Bio-Rad) y se transfirié a polifluoruro de vinilo (PVDF) (50). La membrana se bloqueé toda la noche en
5 % de leche/ PBS/ 0,1 % Tween 20 con agitacién a temperatura ambiente. Tiras individuales de la membrana se
incubaron después durante 2 horas a temperatura ambiente con 1 ml de plasma de macaco rhesus diluido en 1:100 en 5
% de leche/PBS/0,1 % Tween 20. Las tiras se lavaron después tres veces (5 minutos por lavado) con PBS/0,1 % Tween
20 y se incubaron después con 2 ml de un IgG anti-mono conjugado a peroxidasa (KPL) (diluido 1:5000 en 5 % de
leche/PBS/0,1 % Tween 20) a temperatura ambiente durante 1 hora. La membrana se lavé de nuevo, y anticuerpo que
se uni6 se detectd mediante el uso del Kit de Deteccion ECL Plus Western Blot (GE Healthcare). La fluorescencia se
detecté mediante el uso del generador de imagenes de modo variable Typhoon 9410 (GE Healthcare), e intensidad de la
banda se cuantifico con el software Image Quant (GE Healthcare). Adicionalmente, la serorreactividad contra rhcmvIL-10
se detectd por transferencia Western mediante el uso de 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) (Vector Laboratories) como un
reactivo de deteccion colorimétrico. En este caso, la concentracion de proteina rhemvIL-10 se aumentd a 5ug, el tiempo
de incubacién primaria se aumenté a una incubaciéon de toda la noche, y el anticuerpo secundario (IgG anti-mono
conjugado a peroxidasa) se us6 a una concentracion de 1:200. Después del ultimo lavado (PBS/0,1 % Tween), la
membrana se incubo a temperatura ambiente con DAB hasta que las bandas se hicieron claramente visibles.

Ensayo de avidez de los anticuerpos contra rhcmvIL-10

La unién por avidez de anticuerpos contra rhcmvIL-10 se evalué de manera similar al protocolo de ELISA, excepto que
después de la incubacion primaria de 2 horas con el plasma diluido, los pocillos se incubaron en 6M de urea recién
preparada durante cinco minutos a temperatura ambiente, y se lavaron después extensamente con PBS-T. El anticuerpo
secundario de cabra anti-mono se afiadié después durante 1 hora, y las placas se lavaron y procesaron para el desarrollo
colorimétrico de acuerdo con el protocolo de ELISA. El indice de Avidez (Al) se calculé al dividir la densidad 6ptica media
de una muestra tratada con 6M de urea por la densidad 6ptica media de la muestra no tratada con 6M de urea.

Neutralizacion de la funcion de rhemvIL-10 in vitro
Las muestras de plasma de macacos RhCMV seropositivos y seronegativos se diluyeron (1:4000) en RPMI/10 % de suero

fetal bovino (600 L volumen final) en presencia o ausencia de rhcmvIL-10 recombinante (0,5 ng/mL) durante 3 horas a
37 °C. Esta dilucion del plasma fue necesaria debido a la presencia en el plasma de factores inhibidores endégenos en el
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plasma menos diluido que inhibieron la produccion de IL-12 por las PBMC activadas. Mezclas de 200 pL del plasma +/-
rhecmvIL-10 se incubaron después (cada una por duplicado) con 4 x 10°PBMC purificados por Ficoll/pocillo en una placa
de 96 pocillos con fondo en U (Falcon) durante 30 minutos en una incubadora humedecida a 37 °C (5 % de CO,). LPS
(de E. coliO127:B8; Sigma) se afiadio después a las células (5 ug/mL concentracion final), y las células se incubaron
después 24 horas a 37 °C (5 % de CO,). El sobrenadante se colecté el dia siguiente y se almacend a -80 °C hasta
ensayarse para la produccion de IL-12. La secrecién de IL-12 por los PBMC activados con LPS se midi6 por ELISA (U-
Cytech, Holanda), de acuerdo con el protocolo del fabricante con ligeras variaciones. En resumen, las microplacas de 96
pocillos (Immulon 4 HBX) se cubrieron con el par de anticuerpos IL-12 suministrados (p40 + p70) y se incubaron toda la
noche a 4 °C. Las placas se lavaron después 6 veces con PBS-T y se incubaron con tampén de bloqueo PBS/1 % BSA
durante 60 minutos a 37 °C. El tampdn se elimind, se afiadié 100 uL/pocillo de sobrenadante de PBMC, y la mezcla de
células se incubd a 4 °C toda la noche. Las placas se lavaron después 6 veces con tampoén de lavado PBS-T, se afiadio
100 yL/pocillo de anticuerpo anti-mono detector de ELISA, y las células se incubaron 1 hr a 37 °C. Después del lavado,
se afiadié 100 pL/pocillo de polimero de estreptavidina-HR (SPP) conjugado (U-Cytech) y se incubaron a 37 °C durante
1 hr. Después del lavado, se afiadio el sustrato TMB (100 uL/pocillo), y las placas se incubaron a 25 °C durante 11 min.
El desarrollo del color se detuvo por la adicion de 0,5 M de acido sulfurico (50 yL/pocillo). Luego de una incubacion de 5
minutos (25 °C), las placas se leyeron a unalongitud de onda de 450 nm en un lector de microplacas Modelo 680 (BioRad).
Las concentraciones de IL-12 se cuantificaron mediante el uso de un estandar de IL-12 recombinante diluido en serie 2
veces (U-Cytech) que se incluyé en cada placa. La neutralizacion se calculd como el inverso de la relacion de
(concentracion de I1L-12 + rhemvlIL-10 + plasma)/(concentracion de IL-12 + plasma solo) y se expres6é como el "por ciento
de restauracion de la induccion de 1L-12."

Estadistica

Todos los resultados de DO basados en ELISA se convirtieron en unidades relativas de IgG mediante el uso de una
ecuacion de modelo de regresion log-log. Se uso6 el programa de analisis estadistico Prism 4 para todos los analisis
estadisticos. Todas las muestras de corral para detectar la presencia de RhCMV y anticuerpos contra rhcmvIL-10 se
analizaron mediante el uso de la prueba t de Student («x=0,05). Todas las correlaciones significativas se determinaron
mediante el uso de analisis del coeficiente de correlacion de Pearson. S e usaron ANOVA de una via y prueba de
comparacion multiple de Tukey-Kramer (x=0,05) para todos los analisis por edades.

Serovigilancia de anticuerpos rhcmvIL-10 en Monos infectados con RhCMV

Un ELISA de rhcmvIL-10 se desarrollé para caracterizar la cinética y magnitud de los anticuerpos especificos contra
rhcmvIL-10 en macacos infectados con RhCMV. Se realizaron ensayos pilotos para optimizar la cantidad de antigeno de
recubrimiento y la concentracion de anticuerpo secundario necesario para proporcionar un intervalo lineal amplio de
reactividad y maximizar la distincion entre las muestras de plasma de animales infectados con RhCMV y no infectados.
Basado en estos ensayos, los pocillos se cubrieron con 12,5 ng/pocillo de rhcmvIL-10 recombinante, y una dilucién 1:60
000 de IgG de cabra anti-mono se usé como la concentracion de anticuerpo secundario. Las muestras de plasma de
macacos rhesus alojados al aire libre, que fueron confirmados como seropositivos o seronegativos a RhCMV por un ELISA
mediante el uso de extracto de células infectadas con RhCMV como antigeno (53 positivos a RhCMV y 35 negativos a
RhCMV) (58), se eligieron al azar y se tamizaron por ELISA para detectar la presencia de anticuerpos contra rhcmvIL-10.
Todos los macacos positivos a anticuerpos contra RhCMV fueron positivos para anticuerpos de unién a rhcmvIL-10,
mientras que todas las muestras negativas a anticuerpos contra RhCMV fueron también negativas para anticuerpos contra
rhemvIL-10 (p<0,0001) (Figura 7). Los titulos de anticuerpo de unién a rhcmvIL-10 en la poblacién positiva a anticuerpos
contra RhCMV variaron de 3 - 24 unidades relativas (UR, descritas en la presente descripcion) con una mediana de 11,9
UR.

Para verificar la especificidad del ELISA de rhcmvIL-10, muestras de plasma de 16 animales seropositivos a RnCMV y 4
seronegativos a RhCMV que se tamizaron por el ELISA de rhcmvIL-10 se eligieron al azar y se evaluaron por transferencia
Western mediante el uso de la misma rhcmvIL-10 recombinante como el antigeno. Todos los animales seropositivos a
RhCMV excepto dos (#8 y 9) tuvieron niveles detectables de reactividad fluorescente en la transferencia Western a una
proteina de~20 kDa, consistente con el tamafio predicho, mientras que no se detectd reactividad inmunitaria en los
macacos seronegativos a RhCMV (#17 - 20) (eje Y izquierdo, Figura 8A). El analisis cuantitativo de la reactividad de la
transferencia Western generalmente confirmé los titulos relativos del ELISA (eje Y derecho, Figura 8A), aunque se
observaron algunas pequefias discrepancias. No hubo reactividad detectable en la transferencia Western para los
animales #8 y 9, mientras que los titulos de ELISA para rhcmvIL-10 para ambos (8 y 11 UR, respectivamente) fueron
comparables a los animales agrupados por edad. Sin embargo, el aumento de la sensibilidad de la transferencia Western
mediante el uso de DAB como el reactivo de deteccion colorimétrico, permitio la deteccién de unas bandas reactivas a 20
kDa en todas las muestras positivas a RhCMV (Figura 8B), que incluyen los monos #8 y 9.

Cuando los titulos de anticuerpos contra rhcmvlL-10 se estratificaron por la edad del animal, (21, 5 - 10, y >13 afios,
correspondientes a infantes, adultos, y animales ancianos, respectivamente), se detectaron titulos especificos de rhcmvlIL-
10 significativamente mayores en los infantes, en comparacion con los grupos de adultos y ancianos (p<0,001, p<0,01
respectivamente) (Figura 9A). Los titulos de rhcmvIL-10 en los animales adultos y ancianos fueron indistinguibles. Los
estudios seroepidemioldgicos previos han demostrado que los macacos al aire libre, alojados en grupo, similares a los
incluidos en este estudio, existe un 50 % de seroconversion a la infeccion por RhCMV a los 6 meses de edad y la
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seroconversion completa a alrededor de 1 afio (50). Por lo tanto, lo mas probable es que los animales adultos y ancianos
se hayan infectado a largo plazo (>4 - >12 afios) con RhCMV. El aumento relativo de las respuestas de anticuerpos contra
vIL-10 en los juveniles no parece ser especifico a esta proteina viral particular. Se observé un patrén similar relacionado
con la edad de serorreactividad cuando se us6 en su lugar una preparacion de antigeno, que consiste en un lisado de
proteina total de células infectadas con RhCMV. Hubo una fuerte correlacién entre los titulos de anticuerpos contra
rhemvIL-10 y los titulos de anticuerpos contra RhCMV (Pearson, r = 0,6176, P<0,0001) (Figura 9B), lo que indica que la
magnitud de titulos de anticuerpos contra rhcmvIL-10 reflejé la magnitud de los titulos de anticuerpos contra los antigenos
totales de RhCMV.

Cinética de novo de anticuerpos contra rhcmvlL-10 después de la infeccion por RhnCMV

La deteccion de anticuerpos IgG antivirales en una infeccion experimental por RhNCMV generalmente ocurre de dos a tres
semanas después de la inoculacion (1, 30, 57). Para determinar la cinética temporal del desarrollo de anticuerpos
especificos contra rhcmvIL-10 en relacién con los anticuerpos de union a RhCMV, 6 animales, experimentalmente
inoculados con 5 x 10* unidades formadores de placas de la variante 68-1 de Rh\CMV por una combinacion de inyeccion
intravenosa y subcutanea, se analizaron prospectivamente por ELISA para determinar el desarrollo de anticuerpos 1gG
de unién a RhCMV y de unién a rhemvlIL-10. Cuatro animales exhibieron anticuerpos detectables contra rhemvIL-10 (>2
UR) 2 - 3 semanas después de la inoculacion mientras que los restantes dos animales se volvieron serorreactivos a
rhcmvIL-10 a 6 - 7 semanas después de la inoculacion. La deteccién del anticuerpo contra rhcmvIL-10 coincidio
aproximadamente con el desarrollo de la respuesta de anticuerpos contra RhCMV total. Subsecuente a la respuesta
positiva inicial, los niveles de anticuerpo contra rhcmvIL-10 aumentaron a 14 - 16 UR en 4 de los 6 animales y aumentaron
solo a ~4 - 5 UR en los restantes dos animales al cesar el estudio a las 10 semanas (Figura 10).

Avidez de los anticuerpos contra rhcmvIL-10

La fuerza de union de los anticuerpos se evalué para 50 macacos positivos a RhCMV mediante el uso de un ensayo de
avidez ELISA con un lavado con 6M de urea. Todos los animales tuvieron un indice de avidez relativamente alto, que
vario de 0,63 a 0,96 con un promedio de 0,83 (desviacion estandar = 0,076) (Figura 11). Estos resultados fueron
consistentes con lo que se ha encontrado anteriormente sobre la avidez global del anticuerpo contra RhCMV (30). No se
detectaron diferencias en la avidez entre los grupos de edad.

Titulos neutralizantes de anticuerpos contra rhcmvIL-10

Las respuestas de anticuerpos neutralizantes se detectaron por un ensayo in vitro en el que muestras de plasma de
animales inmunes a RhCMV se evaluaron para detectar la capacidad para neutralizar respuestas mediadas por rhcmviL-
10 en células mononucleares de sangre periférica activadas (PBMC). En resumen, el ensayo comparé el nivel de 1L-12
sintetizado por PBMC activados por lipopolisacarido (LPS) después de la incubaciéon con rhcmvIL-10 diluido en plasma
de rhesus o plasma solo. Los ensayos preliminares verificaron que las PBMC estimuladas con LPS secretaron altas
cantidades de IL-12 (un promedio de 1,5 ng/2x10° células), lo cual se anul6 cuando las células se pretrataron con rhcmviL-
10. Dado que rhcmviIL-10 inhibe la produccién de IL-12 en PBMC tratadas con LPS, la neutralizacién mediada por
anticuerpo pudiera medirse por los niveles de produccién mayores de IL-12 después de la incubacion de PBMC activadas
con LPS con rhcmvIL-10. Si una muestra de plasma no tuviera anticuerpos neutralizantes de rhcmvIL-10, la expresion de
IL-12 no se restauraria. Basado en estos resultados, la induccién de IL-12 se us6 para cuantificar la capacidad de los
anticuerpos contra rhcmvIL-10 de unirse y neutralizar la actividad de rhcmvIL-10. Las muestras de plasma de 26 macacos
rhesus seropositivos y 9 seronegativos se seleccionaron del grupo de los previamente ensayados por el ELISA de unién
a viL-10 y se evaluaron para detectar la capacidad de neutralizar la actividad de rhcmvIL-10. Los animales seropositivos
a RhCMV exhibieron un amplio intervalo de actividad neutralizante (0 - 100 % de induccion de IL-12 restaurada) con una
mediana de 15,9 % de induccion de IL-12 restaurada (Figura 12A). No se detecto neutralizacion de rhemvlIL-10 mediante
el uso del plasma de monos no infectados con RhCMV. Los titulos de neutralizacion de rhcmvIL-10 exhibieron una
correlacion positiva con los titulos de anticuerpo contra rhcmvIL-10 (Figura 12B; r = 0,8292, p<0,0001). Los juveniles
mostraron titulos de neutralizacion ligeramente mayores de rhcmvlL-10 que los adultos, consistente con los titulos
mayores de anticuerpo contra rhcmvlL-10 observados en este grupo de edad (Figura 9B).

La proteina IL-10 de HCMV altera la funcionalidad in vitro de multiples tipos celulares comparables al fenotipo de cIL-10,
a pesar de la considerable divergencia de secuencia entre las dos proteinas (28, 31). La exposicion de las células
cultivadas a cmvIL-10 reduce: (i) la proliferacion de PBMC estimuladas con mitdgeno y la sintesis de la produccion de
citocinas proinflamatorias en PBMC y monocitos activados (48); (i) la maduracion, y expresion de citocinas
proinflamatorias y las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en células dendriticas derivadas de monocitos (MoDC)
(14, 40); (iii) la supervivencia celular de MoDC activadas (13); (iv) la activacién de genes de IFN-a/ en células dendriticas
plasmacitoides (12); y (v) la migracion e invasién de células endoteliales y citotrofoblastos (54). Ademas, cmvIL-10
estimula la proliferacion de células B (47) y aumenta la expresion de clL-10 (14). Basado en las propiedades funcionales
demostradas de rhcmvlL-10in vitro,es probable que este modulador inmunitario de HCMV manifieste efectos pleiotrépicos
in vivo en las células efectoras inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Por lo tanto, es razonable considerar que la
neutralizacion de la funcién de cmviL-10 a través de la vacunacion pudiera aumentar el nivel de la eficacia protectora
generado con otros antigenos virales, tal como gB.
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Este estudio demuestra que la infeccion por RhNCMV estimula el desarrollo de anticuerpo especificos para rhcmvIL-10 de
alta avidez en todos los animales infectados. Existe un amplio intervalo en los titulos de anticuerpos contra rhcmvIL-10
entre los monos, y debido a que los titulos de anticuerpos neutralizantes se correlacionan fuertemente con titulos de
anticuerpos de unién rhcmvIL-10, existe un correspondiente amplio intervalo de titulos que neutralizan la funcién de
rhemvlIL-10 in vitro. El nivel mediano de la neutralizacion de rhcmvIL-10 medido en el ensayo basado en IL-12 es del 16
%, lo que sugiere que la mayoria de los animales infectados no desarrollan titulos de anticuerpos acordes con el bloqueo
efectivo del ligando rhcmvIL-10 con su receptor de IL-10 celular. Una consideracion importante de esta interpretacion es
si los resultados in vitro son relevantes en el contexto de las interacciones virus-huésped in vivo. Un estudio previo de
este laboratorio que caracteriza los efectos inmunosupresores de la cmviL-10 en MoDC mostré que la concentracién de
cmvlL-10 secretado por las células infectadas con HCMV estaba en el intervalo de 0,8 - 4 ng/ml (14). Basado en este
hallazgo, la concentracién de rhcmvIL-10 usada para el ensayo de neutralizacion en este informe (0,5 ng/ml) es
virolégicamente apropiada.

Las muestras de plasma se diluyeron 1:4000 para el ensayo de neutralizacion, y los resultados indican que la proteina
rhcmvIL-10 en sangre pudiera tener de poca a ninguna funcion biolégica en huéspedes infectados a largo plazo. Dado
que esta bien documentado que HCMV puede transmitirse a través de una superficie de la mucosa y reinfectar un huésped
con previa seroinmunidad (5, 6, 16, 36, 42, 53), la contribucién potencial de los anticuerpos especificos para rhcmvIL-10
a la inmunidad protectora seria primariamente una funcién del titulo local en las superficies de la mucosa a través de la
cual se puede transmitir el HCMV. La concentracion de IgG en fluidos de las mucosas, tal como saliva, es <0,1 % del
encontrado en plasma (3, 7, 10, 41, 51). En consecuencia, la dilucién de plasma usada para los ensayos de neutralizacion
es una aproximacion razonable de los titulos de anticuerpo anti-rhcmvIL-10 que pudieran encontrarse en los tejidos
subyacentes a las superficies mucosas en individuos seroinmunes.

Tomados en conjunto, los resultados en este estudio indican que los anticuerpos contra rhcmvIL-10 en la gran mayoria
de los monos inmunes no contribuirian significativamente a la neutralizacion efectiva de la funcion de rhcmvIL-10 en el
microambiente de células infectadas en una superficie de la mucosa. Basado en la extremadamente alta afinidad de
cmvlL-10 por el receptor de IL-10 de humano (27), es posible que no sean necesarias muchas moléculas de rhcmvIL-10
para iniciar las cascadas de sefalizacidon mediadas por el receptor de IL-10. Una importante implicacion de la ausencia
de titulos neutralizantes robustos dentro de la mucosa es que un virus reinfectante pudiera ser capaz de suprimir las
respuestas inmunitarias innatas y de memoria a través de rhcmviL-10, lo que permite potencialmente la eliminacion
sistémica de una infeccién no primaria mas alla del sitio de infecciéon dentro de un huésped inmune.

Los estudios in vitro de cmvIL-10 demuestran que suprime de manera similar las funciones efectoras de CD4* en un
modelo experimental de latencia y persistencia. La infeccion de células progenitoras de mieloides purificadas CD34* con
una variante de HCMV con cmvIL-10 eliminada aumenta (/) la expresién en la superficie celular de moléculas del MHC
clase Il en células infectadas, (ii) la proliferacion y (iii) la expresion de interferén-y por células T CD4* cocultivadas
autdlogas o alogénicas, en comparacion con la infeccion con la variante parental que expresa cmvIL-10 (15). Un tema
unificador que vincula el MCMV y los estudios in vitro de HCMV es la explotacion viral de la atenuacion mediada por clL-
10 o cmvlIL-10 del aclaramiento inmunitario, respectivamente, y las ventajas potenciales de aumentar la neutralizacion de
cmvlL-10 en las superficies mucosas y sitios de persistencia a largo plazo.

Los estudios in vitro que abordan la alteracion de las funciones de las células dendriticas plasmacitoides y mieloides por
cmvlIL-10 conducen a un modelo de manera que cmvIL-10 desempefia un papel destacado en la evasién del sistema
inmunitario durante la infeccion primaria, lo que permite el establecimiento de una infeccidon persistente, y que las
subsecuentes reinfecciones sean posibles por lacmvIL-10 actividad supresora en la mucosa. Una vacuna que incluye
cmviIL-10 como un antigeno puede prevenir la respuesta inmunitaria alterada durante las infecciones primarias y
subsecuentes, lo que permite que el huésped desarrolle mejores respuestas inmunitarias protectoras.
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Ejemplo 3. Vacunacion de sensibilizacion/refuerzo de macacos rhesus con rhcmvIL-10 inactivo funcionalmente

Se introdujeron mutaciones sitio dirigidas en el gen viral para la interleucina-10 (rhcmvIL-10) de citomegalovirus rhesus
(RhCMV) mediante el uso de métodos basados en la estructura para crear dos versiones no funcionales de rhcmvIL-10
que (a) no se unirian al receptor celular para rhcmvIL-10 (IL-10R), y (b) no exhibe inmunoactividad supresora en células
linfoides de rhesus. Cuatro macacos rhesus que no estaban infectados con RhCMV se inmunizaron genéticamente en la
Semana 0 con dos vectores de expresion plasmidicos separados para dos versiones mutadas de rhcmvIL-10 (M1 y M2)
seguido por tres inmunizaciones de refuerzo con proteina a las semanas 6, 12, y 26 mediante el uso de 50 ug de cada
M1 y M2 purificado adyuvado en Montanide ISA 720. De colectaron muestras de sangre longitudinales, y se analizaron
los anticuerpos anti-rhcmvlIL-10 para determinar los titulos de anticuerpos neutralizantes (NAb). Los animales vacunados
se expusieron en la semana 34 con una inoculacion subcutanea (S.C.) con 1 x 10° unidades formadoras de placa (PFU)
de la cepa UCD59 de RhCMV. Cuatro macacos no inmunizados que no se infectaron con RhCMV se usaron como
controles al inocular cada uno S.C. con 1 x 10 PFU de UCD59 de RhCMV. Se colectaron muestras longitudinales de
plasma, saliva, y orina después del desafio para evaluar los parametros virales e inmunes de la infeccion por virus de
desafio.

Los NADb a silvestre (es decir, funcional) de la proteina rhcmvIL-10 se cuantificaron por el nivel (por ciento) de actividad
de rhcmvIL-10 después de la adicion del plasma de animales desafiados post-vacunados y post-RhCMV. Los cuatro
animales inmunizados desarrollaron NAb para rhcmvIL-10 después de la segunda inmunizacion con proteina. Todos los
titulos disminuyeron a los niveles basales en el momento de la tercera inmunizacién con proteina a la semana 26. Tres
de los cuatro animales desarrollaron titulos de NAb destacados que fueron indistinguibles de los titulos de NAb observados
en macacos infectados naturalmente con RhCMV. Los titulos de NAb detectados en el cuarto animal después de la tercera
y ultima inmunizacion de refuerzo con proteina estuvieron en el extremo inferior del intervalo normativo de los titulos de
NAb en macacos infectados con RhCMV (Figura 13).

Los tres animales con NAb detectables en el momento del desafio (semana 34) desarrollaron respuestas de NAb de
memoria dentro de las 2-3 semanas posteriores al desafio con RhCMV. El animal restante no desarroll6 aumentos
detectables en los titulos de NAb contra rhcmvIL-10 posterior a la inoculacion con RhCMV.

El ADN se purificé a partir de hisopos orales y orina para cuantificar el nimero de genomas de RhCMV por mililitro de
fluido corporal mediante PCR en tiempo real (Tabla 5). Los cuatro monos controles se volvieron positivos para el ADN de
RhCMYV en los hisopos orales a las 41 semanas (7 semanas después del desafio con RhCMV a la semana 34), y todos
fueron positivos para el ADN de RhCMV en la orina a la semana 46. Por el contrario, sélo dos de los animales vacunados
fueron positivos para el ADN de RhCMV en momentos Unicos (semana 41 y semana 46), mientras que los otros dos
vacunados permanecieron negativos en la deteccion de RhCMV en hisopos orales. De manera similar, solo 1 de los
vacunados fue positivo para el ADN de RhCMV en varios momentos. Todos los otros vacunados permanecieron negativos.
Para evaluar mejor la carga infecciosa representada por la eliminacién de RhCMV en saliva u orina, se calculé un Area
Bajo la Curva (AUC) para sumar el RhCMV total diseminado en estos dos sitios de eliminacion del HCMV. El nivel
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acumulativo de eliminacion de RhCMV se ha reducido profundamente y significativamente por la previa inmunizacion con
versiones no funcionales de rhcmvlIL-10.

Este estudio demuestra que la inmunizacion de macacos rhesus con versiones mutadas de rhcmvlL-10 puede (A)
estimular la generacioén de anticuerpos que neutralizan la actividad funcional de rhcmvIL-10 silvestre, y (B) dramaticamente
alteran el curso de la infeccion por RhCMV, en comparacién con monos controles sin vacunar. Juntos, estos datos
muestran que laS proteinas de evasion inmunitaria de HCMV pueden ser especialmente susceptibles a la inhibicion
mediada por vacuna.

Ejemplo 4. Direccionamiento a la Via de Sefializacién de IL-10 como una estrategia de Vacuna para HCMV

Muchos patégenos evolutivamente dispares comparten una caracteristica comun de sus historias naturales: la explotacion
de las vias de sefializacion mediadas por el receptor de alta afinidad para IL-10 (IL-10R) y la subversién de la inmunidad
protectora. Las estrategias de los patdgenos involucran las propiedades antiinflamatorias de la IL-10 celular del huésped
(clL-10) o una proteina IL-10 codificada por el patégeno para permitir el privilegio inmune, la tolerancia, y/o la supresion
inmune. HCMV codifica una IL-10 viral (cmvIL-10) que ha sufrido una extensa deriva genética de cIL-10, cmviL-10 adn
exhibe casi actividad funcional idéntica a clL-10 en células linfoides. Basado en las propiedades in vitro de cmvIL-10, es
probable que cmvIL-10 module las respuestas inmunitarias del huésped ambas, las respuestas inmunitarias innatas y
adaptivas para facilitar la eliminacion de los viriones de la progenie y un estado infectado a largo plazo dentro de un
huésped inmune. Para probar esta hipétesis, macacos rhesus, sin infectar con CMV de rhesus (RhCMV), se inmunizaron
mediante el uso de una estrategia que bloquea efectivamente el acoplamiento de IL-10R al ortélogo RhCMV de cmvIL-10
(rhcmviIL-10). Los animales inmunizados se desafiaron subsecuentemente con 1000 PFU de una cepa de RhCMV
(UCD59) que se destaca por (i) el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares al sitio subcutaneo de inoculacion, y (ii)
la eliminacion sostenida de titulos elevados de virus en saliva y orina. Los animales inmunizados/desafiados demostraron
reducciones prominentes en los niveles locales y sistémicos de replicacion del virus de desafio. Los vacunados se
caracterizaron por (i) menos células infectadas y menos PMN infilirante en el sitio de inoculacion, y (ii) grandes
reducciones en la frecuencia y magnitud de RhCMV detectable en saliva y orina, en comparacién con monos controles
inmunizados de forma simulada. Estos datos demostraron que bloquear la via de sefializacion de IL-10 genera un nivel
dramatico de inmunidad protectora contra infeccion por RhnCMV de desafio, y ofrece estrategias de vacunas novedosas
contra HCMV.

Ejemplo 5. Direccionamiento mediado por vacuna de IL-10 viral- para controlar la eliminacion y reinfeccion de HCMV

Las respuestas inmunitarias a la infeccion por citomegalovirus de humano (HCMV) en aquellos con inmunidad funcional
presentan paradojas con ramificaciones clinicas potencialmente devastadoras para las personas sin competencia
inmunoldgica. La busqueda de casi cuatro décadas de una vacuna licenciada que confiera inmunidad protectora contra
el HCMV se ha visto obstaculizada por multiples factores, que incluyen dos aparentes contradicciones sobre la historia
natural del HCMV. (1) HCMV se considera generalmente ser un virus con bajo potencial patogénico en huéspedes
inmunocompetentes. Sin embargo, el virus es extremadamente eficiente para mantener una persistencia de por vida en
presencia de esas mismas respuestas inmunitarias que limitan efectivamente los resultados clinicos. Similar a todos los
herpesvirus, un rasgo distintivo de la persistencia de HCMV es la reactivacion de los genomas virales latentes y la
produccién de viriones infecciosos que pueden diseminarse a los fluidos corporales mas alla de la resoluciéon de la
infeccion primaria. La transmisién horizontal de HCMV representa una amenaza infecciosa para aquellos con mayor riesgo
de infeccién primaria por HCMV, particularmente los fetos que tienen madres sin inmunidad preconcepcional al HCMV.
Una gran cantidad de pruebas también destaca otra ambigiiedad sobre la inmunidad de HCMV. (2) Las respuestas
robustas neutralizantes y citotoxicas a los antigenos de HCMV generadas durante la infeccion primaria y a largo plazo,
que protegen generalmente contra la secuela viral, protegen incompletamente contra la reinfeccion con viriones
transmitidos horizontalmente. Existen ahora una gran cantidad de pruebas que mujeres con previa inmunidad puede
reinfectarse subclinicamente con variantes antigénicamente distintas de HCMV que pueden transmitirse verticalmente a
otros fetos. Como con la infeccion primaria durante el embarazo en mujeres no inmunes, la reinfeccion en mujeres
inmunes puede conducir también a déficit permanente neuroldgico en el individuo infectado congénitamente. Dado la
reconocida necesidad clinica de una vacuna contra HCMV, es imperativo para el desarrollo de tal vacuna un mejor
entendimiento de estas complejidades particulares de las interacciones HCMV-huésped. Esta invencion demuestra que
existe un nexo clave que vincula las interacciones virus-huésped, la persistencia, y la reinfeccion que es susceptible a la
intervencion mediada por vacuna.

Especificamente, la modulacién de las respuestas inmunitarias del huésped por HCMV, especialmente aquellas que
ocurren en la etapa mas temprana de la infeccion a través de la funcionalidad de la proteina interleucina-10 codificada
por HCMV (cmviL 10), permite el establecimiento de un estado de reactivacion viral cronica después de la infeccion
primaria y la eliminacion sistémica de viriones de la progenie mas alla sitios mucosos de reinfeccion. La presente invencion
desarrolla el concepto que el aumento posterior a la exposicion de las respuestas de anticuerpos neutralizantes (NAb) a
cmvIL10 en individuos infectados con HCMV reducira significativamente (1) la propagacion viral en fluidos corporales y
(2) aumentara la resistencia mediada por el sistema inmunitario a la reinfeccion con cepas variantes antigénicamente de
HCMV.
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Este concepto se basa en estudios previos que evaldan la funcionalidad in vitrode cmvIL10 y la caracterizacion de la
modulacién in vivo de las respuestas inmunitarias del huésped por la proteina IL-10 codificada por CMV de rhesus
(RhCMV) (rhemvlIL10). Los estudios se realizan en el modelo de macaco rhesus de persistencia de HCMV y patogénesis
para determinar por separado si direccionamiento mediado por vacuna de rhcmvlL-10 reduce la eliminacion de RhnCMV
en los fluidos corporales y/o el potencial de reinfeccion en monos previamente infectados con RhCMV. Estos estudios
proporcionan también una base mecanistica para la atenuacion mediada por rhcmvIL-10 de las respuestas inmunitarias
antivirales del huésped, que permite la optimizacion del disefio de vacunas.

Un impulso para el desarrollo de una vacuna contra HCMV ha sido la proteccion de los fetos de las consecuencias
devastadoras de HCMV intrauterino. La poblacion objetivo principal de vacunacién consiste en mujeres seronegativas en
edad fértil que estan en alto riesgo de infeccion primaria por HCMV y transmision transplacental de HCMV. Dado que la
tasa de infeccién congénita es ~0,7 %, la preponderancia abrumadora de infecciones primarias resulta de la transmision
horizontal de HCMV en fluidos corporales. En consecuencia, las reducciones mediadas por vacuna en la eliminacion de
HCMV podrian ser beneficios clinicos grandes al reducir la frecuencia a la que las mujeres sin inmunidad preconcepcional
adquieren infecciones primarias durante el embarazo. Estudios recientes han documentado la infeccion congénita en
poblaciones con seroprevalencia casi universal al HCMV a edades tempranas, lo que demuestra que la inmunidad previa
al HCMV no protege suficientemente contra la reinfeccion. Mientras que las razones permanecen para resolver, aumentar
las respuestas inmunitarias en estas mujeres para prevenir la reinfeccion también reduciria enormemente los costos
personales y sociales asociados con los resultados clinicos permanentes que resultan de una infecciéon congénita. El
objetivo de esta invencion es cambiar notablemente el balance virus-huésped a largo plazo a uno que sea decididamente
a favor del huésped al neutralizar la capacidad de cmvIL10 para atenuar las respuestas inmunitarias innatas y efectoras/de
memoria.

Muchos patégenos de mamiferos evolutivamente dispares comparten una caracteristica comun de sus historias naturales:
la explotacion de las vias de sefializacién mediadas por el receptor de alta afinidad para IL-10 (IL-10R) y la subversion de
la inmunidad protectora. Mdltiples virus (por ejemplo CMV (1-3), Virus de la coriomeningitis linfocitica - LCMV (4-6),
Dengue (7,8), VIH (9,10), papilomavirus humano (11,12), virus de la Hepatitis B y C (13-17)), bacteria (por ejemplo, M
tuberculosis (18,19), C. trachomatis (20), y L. monocytogenes (21,22)), protozoa (por ejemplo, Leishmania (23,24),
Plasmodium sp. (25)), y hongos (por ejemplo, Paracoccidioides brasiliensis (26,27)) han utilizado la activacién del IL-10R
para facilitar el establecimiento y mantenimiento de una infeccién persistente, a menudo en relaciéon con los resultados
patogénicos en el huésped infectado (28). Mientras que las estrategias pueden variar entre organismos, estas involucran
las propiedades antiinflamatorias de la IL-10 celular del huésped (cIL-10) o una proteina IL-10 codificada por el patégeno
para permitir microambientes de privilegio inmune, tolerancia, y/o supresion inmune, similar a aquellos observados con
algunas ontegenias de enfermedades no infecciosas (28-34).

IL-10 es un regulador inmune central durante la infecciéon por CMV, que involucra la regulacién hacia arriba de clL-10 y/o
la expresion de cmvIL-10. Ambos HCMV y RhCMV codifican un ortélogo viral de clL-10 cada uno de los cuales exhibe
deriva genética extensa de la cIL-10 de su huésped*'#2. A pesar de la variacion de secuencia, cmvlL-10 conserva las
propiedades inmunosupresoras de clL-10 en multiples tipos celulares in vitro, especialmente en células dendriticas (DC),
que unen inmunidad innata y adaptiva (2,43-48).

Existen necesidades clinicas convincentes que apoyan la justificacion de la alteracion posterior a la exposicion del
balance HCMV-huésped. El mayor riesgo infeccioso para un feto, en términos tanto del potencial como de la gravedad de
la infeccién congénita, se produce en el contexto de la infeccion primaria por HCMV en una mujer que carece de inmunidad
preconcepcional. Justificadamente, los esfuerzos de la vacuna contra el HCMV se han dirigido contra la proteccion de las
mujeres embarazadas de la infeccion primaria por el HCMV. Sin embargo, la reinfeccion de mujeres seroinmunes con
variantes antigénicas de HCMV constituye también una fuente significante de infeccion congénita y secuelas (49-57). La
probabilidad de infecciéon en mujeres embarazadas, y por extension la probabilidad de infeccion fetal, se relaciona con la
frecuencia de exposicion de la mucosa a fluidos corporales infecciosos de un individuo infectado (56,58-63). HCMV puede
excretarse en fluidos corporales mucho después de la resolucidon de la infecciéon primaria, lo que aumenta las
probabilidades de transmision horizontal (64-73). Las terapias que reducen la frecuencia y/o la magnitud de eliminacion
de HCMV pudiera reducir correspondientemente el riesgo de transmision a mujeres embarazadas independiente a si
tienen o no inmunidad preconcepcional al HCMV.

Por extension, bloquear el acoplamiento de IL-10R a cmvIL-10 pudiera aumentar también la resistencia a la reinfeccion
por HCMV. La tasa anual de reinfeccion por HCMV (~10 %) es cercana a la de la infeccion primaria, a pesar de una
extraordinaria devocion del repertorio inmune a los antigenos de HCMV. En portadores de HCMV sanos a largo plazo, ~
el 10% de las células T de memoria son especificas para HCMV y se generan NAb contra multiples glicoproteinas virales
(74-79). Una explicacion para la alta tasa de reinfeccion se basa en la variacion antigénica en epitopos importantes del
virus entrante en comparacion con las especificidades inmunitarias existentes del huésped infectado. Dada la amplitud de
la inmunidad de HCMV, no parece que la variaciéon antigénica por si sola pueda explicar la reinfeccion de HCMV en un
huésped inmune. Mas bien, sugiere que existe una paralisis inmune parcial de las funciones efectoras/de memoria contra
epitopos conservados codificados por el virus reinfectante, lo que permite la eliminacién de viriones de la progenie mas
alla del sitio mucoso de reinfeccion. La expresion de IL-10 viral por el "desafio" virus es consistente con tal escenario,
basado en las funcionalidades in vitro y in vivo de cmvIL-10 y rhcmvIL-10 (2,34,43-47,80,81). Reforzar la eficacia
protectora de respuestas inmunitarias anti-HCMV en mujeres infectadas a través de un aumento dirigido de la inmunidad
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preexistente también protegeria al feto de una infeccién congénita después de la reinfeccion de la madre. El objetivo
declarado a largo plazo de una vacuna contra el HCMV que proteja contra la infeccion primaria ha sido excesivamente
dificil de alcanzar (82). Evaluar si la reduccién de la frecuencia de reinfeccion o la magnitud de eliminaciéon de HCMV
puede prevenir la infeccion congénita ha permanecido estrictamente como conjeturas. En esta invencion, se usa un
huésped primate para determinar si cmvIL-10 representa un componente especialmente vulnerable del proteoma de
HCMV al que puede dirigirse la vacuna para reducir el potencial de eliminacion y reinfeccion.

Este enfoque experimental en monos rhesus toma ventaja de un resultado intrigante de la prolongada relacién coevolutiva
entre el CMV de primate y sus huéspedes particulares. Ha existido deriva genética extensa de cmvIL-10 y rhcmviIL-10 de
clL-10 de humano y mono, respectivamente. Herpesviridae, que incluye CMV, son virus antiguos que evolucionaron de
un progenitor hace mas de 200M afios (83). Mas de la mitad de los marcos abiertos de lecturas (ORF) del genoma de
HCMV puede eliminarse sin afectar la replicacion en fibroblastos (84,85). Como puede esperarse para un virus con
origenes antiguos, una gran porcion del ORF de HCMV que es prescindible para la replicacion in vitro codifica funciones
que modulan respuestas inmunitarias innatas y adaptivas del huésped. Estas incluyen proteinas virales que interrumpen
la presentacion de antigeno y alteran el trafico, la sefalizacion, la activacion y la viabilidad celular. Después de la
divergencia evolutiva de los primates y roedores, un progenitor de CMV de primate transduci6 el gen de clL-10 de su
huésped primate progenitor. El gen de IL-10 viral gene todavia existe dentro de HCMV, RhCMV, y otros CMV de monos
(42), aunque se elimind aparentemente durante la evolucion de CMV41 de chimpancé. Como cada CMV de primate
coespecificd con su huésped, los genes virales de IL-10 experimentaron una deriva genética extrema del gen cIL-10 de
su huésped, de manera que las proteinas IL-10 virales comparten solo una identidad del 25-27 % con la clL-10 de su
huésped (42). La extension de la deriva genética en los ortdlogos virales se destaca por los hechos de que ( i) las
proteinas primates clL-10 comparten > 95 % de identidad, y ( i ) los ortdlogos de la IL-10 viral son tan divergentes entre
si como lo son del cIL-10 de su huésped. Mientras que comparten sélo el 31 % de identidad de aminoacidos, cmvIL-10 y
rhcmvIL-10 son altamente estables en secuencia (>98 % de identidad) entre diferentes cepas de HCMV y RhCMV,
respectivamente (86,87). Las funcionalidades de cmvIL-10 son casi idéntica a las de cIL-10 (2,34,43-47,80,81). No hay
evidencia que cmvIL-10 haya evolucionado nuevas respuestas de sefalizacion mediadas por IL-10R. La deriva
interespecifica de las proteinas IL-10 virales fue probablemente impulsada como una seleccion compensatoria a algun
aspecto de la evolucion de su huésped. Dado que la afinidad de unién de cmvIL-10/IL-10R muestra ser superior a la de
clL-10/IL-10R (48), el mantenimiento de la mayor afinidad de unién al IL-10R del huésped probablemente fue critico en la
configuracion de la secuencia particular de IL-10 viral. Como resultado, la clL-10 transducida original ha pasado de lo que
antes era una proteina "propia", expresada en el contexto de la infeccion viral, a una que ahora es altamente reconocible
por el sistema inmunitario del huésped.

Los estudios empleados para esta invencion demuestran los siguientes puntos. (1) Los monos rhesus expuestos de
manera natural a RhCMV silvestre o inoculados experimentalmente con cepas diferentes de RhCMV desarrollan
respuestas de union a rhcmviL-10 y NAb coincidentes con el desarrollo de respuestas de Ab a otros antigenos virales. (2)
Mientras que los titulos altos de NAb contra rhcmviL-10 se detectan en el plasma de animales infectados, los titulos de
IgG mucosal son probablemente insuficientes para neutralizar rhcmvIL-10 secretado de las células infectadas en la
mucosa y submucosa. (3) Las mutaciones sitio dirigidas se han introducido en rhcmvlIL-10, y las proteinas recombinantes
resultantes no exhiben union a IL-10R, y ni actividad funcional en las células linfoides de rhesus. (3) Los titulos de NAb
pueden aumentarse >10-100 veces en los monos infectados con RhnCMV reforzados con proteina rhcmvIL-10 mutada. (4)
Los titulos de NAb pueden estimularse en monos virgenes inmunizados con rhcmvlL-10 no funcional. (5) Los monos
virgenes inmunizados con rhcmvilL-10 no funcional y subsecuentemente desafiados con RhCMV silvestre exhiben
parametros de infeccién por RhCMV profundamente reducidos tanto en el sitio de inoculacién como en los sitios de
excrecion de virus. (6) No existe evidencia que la generacion de Ab contra rhcmvIL-10 estimula anticuerpos con reactividad
cruzada con cIL-10 de rhesus. Estos estudios son los primeros en caracterizar la inmunogenicidad de una proteina de
evasion inmunitaria de CMV, y demuestran la viabilidad de nuevas estrategias de vacunas que se dirijan especificamente
a esta clase de proteinas de CMV. La presente invencion establece también nuevos paradigmas para reducir la infeccion
congénita al enfocarse en la eliminacion del virus y aumentar la resistencia mediada por el sistema inmunitario a la
reinfeccion en huéspedes infectados. Los resultados de estos estudios son importantes para otros aspectos de la infeccion
congénita. La reactivacion maternal de genomas virales latentes es otra fuente de viriones de la progenie que atraviesan
la interfaz maternal-fetal (88). Las reducciones estimuladas por vacuna en la eliminacién en la cavidad oral y el tracto
urogenital deben ser operativas en aquellos sitios de reactivacion que dan lugar a virus transmitido transplacentalmente.
Ademas, si la expresion de rhcmvIL-10 es critica para la reinfeccion de un individuo con previa inmunidad, es
probablemente irrelevante si la previa inmunidad se genera a partir de una infeccion anterior o vacunacion anterior. Estos
hallazgos indican que cmvIL-10 debe incluirse en cualquier céctel de vacuna contra HCMV para potenciar la eficacia
protectora generada por los otros antigenos dentro de la vacuna.

Esta invencidon toma también ventaja del entendimiento de la infeccion por RhnCMV en cohortes mezcladas de monos
infectados y no infectados. Las cohortes de mono recapitulan los desafios a los que se enfrentan los ensayos de vacunas
contra HCMV en humanos, que incluye la exposicion repetida de la mucosa a cepas RhCMV con variantes antigénicas
que conducen a una propagacion altamente eficaz del virus a las cohortes virgenes y la presencia de multiples variantes
genéticas dentro de un huésped infectado (86, 89-91).

Cuantificacion de cambios en la eliminacion de RhCMV en saliva y orina a largo plazo, monos infectados con RhnCMV
después de la inmunizacién con formas inactivas funcionalmente de rhcmvIL10
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El objetivo de estos estudios es demostrar que la alteracion de via de sefalizacion de IL-10 en monos infectados con
RhCMV significativamente atenda una caracteristica distintiva de la infeccion persistente de RhnCMV y HCMV. Estos
estudios mostraran que bloquear el acoplamiento de IL-10R a rhcmvIL-10 en animales sanos, infectados a largo plazo
genera una reduccion relevante biolégicamente en la eliminacion de RhCMV en fluidos corporales. El disefio experimental
involucra la cuantificacion de la frecuencia y magnitud de la eliminacion de RhCMV (saliva y orina) en monos infectados
con RhCMV durante 12 semanas de observacion de referencia, inmunizacién con versiones no funcionales de rhcmvlL-
10 o antigeno control y observaciéon después de la vacunacion. Los componentes claves requeridos para estos estudios
incluyen las tecnologias siguientes: ( i ) interrogatorio riguroso de la eliminacion longitudinal de RhCMV; ( i ) deteccion de
NAb contra rhcmvIL-10; ( iii ) refuerzo de NAb contra rhcmvIL-10 sin inducir NAb de reactividad cruzada a cIL-10; y (iv) la
cuantificacion de los titulos de Ab mucosal contra antigenos de RhCMV, que incluye rhcmvIL-10.

Historia natural de RhCMV

Como la infeccién por HCMV en humanos, particularmente en nifios, RhCMV se elimina en saliva y orina durante meses
a anos después de la infeccién primaria natural o inoculacién experimental. La importancia de la eliminacién viral en la
historia natural de RhCMV se destaca por la alta tasa de transmisiéon horizontal de RhCMV a cohortes virgenes en
poblaciones mixtas de animales infectados y no infectados (Figura 14). En cohortes de cria alojadas en corral de ~ 100
animales que varia en edad hasta los 20 afios, casi el 100 % de los animales recién nacidos (N = 25) se convirtieron en
seropositivos para el Ab IgG contra RhCMV dentro de 1 afio de edad (Figura 14A) (91). La velocidad de seroconversion
mostré una duplicacion de nuevos animales seropositivos cada 5-6 semanas. En otro estudio en el cual 15 juveniles no
infectados de 1 afio de edad se alojaron con un tnico adulto infectado con RhCMV, el nimero de animales seropositivos
se duplicé cada 7-8 semanas (Figura 14B). Los factores primarios para la diseminacion horizontal de RhCMV en estas
cohortes son la alta velocidad de eliminacion de RhCMV en saliva y orina y la estructura social interactiva de los monos
rhesus. Un estudio transversal de monos de 3 a 5 afios alojados en corral (100 % infectados con RhnCMV) mostré que ~
75 % de los monos (N = 50) tienen ADN de RhCMV en la saliva, lo que indica que la mayoria de los animales aun eliminan
RhCMV> 2-4 afios después de la exposicion primaria al virus. Un analisis prospectivo de la eliminacion de RhnCMV, que
involucra la cuantificacion del ADN de RhCMV en la saliva y la orina cada semana durante 12 semanas, mostré que una
caracteristica distintiva de la infeccion por RhnCMV a largo plazo es la eliminacion persistente del virus (Figura 15). LA
mayoria de los animales tuvieron ADN de RhCMV detectable en saliva en al menos la mitad de los puntos de tiempo
semanalmente. Todos los animales tuvieron RhnCMV detectable en orina en al menos 3 de los 12 puntos de tiempo. La
carga infecciosa de RhCMV en saliva durante las 12 semanas, calculada como el Area Bajo la Curva, vario de una
ausencia de ADN de RhCMV en 5 animales a >103-10® genomas en 9 animales.

En conjunto, estos resultados hacen énfasis en que el modelo de mono rhesus es un sustituto apropiado para la infeccion
por HCMV para evaluar las estrategias de intervencion que se enfocan en la interrupcion de la eliminacién viral como un
medio de impedir la diseminacion horizontal de virus en poblaciones de animales infectados y no infectados. Los nifios
infectados con HCMV que excretan el virus, incluso en la saliva, presentan un alto riesgo de transmisién horizontal a
mujeres embarazadas y subsecuente infeccion congénita (61,63,92-102). De manera importante, estos métodos para
evaluar perfiles de eliminacién longitudinal en animales infectados permiten determinar a los estudios propuestos si €l
refuerzo de los titulos de NAb contra rhcmvIL-10 reduce la eliminacion a largo plazo.

La inmunizacién de monos virgenes contra fosfoproteina 65 de RhCMV (pp65), glicoproteina B (gB), y la proteina
inmediata-temprana 1 (IE1) generé disminuciones significativas en eliminacién oral durante las 20 semanas de
observacion posteriores al desafio en un subconjunto de animales vacunados en comparacion con controles no
inmunizados (Figura 16) (103). Estos resultados indican que la vacunacion contra inmundgenos relevantes de RhCMV,
tal como pp65, gB, y IE1, puede ofrecer un nivel parcial de inmunidad protectora, como se mide en las reducciones en la
excrecion oral de RhCMV. Sin embargo, la expresion de rhemvIL-10 por el virus del desafio atenta la proteccion conferida
por estos antigenos de vacuna. Enfoques paralelos se usaran para analizar esto. En estudios independientes, monos no
infectados se inmunizaran con una combinaciéon de antigenos para determinar si la inclusion de rhcmvIL-10 M1/M2
aumenta la eficacia protectora generada por los otros antigenos. Esta invencion aborda un tema relevante para todos los
estudios de vacunas contra HCMV, es decir, si rhcmvlL-10 debe ser un componente de cualquier vacuna contra HCMV
para anular la modulacion mediada por IL-10 viral de las respuestas inmunitarias estimuladas por la vacuna.

Expresion de e inmunizacion con rhecmvIL-10

Para inmunizar monos con rhcmvlIL-10, la secuencia codificante se modificé genéticamente para formular versiones no
funcionales de la proteina, por lo tanto, evitando la vacunacién con la forma de la proteina inmunosupresora, silvestre. Se
usaron métodos basados en la estructura para introducir mutaciones sitio especificas minimas dentro de rhcmvIL-10 de
manera que las variantes mutadas exhibieran el fenotipo dual de fallar en (1) unirse a IL-10R y (2) suprimir las funciones
efectoras linfoides. Dos mutantes, M1 y M2, contienen dos aminoacidos alterados cada uno (M1: posiciones 38 y 144;
M2: posiciones 142 y 144, basad en la numeracién de aminoacidos de IL-10 de humano). El objetivo fue minimizar la
union a IL-10R mientras que conservara la maxima inmunogenicidad. Se usaron dos ensayos para demostrar la ausencia
de funcionalidad silvestre: proliferacion de células TF-1 eritroleucémicas humanas transfectadas con la cadena humana
de IL-10R1 (111); e inhibicién de la produccion de IL-12 en células linfoides de rhesus activadas con LPS.
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La proliferacion de las células TF1 hIL10R1 es dependiente de IL-10, y solo cIL-10 humana y rhcmvIL-10 silvestre (WT)
indujeron la proliferacion de TF1 a lo largo de una amplia concentracion de citocina (Figura 17A). Por el contrario, los
fenotipos de las dos versiones mutadas de rhcmviIL -10 (M1 y M2) fueron idénticos a las células tratadas de forma
simulada; hubo una completa ausencia de proliferacion de TF1 a concentraciones que variaron de 4x10-3-750 ng/ml. Un
segundo ensayo se realizd para probar la capacidad de M1 y M2 de suprimir la produccién de IL-12 en n células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de rhesus estimuladas con lipopolisacaridos (LPS). Mientras que rhcmvIL-
10 WT potentemente inhibié la expresion de IL-12 en PBMC tratados con LPS, M1y M2 fallaron en inhibir la expresion de
IL-12 mediante el uso de PBMC de macacos (se muestran dos animales, Figura 17B).

Se usaron estrategias alternas de vacunas en monos se para mostrar que rhcmvIL-10 M1 y M2 fueran inmunogénicos.
En la primera, monos infectados con RhCMV se inmunizaron con M1 y M2 mediante el uso de una sensibilizacion
combinada de ADN y refuerzo con proteina. El ELISA muestra que el 100 % de los monos infectados con RhCMV
aumentaron los Ab de unién a rhcmvlIL-10. Se desarrollé un ensayo de neutralizacion en el cual se cuantifico la produccion
de IL-12 en PBMC de rhesus activados con LPS incubados con rhcmvIL-10 WT y plasma de monos infectados. Los monos
infectados con RhCMV muestran un amplio intervalo en plasma de los titulos de NAb contra rhcmvIL-10 (Figura 18), a
pesar de los titulos de Ab de unién casi comparables. Se evaluaron las respuestas de NAb contra rhcmvIL-10 en 6 monos
infectados con RhCMV que se inmunizaron con vectores de expresion de plasmidos para M1 y M2 seguidos de dos
refuerzos con proteinas M1 y M2 recombinantes purificadas (Figura 19). Los aumentos en los titulos de Ab de unién a
rhcmvIL-10 se encontraron en los 6 animales después de la vacunacion, y los aumentos en NAb se observaron en 5 de 6
vacunados. Los NAb se estimularon en 3 animales desde casi no detectables (preinmunizacion) a niveles que fueron 2100
veces mayores, y muy por encima de la mediana de las respuestas de NAb observadas en monos infectados naturalmente
(Figura 18). De manera similar, dos animales con respuestas altas de NAb contra rhcmvIL-10 antes de la inmunizacion
fueron aumentados a niveles mas altos.

Cuatro monos rhesus no infectados con RhCMV se inmunizaron también con el ADN heterdlogo sensibilizador (una
inmunizacion) y refuerzo de proteina (tres inmunizaciones) y después se desafiaron con RhCMV para determinar si la
inmunizacion contra esta sola proteina de evasion viral podria alterar el curso de desafio con RhnCMV (Figura 13A). Los
cuatro animales desarrollaron robusto Ab de unién a rhcmviL-10. Tres de los animales también desarrollaron fuertes
respuestas de NAb contra rhcmvIL-10, mientras que un animal desarroll6 respuestas de NAb transientes que estuvieron
s6lo por encima del nivel de deteccién en el momento del desafio viral.

Los monos se desafiaron con una variante de RhCMV (UCD59; 1,000 PFU) mediante una ruta de infeccion subcutanea
(S.C.) (113). UCD59 se destaca por la eliminacion persistente del virus en saliva y orina después de una fase variable de
estado latente después de la inoculacion S.C. (113). Todos los animales controles fueron positivos uniformemente para
el ADN de RhCMV en la saliva en las 6-7 semanas después del desafio. Una vez que comenzé la eliminacion, los animales
controles fueron positivos para RhCMV en la saliva 6-9 veces cada uno durante los 9 puntos de tiempo analizados (Figura
13B). En marcado contraste, el ADN de RhCMV ha sido indetectable en 2 monos vacunados hasta las 20 semanas
después del desafio. En los otros dos vacunados, el ADN de RhCMV se ha detectado sélo 2 y 3 veces de los 9 puntos de
tiempo. Ademas a una reduccion significante en la frecuencia de eliminacion en los animales vacunados, la magnitud de
eliminacién se redujo también significativamente (AUC de Saliva, Figura 13C). Este estudio es el primero en mostrar que
la inmunizacién contra una proteina viral de evasion inmunitaria puede generar cambios relevantes biolégicamente en la
infeccion viral de desafio, particularmente en relacién con reducir el potencial para la transmisién horizontal de los viriones
en fluidos corporales.

Un importante enfoque de estos estudios esta en las respuestas de anticuerpos en las mucosas. Los titulos de NAb
contra rhcmviL-10 en tejido deben ser los mas relevantes para el control de la eliminacion mediado por el sistema
inmunitario. Tanto rhcmvIL-10 como cmvIL-10 son proteinas secretadas (43,114), y resultados del proteoma de HCMV
indican que cmvlIL-10 no esta presente en el virion de HCMV (115). La IgG de saliva se evaluara para proporcionar una
medida apropiada de los niveles de NAb contra rhcmvIL-10 en tejido ya sea secretada por células plasmaticas en la
submucosa o transudada del plasma. Como las respuestas de IgG contra HCMV (112), los titulos de IgG contra RhCMV
en saliva son ~0,13 % de aquellos en plasma. Basados en las respuestas de NAb en plasma (Figura 18), debe haber
poca neutralizacion de rhcmvIL-10 en la submucosa. Un elemento clave de estos estudios es demostrar que la
inmunizaciéon con rhemvlIL-10 refuerza los titulos de NAb en saliva como una medida apropiada de los titulos aumentados
en tejidos.

Animales y coleccion de muestras

Se usaran para este estudio animales seropositivos a RhCMV, genéticamente no relacionados, (~2 afios de edad)
alojados al aire libre en el CNPRC. Sangre, orina, e hisopos orales se colectaran semanalmente de 20 animales en el
transcurso de 36 semanas, que se dividiran en tres fases. Las muestras colectadas durante el periodo inicial de
observacion de 12 semanas (semanas 1-12) determinaran los basales de los parametros inmunitarios y virales de la
infeccion por RhnCMV (Tabla 6), de acuerdo con protocolos conocidos (103,113,116). Al comenzar la semana 12, una
mitad de los animales se inmunizaran con una mezcla de las proteinas recombinantes rhcmvIL-10 M1 y M2. Los animales
restantes se inmunizaran con una proteina no especifica (influenza) para el control de cualquier cambio en la eliminacion
relacionado con efectos inmunitarios no especificos. La base para la asignaciéon de ambos grupos de tratamiento se
describe a continuacion. Los animales se reforzaran en las semanas 18 y 24, durante las cuales se colectaran
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semanalmente en sangre, orina, e hisopos orales. Las muestras se colectaran semanalmente durante una fase final
(semanas 25-36) para determinar si existen cambios permanentes en la eliminacion. La sangre se procesara para obtener
PBMC y plasma, el ultimo se usara para ensayos de ADN e inmunitarios. La saliva se procesara tanto para PCR de tiempo
real y ensayos inmunitarios. Los especificos que se realizaran con las diferentes muestras de fluido se enumeran en la
Tabla 6. El nimero propuesto para cada grupo de estudio (N= 10) se basa en estudios de inmunizacién con rhcmvIL-10
en monos inmunes y virgenes (Figuras 19 y 13A). De un total de 10 animales inmunizados, 2 (20 %) no desarrollaron
respuestas de NAb aumentadas, aunque ambos desarrollaron titulos de Ab de unién aumentados. Un tamafio de grupo
inicial de 10 animales incluye el potencial para ~2 (20 %) no desarrollar titulos de NAb aumentados después de la
inmunizacion. Esto dejaria un total de 8 animales que se espera que respondan, que es el nimero minimo requerido para
permitir diferencias estadisticamente significativas y cientificamente relevantes entre los diferentes grupos de tratamiento.
Basado en un analisis de poder de 1 cola de la carga infecciosa total en saliva durante 21 semanas en un estudio previo
(103), el tamafio de los grupos de N=8 proporciona un poder del 88 % para detectar una diferencia de 1-log entre grupos
(alfa = 5 %) para la eliminacion acumulada del virus después de la inmunizacion.

Asignacion de los animales a los grupos de tratamiento

Los animales se asignaran al grupo de tratamiento en la semana 12 basado en una estratificacion jerarquica de los
resultados colectados durante las semanas 1-12. El objetivo general es igualar la distribucion de los animales a cada
grupo basado en las respuestas inmunitarias anti-rhcmvIL-10 y anti-RhCMV. La base primaria para la asignacion de los
animales al grupo dependera de las respuestas de NAb contra rhcmvIL-10 en saliva. Basado en el analisis de NAb en
plasma contra rhcmvIL-10 (Figura 18), se anticipa que habra una distribucion similar de las respuestas de NAb en saliva.
Los animales se asignaran a los grupos de manera que exista una distribucion igualitaria de respuestas de NAb en ambos
grupos. Las respuestas de NAb en saliva se ordenaran por el calculo de NAb acumulado durante las semanas 1-12
mediante el uso de un enfoque de Area Bajo la Curva (AUC) similar al que se usé para determinar las reducciones
mediadas por vacuna en la eliminacion después del desafio primario con RhnCMV (103) (Figura 16). Cada animal en el
CNPRC se tipifica rutinariamente mediante mapeo microsatélite para el parentesco y haplotipo del MHC clase | (Mamu
A*01, B*01, y B*17). La distribucion de animales a cada grupo incluira también un objetivo de igualar la diversidad genética
entre ambos grupos. Si los NAb contra rhcmvIL-10 son indetectables en saliva, se usaran los NAb en plasma contra
rhcmvIL-10 como una base para la asignacion. Luego de la distribucion basado en NAb contra rhemvlIL-10, se aplicara un
criterio secundario, si se necesita, mediante el uso de los titulos neutralizantes para la infectividad de RhCMV.

Inmunizacion

Las rhcmvIL-10 M1, M2, y WT se expresaran en células S2 Schneider de Drosophila y se purificara por cromatografia de
afinidad mediante el uso de perlas de agarosa acopladas con la cadena humana de IL-10R1, de acuerdo con protocolos
conocidos (48). Las proteinas se confirmaran para pureza (transferencia western) y la ausencia de endotoxina. Los
animales se inmunizaran por una ruta intramuscular (IM) con 200 ug de rhcmvIL-10 M1 y M2 (100 pg de cada uno) en
Montanide ISA 720 (117,118), de acuerdo con protocolos conocidos (103,116). Los animales controles se inmunizaran
con la vacuna actual de dosis alta Fluzone (0,5 ml/180 ug de antigenos de influenza A y B; IM en adyuvante) (Sanofi
Pasteur). La inmunizacion con ADN (Figuras 19 y 13A) no se usara para este proposito.

Respuestas inmunitarias antivirales

Se usaran ensayos multiples para caracterizar las respuestas inmunitarias durante las tres fases de este estudio. ELISA
se usara para cuantificar el titulo y la avidez de Ab de union anti-rhcmvIL-10 mediante el uso de rhcmvIL-10 WT como
antigeno (2,103,116,119-122). El plasma de monos controles se evaluara por ELISA para detectar respuestas de Ab
especificos para influenza mediante el uso de proteinas de influenza como antigeno, y proteinas de huevo entero como
controles negativos. Dado que rhcmvIL-10 no se incorpora probablemente a la envoltura del virion, Ab IgA contra rhcmvlIL-
10 no deben proteger contra la infeccion. El enfoque primario estara en la IgG, aunque se analizaran las respuestas de la
IgA, segun sea necesario. Los NAb contra rhcmvlL-10 se cuantificaran. Las muestras de saliva y plasma diluidas se
incubaran en presencia o ausencia de rhcmvIL-10 WT durante 3 horas, y después e incubaran (por duplicado) con PBMC
de rhesus. LPS (E. coli O127:B8; Sigma) se anadira después a las células (5 pg/mL) durante 24 horas. El sobrenadante
se evaluara para detectar IL-12 por ELISA (U-Cytech). La neutralizaciéon se calcula como el inverso de la relacion de
(concentracion de I1L-12 + rhemvlIL-10 + plasma)/(concentracion de IL-12 + plasma solo) y se expresa como el "por ciento
de induccién de IL-12 restaurada." Las respuestas humorales se evaluaran prospectivamente para cada muestra
semanalmente. Los titulos de NAb se estratificaran por el calculo del AUC durante las semanas 1-12, 12-24, y 25-36 de
acuerdo con protocolos conocidos (103). En resumen, el AUC entre dos puntos sucesivos de tiempo se calcula como el
area del trapezoide formado por el NAb en aquellos dos puntos de tiempo, y la suma de los valores de AUC individuales
representa los NAb acumulados para ese animal durante una fase particular del estudio.

Las respuestas celulares contra RhnCMV se evaluaran mediante el uso de viriones inactivados de RhCMV como antigeno
y PBMC criopreservados, como se describe (103,116). Las respuestas celulares contra rhcmviL-10 se mediran de manera
similar mediante el uso de una mezcla de rhcmviL-10 M1 y M2 como antigenos.

PCR de tiempo real
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ADN se purificara del plasma, saliva, y orina, y se cuantificara para el nimero de copias del genoma de RhCMV por PCR
de tiempo real (2,103,113,116,120-123). Basado en los estudios seroepidemiolégicos, la edad de los animales para este
estudio (~2 afios) es consistente con los animales que se han infectado con RhCMV durante 1-1,5 afios. Se estima que
>90 % de los animales aunn eliminaran persistentemente RnNCMV en saliva y orina. Los animales se confirmaran para la
eliminacién de RhCMV en tres puntos consecutivos de tiempo antes del estudio. El perfil de eliminacion de cada animal,
determinado por el AUC (103), se estratificara por la frecuencia y magnitud de la deteccion de RhCMV durante las tres
fases del estudio de 12 semanas.

Criterios de resultados y analisis estadistico

Existe criterios multiples de resultados que se evaluara como parte de este estudio (Tabla 7). Cinco aspectos importantes
de la historia natural de RhnCMV se caracterizaran durante la fase de prevacunacion (semanas 1-12) para determinar si
hay correlaciones entre la eliminacion y cualquier respuestas inmunitarias anti-RhCMV en animales infectados de manera
natural (#1-5, Tabla 7). La eliminacién incluira la frecuencia y magnitud de RhCMV (AUC). Los parametros inmunitarios
que se analizaran incluyen respuestas periféricas (NAb y CMI) a antigenos de rhcmviIL-10 y RhCMV, y titulos de NAb en
saliva contra rhcmvIL-10. Otro aspecto importante de este estudio sera determinar si titulos de NAb en saliva contra
rhcmvIL-10 son reflejos de aquellos en plasma, o si las respuestas de IgG detectadas en saliva son independientes de
aquellas en plasma. Esto tiene implicaciones para la optimizacion de la inmunidad mucosal mediada por vacuna contra
RhCMV como un modelo para enfoques similares en estudios con humanos. Los parametros inmunitarios y virales se
compararan durante las tres fases del estudio para determinar si la inmunizacién con rhcmvlL-10 conduce a disminuciones
en la eliminacion relevantes biolégicamente, y si los cambios en las cargas virales de RhCMV viral se correlacionan con
las respuestas de NAb y/o CMI aumentadas. Los analisis estadisticos que utilizan pruebas primarias y post hoc apropiadas
seran similares a aquellos usados en los estudios que evallan los cambios relacionados con la vacuna en los parametros
virales después del desafio con RhCMV (103).

Estos estudios permitiran una determinacién de si la eliminacién de RhCMV en fluidos corporales de animales infectados
puede reducirse mediante el refuerzo posterior a la exposicién de las respuestas inmunitarias especificas contra rhcmviL-
10. Este enfoque sirve como una medida apropiada de los cambios de la persistencia viral en el huésped y la diseminacion
horizontal en la poblacion. El enfoque esta en NAb contra rhcmvIL-10, pero este enfoque también permite el analisis
correlativo de si el CMI periférico también contribuye a las reducciones en la eliminacion.

Segun los datos preliminares (Figs. 4-7), estos analisis permiten la traduccion de los estudios en ratones a un huésped
primate que refleja fuertemente la afeccion humana. Es importante hacer énfasis que los estudios en ratones se enfocaron
en las funciones efectoras de las células T en tejidos especificos relacionados con los sitios de persistencia de MCMV, tal
como la glandula salival. De manera similar, los presentes estudios se enfocan en el papel del rhcmviIL-10 en facilitar la
persistencia en los dos sitios especialmente relevantes para la eliminaciéon de RhCMV, las glandulas salivales y el tracto
genitourinario. Las respuestas periféricas a RhnCMV y HCMV se destacan por respuestas vigorosas de NAb y células T,
consistente con una ausencia de viremia de RhCMV y HCMV en huéspedes infectados a largo plazo. Este modelo se
basa en el escenario de que todos los CMV manipulan los microambientes en aquellos tejidos criticos para la liberacion
de viriones de la progenie para facilitar la diseminacion a huéspedes secundarios susceptibles. Estos estudios toman en
consideracion un elemento clave de los estudios en ratones infectados con LCMV: el aclaramiento de las células
infectadas a través de la manipulacién terapéutica de la sefializacion de IL-10/IL-10R o por la "instruccién continua del
ambiente antigénico" puede tener una asociacion temporal. Cuanto mas tiempo se hayan infectado los ratones, menor
sera la restauracion de un estado funcional a las células efectoras (36). Sin embargo, los autores de un estudio de LCMV
concluye que, los "componentes de la funcion de células T CD4+ y CD8+ permanecen intactos y que pueden restaurarse
a lo largo de la infeccion persistente” (36). Este estudio se disefia para observar un estado relativamente temprano de la
infeccion por RACMV previo a la acumulacion de un subconjunto de células T CD8* diferenciadas terminalmente. En un
estudio a gran escala de 100 % monos juveniles (N = 50) y adultos mayores (N = 100) infectados con RhCMV, se encontré
que hay un aumento muy importante en células T CD8P°s/CD28"9/CD45RAPs (Figura 20), un fenotipo indicativo de células
efectoras. El cambio relacionado con la edad en esta poblacion celular, y otras subpoblaciones de células T, es
probablemente una combinacion de una expansion de relacionada con la edad de las células T efectoras y la disminucion
en las células T virgenes (CD28P°) durante el envejecimiento. Los resultados (Figura 20) sugieren que podria haber
respuestas diferenciales a la inmunizacion con rhcmvIL-10 en macacos jovenes versus mas viejos, basado en las
diferencias en las frecuencias de los subconjuntos de células T.

Comparacion de la reinfeccion RnCMV en monos inmunes a RhCMV que difieren en la magnitud de sus titulos de NAb
contra rhcmvIL10

El nimero de infecciones congénitas anuales con HCMV en una poblacion se relaciona directamente con la frecuencia
de la infeccién maternal por HCMV antes de la concepcion (63,124). Por lo tanto, mientras que la velocidad de la
transmision transplacental es mayor durante la infeccién maternal primaria que la frecuencia de las infecciones congénitas
en mujeres con inmunidad preconcepcional, el Gltimo da lugar a un mayor nimero de infecciones congénitas (57,125). La
demostracion de que el 10% de las mujeres seropositivas que dan a luz a un infante infectado de forma congénita adquirié
una nueva reactividad antigénica a los antigenos de HCMV entre embarazos es una evidencia indiscutible de que la
inmunidad previa no protege completamente contra la reinfeccién con variantes antigénicas de HCMV (54). Mientras que
tales casos de infecciones congénitas en mujeres seropositivas se atribuyeron una vez a los casos de reactivacion
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materna, la evidencia de nuevas especificidades antigénicas es mas compatible con la exposicion y la transmision
transplacentaria de un virus no endémico. Asumiendo que tales infecciones congénitas resultaron de la reactivacion
materna de una variante antigénica menor que ya reside en la madre, el hecho de que la infeccion congénita todavia
ocurriera indica la propagacion de una variante dentro de una madre que posee una amplia inmunidad antiviral desde
el(los) sitio(s) de reactivacion hasta la interfaz materno-fetal. Independientemente de si las infecciones congénitas en
mujeres inmunes resultan de la reinfeccion y/o reactivacion, la pregunta central sigue siendo la misma. ;Cémo puede
HCMV diseminarse sistémicamente dentro de un individuo que tiene amplias y robustas especificidades para neutralizar
e inmundgenos celulares? Sin lugar a dudas, el HCMV ha evolucionado funcionalidades redundantes, superpuestas e
independientes dentro de su proteoma para permitir su diseminacion altamente eficiente a los huéspedes virgenes e
inmunes. Durante la reinfeccion, las células T efectoras residentes, que se enriquecen en las superficies mucosas, deben
responder rapidamente a los antigenos virales y aclarar las células infectadas viralmente. Sin embargo, la evidencia
acumulada demuestra que existe una conspiracion de proteinas virales que subyugan las células T efectoras/de memoria
CD4* y CD8" y las células dendriticas residentes (DC).

Los estudios de HCMV y MCMV demuestran que la sefializacién a través de IL-10R mediante cmvIL-10 o cIL-10 murina,
respectivamente, interfiere en el reconocimiento por las CD4* de las células infectadas (HCMV) y la diferenciacion de las
células T efectoras CD4* (MCMV) (3,126). Un estudio mediante el uso de un RhCMV recombinante con los genes virales
eliminados que codifica para proteinas que interfieren en la presentacion de antigeno por el MHC clase | mostré que,
mientras que estas proteinas fueron prescindibles para el establecimiento de una infeccién primaria, fueron esenciales
para la reinfeccion de un huésped inmune (127). La supresion inmune por cmvIL-10 de DC residentes debe inhibir la
activacion de las células T de memoria especificas para HCMV (43). En breve, HCMV ha evolucionado la capacidad para
atenuar casi entero el repertorio inmunitario innato y adaptivo, que pudiera contar para la alta eficiencia de HCMV en la
diseminacion a través de poblaciones inmunes y no inmunes. Estos estudios examinan las contribuciones de rhcmvIL-10
a la capacidad de RhCMV de reinfectar un huésped inmune al analizar la eficiencia de reinfecciéon en huéspedes que
difieren en sus titulos de NAb contra rhcmvIL-10. Mediante el uso de variantes antigénicamente etiquetadas de RhCMV,
los monos infectados con RhCMV pueden inocularse S.C. con tan solo 100 PFU y desarrollar respuestas de células T a
los antigenos SIV expresados en el contexto de la expresion de RhnCMV (127). Estos estudios midieron el desarrollo de
novode respuestas inmunitarias a sucesivas con variantes diferentes de RhCMV que expresan antigenos SIV diferentes
y muestran que los virus recombinantes pueden detectarse en la orina de los animales superinfectados. Estos estudios
se basaron en una cepa de RhCMV (68-1), que no codifica el complejo de proteinas virales esenciales para el tropismo
epitelial (UL128/UL130/UL131A), y tres marco abierto de lecturas (ORF) similar a alfa quimiocina (128). RhCMV 68-1 no
expresa rhcmvlL-10. El complejo UL128 y/o el ORF similar a a-quimiocina son esenciales para los niveles altos de
eliminacién persistente en animales inoculados (113). La presencia del ADN de RhCMV 68-1 en fluidos corporales se
atenua profundamente en comparacion con cepas de RhCMV tipo silvestre (UCD59).

Los monos no infectados con RhCMV se inocularan (400 PFU) con una variante de RhCMV 68-1 en la cual el gen de
rhemvIL-10 (UL111A) se ha eliminado (RhCMVAUL111A) (114). La inoculacion de monos virgenes con este titulo bajo de
RhCMVAUL111A resulta en el 100 % de infeccion seguiin se medio por la generacion de respuestas inmunitarias antivirales
persistentes. Como el RhnCMV 68-1 parental, RhCMVAUL111A exhibe eliminacion atenuada severamente. Los animales
inoculados con RhCMVAUL111A se estratificaran por titulos de NAb contra RhCMV a las 12 semanas después de la
inoculacion para generar dos grupos con intervalos comparables en titulos de NAb contra RhCMV. Una mitad de los
animales se inmunizara con rhcmviL-10 M1/M2 a las 12, 18, y 24 semanas, y la otra mitad de los animales se inmunizara
con control proteina. Los animales se inocularan después oralmente (PO) con el titulo minimo de RhCMV UCD59 que
resulta en el 100 % de la eliminacion después de la reinfeccion en animales inoculados con RhnCMVAUL111A (descrito a
continuacion). La ruta oral de desafio con RhCMV UCDA59 se usara dado que refleja mejor el modo transmucosal de
adquisicion de HCMV transmitido horizontalmente por mujeres embarazadas. Los monos no infectados pueden infectarse
oralmente con RhCMV 68-1 (119). La frecuencia y magnitud de la eliminacion se compararan con los animales
inmunizados con proteina control para determinar si la inmunizacién contra rhcmvIL-10 confiere resistencia aumentada a
la reinfeccion.

Animales e inmunizacién con rhcmvIL-10

Veinte macacos (~1 afio de edad) confirmados repetidamente ser seronegativos para la infeccion por RnCMV se usaran
para este estudio (Afios 4 y 5). Los animales se inocularan con RhnCMV AUL111A (400 PFU, subcutaneo) (114). La sangre,
saliva, y orina se analizaran prospectivamente a lo largo de las 26 semanas después de la inoculacion. Los animales se
estratificaran para NAb contra RhCMV a la semana 10 de manera que exista una distribucion igual para los grupos vacuna
(rhcmviL-10) y controles (influenza). Una mitad de los animales se inmunizaran en la semana 12 con rhcmvIL-10 M1/M2,
como se describe en el Objetivo 1, y se reforzaran en las semanas 18 y 24. Los otros animales se inmunizaran contra los
antigenos de influenza, como se describe en el Objetivo 1.

Reinfeccion por RhnCMV UCD59
Los animales se desafiaran PO a la semana 26 con RhnCMV UCD59. El titulo del virus se determinara por un estudio en
el cual los animales inoculados primero con RhRCMVAUL111A se reinfectan con incrementos seriados de 10 veces en el

titulo de UCD59. En resumen, macacos seronegativos (N=12) se inocularan con AUL111A como se describe a
continuacion. A partir de la semana 18, cuando las respuestas inmunitarias antivirales se han estabilizado en su mayoria,
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los grupos de animales se inocularan con UCD59 a titulos que van desde 103-10° (N = 3 por 10 veces de aumento en el
titulo) (119). Los animales se evaluaran prospectivamente para determinar la eliminacion de UCD59 en saliva y orina.
Basado en el estudio previo, sélo UCD59 debe detectarse en fluidos corporales por ensayos basados en PCR, que se
confirmara por PCR diferencial (113). El titulo minimo que resulta en el 100 % de eliminacion se usara para reinfectar los
animales inmunizados contra rhcmvlL-10 o influenza. Las muestras se colectaran, y los parametros inmunoldgicos y
virologicos de las reinfeccion con UCD59 se analizaran como se describe en la presente descripcion. El criterio principal
que se evaluara es si la inmunizacién previa con rhemvIL-10 M1 / M2 estimula una reduccién biolégicamente relevante
en la eliminacion de UCD59, aunque las contribuciones de las variables independientes se analizaran estadisticamente.

Un principio central de este enfoque es que la inmunizacion contra rhcmvIL-10 aumentara los NAb en la mucosa y la
submucosa para lograr la maxima eficacia protectora contra la reinfeccion del virus de desafio. Los animales no infectados
inmunizados contra rhcmvIL-10 M1/M2 (Figura 13) fueron positivos para IgG contra rhcmvIL-10 en la saliva el dia del
desafio, lo que demuestra que la inmunizacién sistémica logra una medida de inmunidad protectora en la superficie
mucosa. Ademas, una biopsia de uno de los sitios de inoculacién de desafio S.C. mostré diferencias demostrables de las
biopsias de los animales controles. Mientras que la inoculaciéon de animales virgenes con UCD59 estimula un infiltrado
linfocitico mixto que consiste en células mononucleares y neutrdfilos a los 7 dias después de la inoculacion, las biopsias
de animales inmunizados fueron notables por una reduccion en los neutréfilos y un predominio de células mononucleares.
La interpretacion es la respuesta inmunitaria efectora estimulada por inmunizacién que podria localizarse rapidamente en
el sitio de los antigenos virales, lo que conduce a reducciones significativas en la eliminacion en saliva. (Figura 13). Basado
en estos resultados después de la inoculacion S.C., es altamente probable que las células efectoras se alojen de manera
similar en la mucosa oral después del desafio oral con RhnCMV.

Caracterizacion de las alteraciones inducidas por rhcmvIL-10 a la inmunidad anti-RhCMV del huésped

La inmunizacion de macacos virgenes con rhcmvIL-10 M1/M2 (i) estimula los anticuerpos que neutralizan la funcionalidad
de rhemvIL-10 WT, y (ii ) disminuye la frecuencia de deteccion y el nivel de replicacion de RhCMV en animales desafiados
con RhCMV (Figura 13). Estos hallazgos implican que los anticuerpos contra rhcmvIL-10 solos alteran suficientemente la
respuesta del huésped contra RhCMV durante la infeccién primaria, lo que resulta en un mayor control de la replicacion
del virus de desafio y la diseminacion dentro del huésped. Hay corolarios no exclusivos de este postulado con importantes
ramificaciones clinicas para las vacunas preventivas y terapéuticas. Un corolario es que, en la ausencia mediada por la
vacuna de rhcmvlIL-10 funcional, existe un mayor potencial para desarrollar respuestas antivirales del huésped de novo
a otros antigenos virales después del desafio primario que limitara mas eficientemente la excrecion del virus. La base
para esto se deriva de un estudio que compara las respuestas inmunes antivirales en animales no inmunizados inoculados
con RhCMV 68-1 (que expresa rhcmvIL-10) o con una variante en la que se ha eliminado el gen de rhcmvIL-10 (UL111A)
(AUL111A) (114 ). Los monos inoculados con AUL111A desarrollan titulos de IgG mas altos para los antigenos de RhCMV,
mayor avidez del anticuerpo y respuestas de células T mejoradas que los inoculados con el progenitor 68-1 (no se
muestra). Un segundo corolario es que la inmunizacion con rhcmvlL-10 en animales infectados persistentemente puede
aumentar la amplitud y la magnitud de las especificidades inmunitarias existentes. Los estudios de infeccion por LCMV
en ratones muestran que "las células T disfuncionales pueden reactivarse funcionalmente durante la infeccion persistente"
(36). Ademas, hay un notable sesgo de las respuestas inmunitarias celulares a los antigenos de HCMV, lo que implica
que la generacion de respuestas a antigenos adicionales es posible. Las células T especificas para HCMV se dirigen
primariamente a proteinas estructurales viricas, tegumentales e inmediatas tempranas con casi no reactividad a las
proteinas involucradas en el metabolismo y la replicacion del ADN (74). Si la inmunizaciéon con cmvIL-10, ya sea en el
contexto de prevenir la infecciéon primaria o modificar una infeccion existente, aumenta la inmunidad protectora contra
otros antigenos virales, los resultados relevantes deben incluir la limitacion de la diseminacion horizontal a las cohortes y
la diseminacion vertical al feto.

Estos estudios se dirigen a definir cambios diferenciales en la cinética, la magnitud y la especificidad de las respuestas
de anticuerpos a otros antigenos de RhCMV que maodifican el patron de la replicacion viral en monos inmunizados. Las
cuestiones especificas incluyen la cuantificacion de ( i ) NAb para virus en plasma y saliva, ( i ) la frecuencia de los
plasmablastos que secretan Ab antivirales; y la caracterizacion de ( iii ) la reactividad especifica del Ab anti-envoltura, y
(iv) la maduracion por afinidad de los anticuerpos especificos de RhCMV. cmviIL-10, como clL-10, es funcionalmente
pleiotrépico hacia multiples tipos de células que tienen IL-10R, incluidas las células T. La anulacién del acoplamiento de
rhemvIL-10 a IL-10R por la inmunizacién podria tener efectos importantes sobre la funcion y regulacion de las células T.
Las respuestas celulares inmunitarias se analizaran en los diferentes grupos de tratamiento para determinar si hay
cambios en la especificidad y la magnitud de las respuestas especificas para RhCMV. Ademas, los cambios en las células
T reguladoras (Treg) se caracterizaran, ya que estas células son criticas para mantener un equilibrio homeostatico entre
la inflamacion y la funcidn efectora de las células T, lo que potencialmente "afecta el aclaramiento de patégenos" (129).
Los estudios han demostrado que la exposicion de DC derivadas de monocitos a IL-10 y TGF- genera un fenotipo
tolerogénico en estas células que a su vez induce un estado de anergia en las células T especificas de antigeno y el
desarrollo de un fenotipo de célula T reguladora (130) . Se ha mostrado que la infeccién por HCMV de células epiteliales
estimula la expresion de TGF-31 (131), lo que sugiere una base sinérgica por la cual cmvIL-10 y TGF-1 podrian inducir
células T disfuncionales. La dramatica reduccion de la eliminacion viral después de la inmunizacién con rhcmvIL-10 y el
desafio con RhCMV (Figura 13) demuestra que esta es una estrategia de vacuna viable. Sin embargo, la ausencia de
titulos aumentados de NAb contra rhcmvIL-10 en el 20 % de los animales inmunizados indica que se justifica una
optimizacion adicional del inmunégeno rhemviL-10. Con ese fin, se definira la especificidad del epitopo de Nab para

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2716010T3

rhcmvIL-10 para optimizar el disefio del antigeno. Los resultados tienen un amplio potencial clinico para maximizar la
utilidad de los inmundgenos apropiados para estimular NAb contra diferentes cepas de HCMV, y también para explorar el
uso de anticuerpos monoclonales (MAb) modificados genéticamente como terapias clinicas para las infecciones
congénitas y de receptores de trasplantes.

Cuantificacién de las respuestas de NAb contra RhCMV

Los titulos de NAb contra virus se titularan en los diferentes grupos de tratamiento mediante microneutralizacién para la
reduccion del 50 % en la infectividad del virus de entrada tanto en fibroblastos de rhesus como en células epiteliales
mediante el uso de las cepas 68-1/EGFP y UCD59 de RhCMV, respectivamente (113,123). También se analizaran las
cinéticas temporales de las respuestas NAb de novo después del desafio primario con RhCMV en animales virgenes
inmunizados con rhcmviIL-10 M1/M2 o controles (Figura 13). Los NAb de plasma se postulan para limitar la diseminacion
sistémica de RhCMV (103). Se cree que el Ab antiviral presente en los fluidos de la mucosa, tal como la saliva, limita la
replicacion viral local al limitar la diseminacion en la mucosa y la submucosa y, de manera secundaria limita, la excrecion
del virus en la saliva. El Ab de mucosa se deriva principalmente por transudacion de IgG sérica, aunque se han presentado
pruebas consistentes con la sintesis local de IgG en la cavidad oral (133,134). Los titulos de NAb en plasma
probablemente reflejaran los de la saliva, aunque los NAb en saliva se cuantificaran en los diferentes grupos de
tratamiento.

Cuantificacion de las respuestas de los blastos en plasma

Para cuantificar ain mas la modulacion de la respuesta del anticuerpo a RhnCMV en animales inmunizados con rhcmvIL-
10, la frecuencia de plasmablastos con RhnCMV en diferentes grupos de tratamiento se determinara mediante el uso de
un ensayo ELISPOT modificado. En resumen, los pocillos de una placa de 96 pocillos se recubren con IgG anti-rhesus o
RhCMYV purificado, para cuantificar la IgG total y la IgG especifica de RhCMV, respectivamente, similar a la descrita por
Wrammert, y otros (135). Las células secretoras de IgG y RhnCMV se detectaran con IgG anti-rhesus biotinilada seguida
por avidina-AEC y se cuantificaran como el nimero de células secretoras de anticuerpos por 108 PBMC. La cuantificacion
de los plasmablastos se coordinara con los ensayos celulares que miden las respuestas de las células T.

Caracterizacion de la reactividad especifica de Ab anti-envoltura

Basado en estudios en HCMV, MCMV, CMV de cobaya y RhCMV, los NAb contra virus se dirigen a proteinas de la
envoltura viral (75,79,136-144). Se determinara la reactividad de los anticuerpos contra RhCMV para proteinas conocidas
de la envoltura de RhCMV, que incluyen gB, gH, gL y el complejo UL128/131a/130. Estos ensayos aprovecharan los
constructos de Ankara (MVA) de vacuna modificada que expresan individualmente estos ORF. Las células BHK infectadas
con MVA de control o que expresa antigenos se usaran como fuente de antigeno para su uso en los ensayos de union de
anticuerpos en plasma de los diferentes grupos de tratamiento, similares a los estudios de reactividad de Ab contra HCMV
(139). Ademas, se investigara la posibilidad de que la inmunizacién con rhcmviL-10 conduzca a un aumento en la amplitud
de las respuestas de Ab, incluidas aquellas para proteinas de la envoltura que pueden ser dianas no reconocidas de Ab
antiviral. Se usaran dos fuentes de envoltura de RhCMV etiquetada derivadas de viriones purificados en gradiente. El
enfoque inicial usara proteinas de la envoltura biotinilada, precipitacion con perlas de avidina, seguido de SDS-PAGE e
inmunotransferencia con suero de rhesus. Alternativamente, los viriones de RhCMV marcados con | '?® se precipitaran
inmunes con anticuerpos IgG en plasma y se resolveran mediante SDS-PAGE (141,145). En cualquiera de los enfoques,
las proteinas se identificaran por el peso molecular. Si se definen nuevas reactividades de anticuerpos para proteinas
distintas de las proteinas de la envoltura conocidas utilizadas en los ensayos de union descritos anteriormente, las
proteinas se aislaran de los geles de SDS-PAGE o de las membranas apropiadas y se analizaran mediante
espectroscopia de masas.

Determinacion de la maduracion de la afinidad del Ab especifico para RhCMV

En estudios iniciales, se usaran viriones de RhCMV purificados en gradiente en un ensayo de unién en fase sélida para
determinar la maduracion de la afinidad de los anticuerpos IgG anti-envoltura en animales inmunizados con rhcmvIL-10 y
controles mediante el uso de metodologias similares a los estudios en HCMV (146). Este ensayo determinara si los
animales inmunizados con rhcmvIL-10 aceleran el desarrollo de anticuerpos de alta afinidad, en comparacién con los
animales de control. La afinidad de los anticuerpos IgG de la saliva presentes en los animales inmunizados con rhcmvlIL-
10 y de control también se analizara (Figura 20). Finalmente, se usara una modificacion de este ensayo para investigar la
maduracién de la afinidad de los anticuerpos de plasma reactivos con las proteinas de envoltura individuales
seleccionadas (146). Los resultados de esta serie de experimentos permitiran la identificacion de diferencias en la
maduracién de la afinidad en los anticuerpos anti-envoltura generados por animales inmunizados con rhcmviIL-10 y
animales de control.

Alteraciones en CMI
Las respuestas inmunitarias celulares a los antigenos de rhcmvIL-10 y RhCMV se examinaran en PBMC de animales en

los diferentes grupos de tratamiento (Figura 13) mediante tincién de citoquinas intracelulares multiparamétrica (ICS)
(103,116). El analisis fenotipico y funcional determinara las frecuencias de células T virgenes (CD28*CD45RA), centrales
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(CD28*CCRY7*), efectoras transicionales (CD28*CCR7), y efectoras de memoria (CD28CCR7") (CD4 y CD8), y su
capacidad para producir citocinas (IFN-y, TNF-a, y IL-2) y el marcador de desgranulacion CD107a después de la
estimulacion con antigeno. Los antigenos de RhCMV para los ensayos de ICS incluiran lisado de RhCMV, rhcmvIL-10
M1/M2 y conjuntos de péptidos superpuestos para las proteinas de RhCMV pp65-2 y pp28. Mientras que pp65 es
inmunogénico en monos infectados con RhCMV (147), la reactividad a pp28 es minimamente inmunogénica. Por lo tanto,
pp28 servira como marcador para la adquisicion de reactividad inmune de novo en ausencia de rhcmvIL-10 funcional. Las
frecuencias relativas de Treg en sangre periférica se analizaran mediante citometria de flujo mediante el uso de CD127"a°
CD252""° y Foxp3 intracelular como marcadores. La activacion inmune se analizara para determinar las frecuencias de las
células T CD4 y CD8 que expresan CCR5, CXCR3, CD69 y Ki67. Todos los estudios usaran MAb que reaccionan de
forma cruzada con los epitopos de rhesus (Recurso de Reactivos de Primates No Humanos NIH).

Identificacion de epitopos neutralizantes en rhcmvIL-10

La generacion de MAb de macaco para rhcmvlL-10 seguira los procedimientos establecidos para otros antigenos,
incluidos el HCMV, SIV y lainfluenza (135,148-151). Los plasmablastos se distribuyen de las células vivas por la seleccion
inicial de CD19*/CD20a°/CD3-, seguido por la seleccion de IgG*/CD382°/CD2742". Las células Unicas se distribuyen en
cada pocillo de una placa de 96 pocillos para el aislamiento de ARN. Se usaran PBMC de un subconjunto de los diferentes
grupos de tratamiento y animales inmunizados (Figura 13), basados principalmente en la magnitud de los NAb contra
rhcmvIL-10. También se incluiran los animales inmunizados que desarrollaron respuestas de unién pero no de NAb contra
rhcmvIL-10. El ARN se aislara de cada pocillo y se usara para el PCR de transcripcion inversa para amplificar los genes
de las regiones variables de la cadena pesada (H) y ligera (L) (k y A) mediante el uso de pares de cebadores especificos
de rhesus descritos por Kuwata y ofros. (149) Los amplicones de VDJ (H) y VJ (L) se verificaran mediante secuenciacion,
y los clones apropiados se volveran a amplificar con cebadores que contienen sitios de restriccion para la clonacion en
vectores de expresion que contienen las regiones constantes para IgG1, Igk e Igh humanas (152). Las células HEK293
se transfectaran con los vectores de la cadena Hy L. El Ab recombinante en los sobrenadantes de células transfectadas
se purificara con sefarosa de proteina A y se analizara su reactividad a rhcmvIL-10 y antigenos de RhCMV mediante
ELISA.

Para optimizar el disefio del inmundgeno, las caracteristicas de una respuesta inmunitaria efectiva e inefectiva a los
antigenos actuales de rhcmvlIL-10 deben definirse a nivel molecular. Se caracterizaran aproximadamente 25 Ab, cada uno
obtenido de animales que exhiben altos titulos de NAb (inmunizados e infectados naturalmente) contra aquellos que
producen Ab que se unen a rhcmviL-10, pero no neutralizan la bioactividad. El andlisis de secuencia proporcionara una
estimacion inicial de la diversidad de Ab generados durante la inmunizacion e infeccion. Las cadenas H y L de los Ab se
expresaran conjuntamente en un vector de expresion de un solo promotor dual en células HEK293 para aumentar los
rendimientos de Ab para la caracterizacion biofisica. La afinidad de los Ab por rhcmvIL10 se determinara mediante el uso
de resonancia de plasmon de superficie (SPR). Se espera que la afinidad de Ab para rhcmviL-10 esté relacionada con la
efectividad de la respuesta inmunitaria. En segundo lugar, los epitopos de unién a Ab se mapearan utilizando SPR. Estos
experimentos permitiran que los Ab se agrupen en clases que reconozcan regiones similares de rhcmvlL-10. La funcién
de cada Ab se caracterizara entonces en un ensayo de neutralizacion in vitro de rhcmvIL-10. Finalmente, los contactos
detallados de los grupos de epitopos se determinaran mediante cristalografia de rayos X. Esto se lograra al preparar Fab
de cada Ab y cristalizandolos con rhcmvIL-10 como se realizé previamente con cmvIL-10 (48). La comprension de estos
contactos, junto con los otros parametros descritos anteriormente, permitira determinar qué epitopos especificos son mas
efectivos en la neutralizacion de rhcmvlL-10. Estos datos permitiran la optimizacion racional de los inmunégenos mutantes
de rhemvlIL-10 para estimular titulos mas altos de NAb contra rhemvIL-10.

El aislamiento de MAb especifico para rhcmvIL-10 depende de la presencia de un nimero suficiente de plasmablastos
circulantes para facilitar el aislamiento eficiente de clones especificos de cadenas H y L '°. Las células B se aislaran en
los tiempos picos de la respuesta de Ab mediada por la vacuna para maximizar el potencial de aislamiento de clones
especificos de rhcmvIL-10. Si es necesario, se usara la inmortalizacion de células B con EBV (153), si los clones
especificos de rhcmvlL-10 no se aislan facilmente segun la metodologia propuesta. El enfoque general de estos estudios
permite obtener nuevos conocimientos sobre la modulacion de las respuestas inmunitarias del huésped por parte de
HCMV y una base racional para una amplia expansioén de las poblaciones objetivo de la vacuna HCMV actual.
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Ejemplo 6. Inmunizacion con ADN/proteina y desafio con RnCMV de macacos rhesus

Los constructos de ADN de expresion recombinante, pND/rhcmvIL-10M1 y pND/rhcmvIL-10M2 (1), se purificaron
mediante el uso de un kit de purificacion de plasmidos libres de endotoxinas (Qiagen) y la concentracion se determind
espectrofotométricamente. El ADN se diluyo luego en tampon PBS a 1 mg/ml y se almacené a -80 ° C. Las proteinas
rhemvIL-10M1 y rhecmvIL-10M2 se transfectaron mediante el uso de un sistema de vector de expresién pMT en células
S2 de Drosophila y se purificaron mediante un protocolo de purificacién por afinidad de niquel como se describio
anteriormente (1).

Cuatro macacos rhesus RhCMV negativos se inmunizaron con una combinacién de rhcmvIL-10M1 y rhcmvIL-10M2
mediante el uso de una estrategia dual de ADN/proteina. Los animales se inmunizaron primero con el plasmido rhcmvIL-
10M1/M2 (150 pg intramuscular (IM); 50 pg inyeccion intradérmica (ID)) en la semana 0 y posteriormente se administraron
tres dosis de proteina rhcmvIL-10M1/M2 (50 pg cada una de M1 y M2 IM) a las semanas 6, 12 y 26. Las proteinas se
adyuvaron en Montanide ISA 720, como se describe (1). Los cuatro macacos inmunizados y 4 controles adicionales de
macacos rhesus seronegativos a RhnCMV se desafiaron después subcutaneamente con una UCD59 variante de RhCMV
de UC Davis CNPRC (RhCMV ycpse) a 1000 pfu en cuatro lugares separados en la parte posterior del animal.

Extraccion del ADN

El ADN viral se extrajo del plasma, el hisopo oral y orina mediante el uso del kit QiaSymphony (Qiagen). Las muestras se
extrajeron siguiendo los protocolos del fabricante y se almacenaron para su uso a -80 ° C.

PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR en tiempo real que cuantifica el ADN de RhCMV en plasma, hisopos orales y orina se realiz6 de acuerdo con los
protocolos publicados previamente (2). Los cebadores y las sondas se disefiaron para el gen gB de RhCMV con TET
colocado en el extremo 5 'de la sonda como colorante reportero y el colorante desactivador, 6-carboximetilrodamina
(TAMRA) colocado en el extremo 3' (Applied Biosystems, Foster City, Ca). El volumen total de cada PCR fue de 12,5 pl
mediante el uso de la mezcla maestra de PCR universal Tagman IX (Applied Biosystems) con 17,5 pmol de cebadores
directos e inversos, sonda de 2,5 pmol y muestra de ADN de 5 yl. gPCR se realizé utilizando el sistema de deteccion de
secuencias ABI prism 7900. Todas las muestras se corrieron por triplicado y se cuantificaron utilizando una curva estandar
de dilucion en serie de 10 veces del plasmido gB de RhCMV que contiene 108 a 10° copias por 5 pl.

ELISA para detectar anticuerpos rhcmvIL-10

Los anticuerpos de union contra rhemvlL-10 se caracterizaron por ELISA (1). En resumen, las microplacas de 96 pocillos
(Immulon 4 HBX, Dynex Technologies Inc.) se cubrieron toda la noche a 4 °C con rhcmvlL-10 purificado por afinidad de
niquel (12,5 ng/pocillo) en tampon de recubrimiento (solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (Sigma)/0,375 % de
bicarbonato de sodio (GIBCO)). Cada placa se lavo subsecuentemente 6 veces con PBS/0,05 % Tween 20 (Sigma) (PBS-
T) y se bloque6 con 300 pl/pocillo de PBS/1% de albumina de suero bovino (BSA) (Sigma) durante 2 horas a 25 °C en
una incubadora con temperatura controlada. Después de lavar las placas 6 veces con PBS-T, se afiadieron 100 pl de una
dilucion 1:100 de plasma de monos rhesus (en PBS-T/1% de BSA), o 100 ul de hisopo oral en PBS (1:10 concentracién
final) a cada pozo y se incubé a 25 °C durante 2 horas. Cada muestra se evalu6 por triplicado. Las placas se lavaron
subsecuentemente 6 veces con tampoén de lavado PBS-T y se cargaron con 100 pl/pocillo de una dilucion 1:120 000 de
IgG de cabra-anti-mono conjugada a peroxidasa (Kirkegaard& Perry Laboratories, Inc - KPL) y se incubaron a 25 °C
durante 1 hora. Las placas se lavaron después 6 veces con tampén de lavado PBS-T y se afiadié 100 pl/pocillo de sustrato
de tetrametilbenzidina liquido (TMB) (Sigma) y se incubaron durante 30 min a 25 °C. El desarrollo del color de TMB se
detuvo por la adicion de 50 ul/pocillo de 0,5 M de acido sulfurico. Después de una incubacién de 5 minutos a temperatura
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ambiente, el desarrollo del color se cuantificd espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm en un lector
de microplacas Modelo 680 (BioRad). El umbral para que una muestra se considere positiva para una respuesta especifica
del anticuerpo rhcmvlIL-10 se establecié en 3 desviaciones estandar por encima de la densidad 6ptica media seronegativa
de control derivada de 30 muestras seronegativas.

ELISA de RhCMV

El ELISA de RhCMYV se realizoé similar al ELISA de rhcmviIL-10 con ligeras variaciones. Las microplacas de 96 pocillos se
recubrieron con 0,25 ug/pocillo de viriones inactivados por calor de RhCMV en un tampén de recubrimiento y se incubaron
durante toda la noche a 4 °C. Luego, las placas se lavaron con PBS/T y se incubaron 2 horas a temperatura ambiente
(RT) con plasma o hisopo oral (diluciones 1:100 o 1:10 en PBS/T, respectivamente). Las placas se lavaron con PBS/T y
luego se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con IgG anti-mono de cabra conjugada con peroxidasa diluida en
PBS/T a 1:190 000. Las placas se desarrollaron y cuantificaron de manera idéntica al ELISA de rhcmvIL-10.

Ensayo de avidez de los anticuerpos contra rhcmvIL-10

La unién por avidez de anticuerpos contra rhcmvIL-10 se evalué de manera similar al protocolo de ELISA, excepto que
después de la incubacion primaria de 2 horas con el plasma diluido, los pocillos se incubaron en 6M de urea recién
preparada durante cinco minutos a temperatura ambiente, y se lavaron después extensamente con PBS-T. El anticuerpo
secundario de cabra anti-mono se afiadié después durante 1 hora, y las placas se lavaron y procesaron para el desarrollo
colorimétrico de acuerdo con el protocolo de ELISA. El indice de Avidez (Al) se calculé al dividir la densidad 6ptica media
de una muestra tratada con 6M de urea por la densidad 6ptica media de la muestra no tratada con 6M de urea.

Neutralizacion de la funcion rhemvIL-10 in vitro

Los anticuerpos en plasma de animal dirigidos contra rhcmvIL-10 se caracterizaron por un ensayo de neutralizacion de
proteinas basado en células (1) con modificaciones menores. En resumen, las muestras de plasma se diluyeron (1:1000)
en RPMI/10 % de suero fetal bovino/penicilina-estreptomicina/L-glutamina (1 mL volumen final) en presencia o ausencia
de rhcmviL-10 recombinante (1,0 ng/mL) durante 3 horas a 37 °C. 200 yL de mezclas de plasma +/rhcmvIL-10 se
incubaron después (cada uno por triplicado) con 4 x 10 PBMC purificados por Ficoll/pocillo en una placa de 96 pocillos
con fondo en U (Falcon) durante 30 minutos en una incubadora con humedad a 37 °C (5 % de COy). Lipopolisacarido
(LPS) (de E. coliO127:B8; Sigma) se afiadié después alas células (5 pg/mL concentracion final) y las células se incubaron
24 horas a 37 °C (5 % de COy). El sobrenadante se colecté el dia siguiente y se almacend a -80 °C hasta ensayarse para
la produccion de IL-12. La secrecion de IL-12 por los PBMC activados con LPS se midi6 por ELISA (U-Cytech, Holanda),
de acuerdo con el protocolo del fabricante con ligeras variaciones. En resumen, las microplacas de 96 pocillos (Immulon
4 HBX) se recubrieron con el par de anticuerpos IL-12 suministrado (p40 + p70) y se incubaron durante toda la noche a 4
°C. Las placas se lavaron 6 veces con PBS-T y se incubaron con PBS/1% de tampdn de bloqueo BSA durante 60 minutos
a 37 °C. El tampon se elimind, se agregaron 100 pl/pocillo de sobrenadante de PBMC y la mezcla de células se incubd a
4 °C durante toda la noche. Las placas se lavaron después 6 veces con tampén de lavado PBS-T, se afiadié 100 uL/pocillo
de anticuerpo anti-mono detector de ELISA, y las células se incubaron 1 hr a 37 °C. Después del lavado, se afiadié 100
pL/pocillo de polimero de estreptavidina-HR (SPP) conjugado (U-Cytech) y se incubaron a 37 °C durante 1 hr. Después
del lavado, se afadio el sustrato TMB (100 uL/pocillo), y las placas se incubaron a 25 °C durante 11 min. El desarrollo del
color se detuvo por la adicion de 0,5 M de acido sulfarico (50 pL/pocillo). Luego de una incubacién de 5 minutos (25 °C),
las placas se leyeron a una longitud de onda de 450 nm en un lector de microplacas Modelo 680 (BioRad). Las
concentraciones de |IL-12 se cuantificaron mediante el uso de un estandar de IL-12 recombinante diluido en serie 2 veces
(U-Cytech) que se incluyd en cada placa. La neutralizacion se calculé como el inverso de la relacion de (concentracion de
IL-12 + rhemvIL-10 + plasma)/(concentracion de IL-12 + plasma solo) y se expresd como el "por ciento (%) de IL-10
neutralizada."

Tincién de citocinas intracelulares (ICS)

Para evaluar las respuestas de las células T a rhcmviIL-10, las PBMC purificadas con gradiente de Ficoll criogénicamente
conservadas se descongelaron y descansaron durante la noche a 37 °C en medio RPMI completo que contenia FCS libre
de endotoxinas al 10 %. L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, estreptomicina 100 pg/ml, 2-mercaptoetanol 50 uM y
Hepes 10 mM vy se tifieron (3) con leves modificaciones. Brevemente, las PBMC (2,5x10 © células/mL en placas de 48
pocillos) se trataron con viriones de RhCMV inactivados por calor (10,0 pug/mL), proteinas rhcmvIL-10 no funcionales
rhemvIL-10M1 y rhemvIL-10M (5,0 pg/mL), o medios solos en presencia de anticuerpos monoclonales coestimuladores
para CD28 (clon 28.2) y CD49d (clon 9F10) (5 ug/mL cada uno; ebiosciences) durante 6,5 horas con la adicion de
Golgistop y Golgiplug después de primeras 1,5 horas. La tincién de la superficie se realizd6 mediante el uso de anticuerpos
monoclonales directamente conjugados contra CD3 humano (con reactividad cruzada con macacos rhesus) (clon SP34-
2), CD4 (clon L200) y CD8 (SKI del clon) (BD Biosciences). Las células se fijaron y se permeabilizaron luego mediante el
uso del kit de Fijacion/Permeabilizacion (BD Biosciences) y las células se tifieron internamente para IFN-y (clon 4S.B3;
BD Biosciences). Se establecio un valor basal de fondo para cada animal mediante la corrida de una muestra paralela sin
estimulacion con antigeno. Este valor se rest6 de la muestra correspondiente estimulada con antigeno.

Citometria de flujo
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Se realiz6 citometria de flujo de cuatro colores mediante el uso del software FACSCalibur con CellQuest (BD Biosciences).
Los resultados se analizaron y se mostraron mediante el uso del software FlowJo (Tree Star).

Microscopia

Las biopsias de piel se fijaron en paraformaldehido, se embebieron en parafina, se seccionaron en serie y se procesaron
para la tincion H&E y el marcado de inmunofluorescencia. Todas las secciones se desparafinizaron con xileno al 100% (3
lavados, 5 minutos cada uno) y se lavaron 3 veces en etanol al 100% (EtOH). La actividad de peroxidasa endogena se
inactivd sumergiendo las secciones en 3 % de H2O2 en metanol (MeOH) durante 20 minutos seguidos por 2 lavados
adicionales de EtOH al 100% y un lavado en 95 % y 70 % de EtOH cada uno. Las secciones se lavaron luego durante 10
minutos en H,O desionizada y se trataron con una solucién de antigeno DECLOAKER (Biocare Medical) durante 4 horas
a 97 °C y se llevaron gradualmente a temperatura ambiente (RT). Después de lavar las muestras en PBS (2 veces, 5
minutos cada una), las muestras se bloquearon en Dako Universal Blocker (Invitrogen) durante 30 minutos. Las secciones
se tifieron luego con anticuerpos monoclonales que reaccionan de forma cruzada con CD68 de mono (KP1) (Thermo
Scientific) y anticuerpos policlonales de conejo anti-RhCMV IE-1. Las secciones se lavaron y luego se tifieron de manera
fluorescente con DyLight 488 y Dylight 595 (Vector Labs) y subsecuentemente se montaron con reactivo
antidesvanecimiento Prolong Gold con Dapi (Invitrogen). Las imagenes se tomaron mediante el uso de luz fluorescente y
un filtro de un solo paso (Optica Omega) con una camara digital (Axicam, Carl Zeiss, Alemania) operada por el software
AxioVision. Las imagenes se procesaron con Adobe Photoshop (sistemas Adobe).

Andlisis Estadistico
Todo el analisis estadistico se realizé6 mediante el uso de Prism 4 (GraphPad Software Inc.).
Respuestas de anticuerpos en macacos rhesus inmunizados

Se inmunizaron cuatro macacos rhesus seronegativos a RhCMV con una combinaciéon de plasmidos de expresion de
rhemvIL-10M1 y rhemvIL-10M2 (rhcmvIL-10M1/M2) seguido de 3 refuerzos de proteina rhcmvIL-10M1/M2 purificada de
acuerdo con la Figura 21. Como se describié anteriormente (1), rhcmvIL-10M1 y rhcmvIL-10M2 tienen dos mutaciones
puntuales que los hacen biolégicamente no funcionales. Esto permite la produccion de anticuerpos anti-rhcmvIL-10
desarrollados tras la inmunizacién, en ausencia de la actividad inmunosupresora de la citocina rhcmvIL-10 de silvestre.
La vacuna rhcmvIL-10M1/M2 estimulé altos titulos de anticuerpos de unién con una cinética comparable entre los cuatro
animales (Figura 22A). Mientras que la inmunizacién inicial con el plasmido de ADN provocé niveles minimos de
anticuerpos con solo un animal midiendo los niveles detectables, todos los animales fueron positivos para Ab especificos
para rhcmvIL-10 en la semana 8 después de la inmunizacion (p.i.), dos semanas después del primer refuerzo de proteinas
(administrado en la semana 6 p.i.). Los subsecuentes refuerzos de proteina (a las semanas 12 p.i. y 26 p.i.) generaron
rapidos aumentos de anticuerpos de unién con un promedio de absorbancia (Asso) de 1,5 en el momento del desafio
(semana 34 p.i.). No se presentaron anticuerpos especificos contra rhcmviL-10 antes de la inmunizacion.

Para determinar la eficacia de los anticuerpos de unién en el bloqueo de la actividad de rhcmvIL-10, se realizé un ensayo
de neutralizacion de rhcmvlL-10. Este ensayo mide la produccion de IL-12 en PBMC aislados estimulados con LPS. La
produccion de IL-12 se bloquea completamente mediante la adicion de rhcmvlL-10 recombinante al ensayo. Por lo tanto,
los anticuerpos neutralizantes (NAb) presentes en el plasma animal neutralizan la actividad biolégica de rhcmvIL-10
recombinante, lo que resulta en un aumento en la produccién de IL-12, que se monitorea mediante ELISA. Como se
muestra en la Figura 22B, 1 de los 4 animales vacunados desarrollo titulos de NAb 4 semanas después del refuerzo de
proteina inicial (33 % de neutralizaciéon de rhcmvIL-10), mientras que todos los animales exhibieron NAb contra rhcmvlL-
10 1 semana después del segundo refuerzo de proteina con un promedio de 46 % de actividad de rhcmvIL-10 neutralizada
(Figura 22B). Tres animales demostraron un aumento en las NAb después del tercer refuerzo de proteina con niveles
maximos ( ~ 100 % de neutralizacion de rhcmvIL-10) alcanzado en las semanas 27-30 p.i. (1-4 semanas después del
tercer refuerzo con proteina). El tercer refuerzo proteico provoco solo un aumento moderado en los niveles de anticuerpos
neutralizantes ( ~ 38 % de neutralizacion de rhcmvIL-10) en el animal restante. Estos hallazgos demuestran que los
animales vacunados han desarrollado respuestas de anticuerpos eficaces para bloquear la funcién de rhcmvIL-10.

Respuestas inmunitarias después del desafio: La vacuna rhcmvIL-10M1/M2 altera el entorno de las células reclutadas en
el lugar de la infeccion.

Seis semanas después del ultimo refuerzo de proteinas, los cuatro macacos vacunados y un grupo control de cuatro
macacos no vacunados se inocularon por via subcutanea con 10° p.f.u. de R"CMVycpsg (Figura 21) Para observar la
induccién de las respuestas inmunitarias locales al desafio viral, se tomaron biopsias de piel en el sitio de la inoculacién
una semana después del desafio (p.c.). Las tinciones de H&E revelaron que los animales inmunizados tuvieron
disminuciones demostrables en el infiltrado global de células inflamatorias en el sitio de inoculaciéon con una disminucién
especifica en el reclutamiento de células polimorfonucleares (PMN) (Figura 3). También hubo evidencia de un aumento
de los restos celulares que indica la muerte de neutréfilos en los animales vacunados. Ademas, mientras que todavia
muestra alguna diferencia, los vacunados que previamente tenian titulos bajos de NtAb contra rhemvIL-10 (37 % de
neutralizacion de rhcmvlL-10 predesafio), tenian una respuesta inmunitaria mas caracteristica fenotipicamente de los
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animales controles no vacunados con un aumento en el infiltrado de células inmunes y una mayor frecuencia de células
PMN.

Las biopsias de piel también revelaron una disminucién visible de las células infectadas en el sitio de la inoculacion en el
grupo de la vacuna en comparacion con los controles. Especificamente, se observd una disminucion en las células
citomegalicas en la tincion de H&E, y cuando las secciones se tifieron de manera inmunofluorescente para el antigeno
RhCMV IE-1 (datos no mostrados). No hubo diferencias distinguibles en la frecuencia de macréfagos en el sitio de la
infeccidon como se visualiza mediante el uso de un anticuerpo monoclonal para CD68.

Respuestas inmunes contra RhCMV y rhecmvIL-10

Las respuestas de anticuerpos de unién a rhcmvlL-10 después del desafio se midieron en los grupos vacunados y de
control (Figura 24A). Los animales vacunados mostraron titulos maximos de anticuerpos de unién en el momento del
desafio. Por el contrario, los titulos de anticuerpos de unién a rhcmvIL-10 en animales controles no pudieron detectarse
hasta ~ 3 semanas después del desafio. (Figura 24A) Tres animales vacunados exhibieron altos niveles de NAb contra
RhcmvIL10 que persistieron durante 8 semanas p.c. (Figura 25). El vacunado restante mantuvo niveles bajos de NAb
contra rhemvIL-10 (~ 10 % de neutralizacion de rhcmvlIL-10), disminuyendo subsecuentemente a niveles indetectables.
A diferencia del grupo vacunado, los NAb contra rhcmvIL-10 no se detectaron en el grupo control hasta 7-10 semanas
p.c. y alcanz6 un nivel medio de 85 % de neutralizacion de rhcmvlL-10 en la semana 20 p.c. (Figura 25).

Los titulos totales de anticuerpos en plasma contra RhCMV aumentaron con una cinética esencialmente idéntica y
alcanzaron niveles similares entre los grupos de vacuna y de control (Figura 24A). Se observaron cinéticas y titulos de
anticuerpos similares en todos los animales con deteccién inicial de anticuerpos a partir de 2-4 semanas p.c., aumentando
a niveles medianos de 1,3 Ass en el grupo vacunado y 1,4 A4so en los controles por semana 24 p.c. La aparente fuerza de
union de los Ab fue similar, ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos en el ensayo de avidez.

Dado que se observaron diferencias en la patologia celular en el sitio de la infeccién después del desafio viral (Figura 23),
los niveles de anticuerpos contra rhcmvIL-10 y RhCMV de union a la mucosa se midieron mediante hisopos orales (Figura
24B). Estos estudios se realizaron para estimar los niveles de anticuerpos (Ab) presentes en la piel y otros tejidos en el
momento del desafio y durante el curso de la infeccion. Los titulos de anticuerpos de unién detectados en la saliva fueron
mas bajos que en el plasma. Sin embargo, similar a lo que se observé en plasma, los anticuerpos de unién a RhCMV se
desarrollaron con una cinética esencialmente idéntica y a niveles generales similares en los grupos de la vacuna y de
control. (Figura 24B). El analisis de los anticuerpos de unidon a rhcmvlL-10 revel6 niveles bajos pero significativos de
anticuerpos IgG especificos para rhcmvlL-10 presentes en la saliva del grupo de la vacuna (nivel mediano = 0,052 Asso),
que persistié hasta 6 semanas p.c. (Figura 24B). Por el contrario, los animales controles nunca desarrollaron niveles
positivos de anticuerpos especificos contra rhcmvIL-10 durante todo el curso del estudio.

Los estudios anteriores en macacos rhesus seropositivos a RhCMV han demostrado que las respuestas de anticuerpos
inducidas, o reforzadas, por las inmunizaciones con rhcmvIlL-10M1/M2 no reaccionan de manera cruzada con rhiL-10
celular. Para verificar que esto también es cierto después de la vacunacion de animales seronegativos a RhCMV, se
probaron anticuerpos séricos de todos los animales vacunados y se encontré que no tenian reactividad cruzada con rhiL-
10 celular.

Vacuna de rhcmvlIL-10 redujo la frecuencia y la magnitud de las cargas virales plasmaticas y la diseminacion viral

Para evaluar si la vacuna de rhcmvIL-10M1/M2 confiere proteccion al RhCMV, también se evaluaron muestras de plasma,
hisopo oral y orina para cargas de ADN viral mediante el uso de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para medir los
niveles de gB de RhCMV. EIl grupo de la vacuna tuvo una frecuencia significativamente menor de muestras de plasma
positivas al ADN del RhCMV (Figura 26A, p=0,0286). Para el grupo de los animales vacunados, nunca se detect6 ADN
viral, mientras que las tres vacunas restantes fueron positivas en un solo momento, 1 semana p.c. Las muestras de plasma
de animal control fueron positivas para ADN viral, 1 semana p.c., y continuaron mostrando niveles bajos intermitentes de
ADN viral en su plasma a lo largo del curso del estudio.

Los animales vacunados exhiben frecuencias significativamente mas bajas, y magnitudes de eliminaciéon de RhCMV, en
fluidos corporales, segun lo monitoreado por el ensayo qPCR para gB de RhCMV (Figuras 27 y 28, p=0,014). Dos animales
vacunados evidenciaron una ausencia completa de eliminacion viral en la saliva y los 2 vacunados restantes fueron
positivos en 2 y 3 puntos de tiempo (semanas 7 y 16 p.c. y semanas 12, 14 y 16 p.c. respectivamente; Figura 27). Por el
contrario, todos los animales controles comenzaron a eliminar 6-7 semanas p.c. y continuaron eliminando cargas de virus
significativamente mayores durante la duracion del estudio. Las muestras de orina del grupo de la vacuna mostraron una
frecuencia extremadamente baja de eliminacion y no se encontré ninguin virus en ningin momento en 3 de los animales,
mientras que el animal restante mostré niveles bajos de eliminacion intermitente (Figura 28). Todos los animales controles
mostraron eliminacion intermitente en la orina durante el transcurso del estudio. Interesantemente, los tres animales
vacunados que eliminaron el virus en la saliva no tenian virus presente en la orina, mientras que a la inversa, el animal
que carecia de eliminacidon en la saliva era el uUnico eliminador de virus en la orina en el grupo de la vacuna.
Adicionalmente, hubo un sol vacunado que carecié completamente de cualquier evidencia de ADN de gB viral en el plasma
y no eliminé el virus ni en la saliva ni en la orina durante todo el curso del estudio.
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En asociacion con las disminuciones en la propagacion viral, se encontré que los animales vacunados tenian respuestas
de células T especificas para rhcmvIL-10 a 0 0 4 semanas p.c. (Figura 29A). Las respuestas se monitorearon mediante
la expresion de IFN-y, que oscil6 entre el 0,005 % y el 0,02% de las células CD3+/CD4+ después de la estimulacion con
rhcmIL-10 M1/M2 (Figura 29A). Los animales controles nunca desarrollaron respuestas especificas a rhcmviL-10.
Adicionalmente, en la semana 4, se encontré que el 50 % de los animales vacunados tenian ~ 4 veces la frecuencia de
activacion de células T CD4+ especificas de RhCMV por la expresion de IFN-y+, en comparacion con la frecuencia media
de los controles (0,12 % frente a 0,025 % de células T IFN-y+ CD4+ de células T CD4+ CD3+ activadas) (Figura 29B).
Mientras que no alcanza importancia debido al pequefio tamafo de la muestra, los resultados siguen la tendencia de
aumento de la defensa inmunitaria que presenta la disminucion del ADN viral y la frecuencia de eliminacion en el grupo
de la vacuna.

Referencias para el Ejemplo 6

1. Logsdon y otros. Design and Analysis of Rhesus Cytomegalovirus IL-10 Mutants as a Model for Novel Vaccines against
Human Cytomegalovirus PloS one, 2011. 6(11)

2. Sequar y otros. Experimental coinfection of rhesus macaques with rhesus cytomegalovirus and simian
immunodeficiency virus: pathogenesis. J Virol 2002. 76(15):7661-71.

3. Oxford y otros. Open reading frames carried on UL/b' are implicated in shedding and horizontal transmission of rhesus
cytomegalovirus in rhesus monkeys. J Virol 2011. 85(10):5105-14.

Aunque el presente proceso ha sido descrito con referencia a detalles especificos de ciertas modalidades de la misma,
no se pretende que tales detalles se consideren como limitaciones del alcance de la invencidon excepto como y en la
medida en que estén incluidos en las reivindicaciones adjuntas.

A lo largo de esta solicitud, varias patentes, publicaciones de patente, publicaciones no de patentes se referencian Las
descripciones de estas patentes y publicaciones en su totalidad se incorporan como referencia en esta solicitud, con el fin
de describir con mas detalle el estado de la técnica a la que pertenece esta invencion.

Secuencias

RhCMV Cepa 68-1
ADN: NUm. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AF200417
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1 gettattagatacctgttgttaaggaaggtgcaggctnagttttttgcaaggtaagectt
61 cttctacccectacacatgeggacttgttcttgagttaagtgtttgtintttttttctta
121 atagttatcgtttncaagtctggcttgattgttcagggggggttgcatctttttagtgag
181 tgtgataccacgacgtagggtgtggtaaccgtacaataatatctgttggttaggagaact
241 taaatgtgtattaggtattattctcttatgctgctaacagaattgettctccgtaactat
301 tatcgtcttacagatagattgcgtttgtttttttttttcaagttccccagcaaaaacagg
361 gagtctgtggctttttggttcgtgtacatcegtgttcgegtatcgaatttgatcttectg
421 cgatgatgtagggtccttgatgtaggatttcgaatatcggtattttttcttttagcaaag
481 tgagggttcgtgtaagtttctatacaaacttatgtgaagtttatgacgttcgtttgttat
541 ctcgagagcggcetegaaccttcttetgtagagctttatttagtgcaactttacggggtgt
601 agaagctaaatgaatctctgaaggtgctactcatttacacttcgaagaaacatccagttc
661 gtgaaaaaaacaagtgtcttcgaaatcatgtttccactatttttgcaattacatctgtga
721 aagtaggcagtagataccagattctnttttanntttgtntgtctcttatacaatggacta
781 cgatgtttctcgagagtatgtcgtaagcettgtengtggtgtanatngagttgctattgtt
841 atttccttttgcacacacagttgtttcaattagatgtttgaccgtgattttgcccacceg
901 geccgggagacaaggeaaggagatntgttttntgegtttgecatttatcatcgttattta
961 ctattagtggtgacaatgacctgtcagattgttgattactttttgggctacagactataa
1021 atcttcaaggatcgaggaaaagcaaacaaataggaaaggaaaaaagggaccaccttacct
1081 gtggcegtctcattetetgttgcageggeggteggtgctgttgtttagectggagaaggag
1141 acgagaacgacgaatcggceggttacaatgeggaggaggaggaggtenttcggeatcatcg
1201 tcgeeggegetatcggaacactactcatgatggeggtggtegtgctttcageccatgace
1261 atgaacacaaagaagtaccaccggectgtgaccecgttcacggtaacttggeaggceatet
1321 tcaaggagttgcgggcgacctacgcttccattagagaaggtttggtatgttaggcaacge
1381 agttctcggatgtcagtccgaatcggaggagtcacagtetgtcatgtgatgatatattge
1441 ttaatttttgttttocagcaaaagaaggacacggtgtactacacatcgcetgttcaatgac
1501 cgcgtgetecatgaaatgetgagtectatgggetgtecgegtgaccaatgaactcatggaa
1561 cattatttagatggtgttctgectcgageaagtcatttagactacgataatageactctg
1621 aatggcttacatgtgtttgcttcatccatgcaggegcetgtatcageacatgttaaagtgt
1681 gtaagtgtttcaggttcgataaccccgegatatgacacgtaaatagegatatcgtggeac
1741 cagacgtcagtcacagtcttccccggtcgagacgceatcttatatcgegatatatcgegga
1801 ttatcgcagtatgtagccgatatatcgtgtcaaagceactccgaacgacattctgatgacg
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1861 gctatcgecttatgtcgeggtatatcgeggaatatcgeagtatatcgeggttatgtegeg
1921 acataaccgtcatgtcgegactatcgecgeatatcgecactatcgegacttggeaccgtg
1981 ccaacgatagtcgaccttagggtggtegtetggtggtggegogctgcttgeggtitgcaa
2041 accggagaggtagcacacgctgattgtcggtttgaagegttgtttacacatgtetttgte
2101 ttggcageccgegttggcatgtactggcaaaacgecagettggatgtacttettggaggt
2161 ggaacacaaggtcagttaaggttgccaggtaggttaaaacgcagaaaccattgttctacce
2221 ggtttectaaaacgecgttcaacgtgttttgcagetcaaccectggaggggcacggcaaa
2281 agccgeggecgaggetgaccttttgctgaactacttggaaacgttectgetgeagttetg
2341 agccagctgtcaatcaaggcagecaaaageagegttctecggtttacaattctcggateg
2401 tttcgctagttaagctctaataaacgtactgtttaaccac ¢

Proteina: Num. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF59907 (SEQ ID NO:1)
MRRRRRSFGI IVAGAIGTLL MMAVVVLSAH DHEHKEVPPA CDPVHGNLAG
IFKELRATYASIREGLQKKD TVYYTSLFND RVLHEMLSPM GCRVTNELME
HYLDGVLPRA SHLDYDNSTLNGLHVFASSM QALYQHMLKC PALACTGKTP

AWMYFLEVEH KINPWRGTAK AAAEADLLINYLETFLLQF

RhCMV Cepa MMU28684

ADN: NUm. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AF200740

1 gcagtagataccagattcttttttagtttgtctcttatacaatggactacgatgtttcte

61 gagagtatgtcgtaagcettgtecgtggtgtagatcgagttgctactgttatttecttttg

121 cacacacagttgtttcaattagatgtttgaccgtgattttgcccaccecggeecgggagac
181 aaggcaaggagatttgttttttgcgtttgccatttatcatcgctatttactattagtggt
241 gacaatgacctgtcagattgttgattattttttgggctacagactataaatcttcaagga
301 tcaaggaaaagcaaacaaataggaaaggaaaaaagggaccaccttacctgtggegtctca
361 ttetetgttgcageggeggteggtgctgttgtttageccggagaaggagacgggaacgac
421 gaatcggceggttacaatgeggaggaggagggggtctttcgacatcatcgtegeecggeget
481 atcggaacactactcatgatggeggtggtcgtgctttcageccatgaccatgaacacaaa
541 gaagtaccaccggcctgtgacceegttcacggtaacttggcaggeatcttcaaggagttg
601 cgggcgacctacgcttccattagagaaggtttggtatgttaggcaacgceagttctcggat
661 gtcagtccggatcggaggagtcacagtctgtcatgtgatgatatattgcettcatttttgt

721 tttgtagcaaaagaaggacacggtgtactacacatcgetgttcaatgagegegtgctcca
781 tgaaatgctgagtectatgggctgtegegtgaccaacgaactcatggaacattatttaga
841 tggtgttctgectcgageaagtcatttagactacgataatageactctgaatggcttaca
901 tgtgtttgcttcatccatgcaggegetgtatcageacatgttaaagtgtgtaagtgtttc
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961 aggttcgataaccccgegatatgacacgtaaatagcgatatcgtggeaccagacgteagt
1021 cacagtcttccctggtggagacgeatcttatatcgegatatatcgeggattatcgcagta
1081 tgttgcgatatatcgtgtcagaacactccgaacgacattctaatgacgactatcgectta
1141 tgtcgeggtatatcgeggaatatcgeagtatgtegeggttatgtcgegacataaccgtea
1201 tgtcgegactatcgeegceatatcgecactatcgegacttggecacggtgccaacaatagtt
1261 gcectctagggtggtegtgtggtggtaggggectgcttgeggtttgcaaaccggagaggta
1321 gcacacgctgattgtcggtttggaaacgttgtttacgcatgtetttgtcttggcageeeg
1381 cgttggcatgtactggcaaaacgeccagcettggatgtacttcttggaggtggaacacaagg
1441 tcagttaaggttgccaggtaggttaaaacgcagaaaccattgttctaccggtttcctaaa
1501 acgccgttcaacgtgttttgcagetcaaccectggaggggeacggcaaaageegeggecg
1561 aggctgaccttttgctgaactacttggaaacgttcetgetgeagttctgagecagetgte
1621 aatcaaggcagccaaaagcagcegttctceggtttacaattcteggategtttcgetagtt

1681 aagctctaataaacgtactgtttaaccac

Proteina: Num. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF61204 (SEQ ID NO:2)

MRRRRGSFDI IVAGAIGTLL MMAVVVLSAH DHEHKEVPPA CDPVHGNLAG
IFKELRATYASIREGLQKKD TVYYTSLFNE RVLHEMLSPM GCRVTNELME
HYLDGVLPRA SHLDYDNSTLNGLHVFASSM QALYQHMLKC PALACTGKTP
AWMYFLEVEH KLNPWRGTAK AAAEADLLLNYLETFLLQF

HCMV Cepa Towne

ADN: NUm. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AF202536

1 atgctgtcggtgatggtctettectetetggtectgategtcttttttctaggegettee
61 gaggaggcgaageeggegacgacgacgacgataaagaatacaaageecgeagtgtegteea
121 gaggattacgcgaccagattgcaagatctccgegtcacctttcatcgagtaaaacctacg
181 ttgcaacgtgaggacgactactcegtgtggctegacggtacggtogtcaaaggctgttog
241 ggatgcagcegtcatggactggttgttgaggcggtatctggagatcgtgttcccegeagge
301 gaccacgtctatcccggactcaagacggaattgcatagtatgegetcgacgcetagaatee
361 atctacaaagacatgcggcaatgecctctgttaggttgcggagataagtcegtgattagt
421 cggctgtctcaggaggcggaaaggaaatcggataacggeacgeggaaaggtetcagegag
481 ttggacacgttgtttagccgtctcgaagagtatctgeactcgagaaagtagegttgegat
541 ttgcagtcegcttceggtgtegttcacccagttactttaataaacgtactgtttaace

Proteina: Num. de Acceso a la Base de Datos GenBank® AAF63437 (SEQ ID NO:3)

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRVK
PTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHS

MRSTLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVIS
RLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRK

Secuencia de aminoacidos de IL-10 humana (Num. de Acceso a la Base de Datos GenBank® P22301.1) (SEQ ID NO:4).
La numeracion de los residuos de aminoacidos que se mutan como se describe en la presente descripcion se basa en
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esta secuencia de aminoacidos, tal que el S en la posicién de aminoacido 19 (subrayado en la alineacién a continuacion)
es el niumero de aminoacido 1.

MHSSALLCCL VLLTGVRASP GQGTQSENSC THFPGNLPNM LRDLRDAFSR
VKTFFQMKDQ LDNLLLKESL LEDFKGYLGC QALSEMIQFY LEEVMPQAEN
QDPDIKAHVN SLGENLKTLR LRLRRCHRFL PCENKSKAVE QVKNAFNKLQ
EKGIYKAMSE FDIFINYIEA YMTMKIRN

Alineamientos de secuencias

Dos cepas de rhesus son 98 % idénticas - 1 aminoacidos cambia en la secuencia sefial. cmvIL-10 de rhesus y humano
comparten el 27 % de identidad de secuencia.

cmvIL-10 de rhesus e IL-10 de humano son 17 % idénticas
Human cmvIL-10 and IL-10 de humano son 26 % idénticas

20]
RhCMV68-2 MRRRRRSFGIIVAG---AIGTLLMMAVVVLSAHDHEHKEVPPACDPVHGNLAGIFKELRA 57
RhCMVMMU28684 MRRRRGSFDIIVAG---AIGTLLMMAVVVLSAHDHEHKEVPPACDPVHGHIAGIFKELRA 57
huHCMV — —————— MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTIKNTKPQCRPED- - YATRLODLRY 52
huILl0P22301L -——————————— MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENS—--CTHFPGNLPNMLRDLRD 46
. * .. * o s kK
34| 38]
RhCMV68-2 TYASTIREGLQKKDTVYYTSLFNDRVLHEMLSPMGCRVTNELMEHY LDGVLPRASHLDYDN 117
RhCMVMMU2 8684 TYASIREGLOKKDTVYYTSLENERVIHEMLSPMGCRVTNELMEHYLDGVLPRASHLDYDN 117
huHCMV TFHRVKPTLORED-- DY SVWLDGTVVKGCWG---CSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPG- 106
huILl0P22301 AFSRVKTFFQMKD-QLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPD- 104
.. .. .k .k . .. * .. hok . * ook .

142| |144
RhCMV68-2 STLNGLHVFASSMQALYQHMLKCP-ALACTGKTPAWMY FLEVEHKLNPWRGTAKAAREAD 176
RhCMVMMU28684 STLNGLHVFASSMQALYQHMLKCP-ALACTGKTPAWMYFLEVEHKLNPWRGTAKAAAERD 176
huHCMV -LKTELHSMRSTLESIYKDMRQCP-LLGCGDKSVISRLSQEAERKSD--NGTRKGLSELD 162
huILl10P22301 - IKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQE-KGI YKAMSEFD 162

HH R H Kok ke I
1145

RhCMV68-2 LLLNYLETFLLQF--- 189
RhCMVMMU28684 LLLUYLETFLIQF--- 189
huHCMV TLESRLEEYLHSRK-- 176
huILl0P22301

IFINYIEAYMTMKIRN 178

-k

Los segmentos de residuos de rhcmvIL-10 42-85, 169-189 estan sombreados; las posiciones de los residuos mutados en
rhcmvIL-10 R63 (34), Q67 (38), E174 (142), D176 (144) estan numeradas (nUmeros en negrita sobre las secuencias) de
acuerdo con la secuencia de IL-10 humana madura (SEQ ID NO: 4) de manera que S19 (subrayado en la alineacién
anterior) es el residuo 1.

os segmentos de residuos de hucmvIL-10 39-78, 155-176 estan sombreados; las posiciones de los residuos mutados en
cmvIL-10 humano K58 (34), Q62 (38), E160 (142), D162 (144) estan numeradas (nUmeros en negrita sobre las
secuencias) de acuerdo con la secuencia de IL-10 humana madura de manera que S19 (subrayado) es el residuo 1.

Otras posiciones de residuos deseables para las mutaciones, ademas de las actuales, son el residuo 20 (numeracion de
secuencias de IL-10 humana madura), que es Ala49 en RhcmviL-10, y Ala44 en cmvIL-10 humana (numeracién de
secuencias de IL-10 humana madura).

A continuacion, se muestran las secuencias de aminoacidos de las proteinas cmvIL-10 humanas (identificadas por el
numero de acceso a la base de datos GenBank®) que tienen diferentes longitudes, con 3-7 treoninas cerca del extremo
N. Estas secuencias se alinean con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 descrita en este documento (nimero
de acceso a la base de datos GenBank® AAF63437) y las regiones de aminoacidos y mutaciones que corresponden a
las descritas en este documento para la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 se proporcionan a continuacion.
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gb|ABD18482.1]| MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTT IKNTKPQCRPEDYATRLODLEVTFHR &0
RF182315 MLSVHMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPA----- TTTIKNTEPQCRPEDYATRLODLREVTFHR 55
gb|ABD18476.1| MLEVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAT --~TTTTIKNTKPQCRPEDYATRLODLEVTFHR 57
SEQ ID MO:3 MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAT-——-TTTIKNTKPOCRPEDYATRLODLEVTFHR 56
gb|ACL27109.1| MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPA————— TTTTENTKPQCRPEDYATRLODLEVTFHR 55
gb|ABD18482.1| VEPTLQREDDY SVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLETELHSMRS 120
AF182315 VKPTLQREDDY SVWLDGTVVEGCHWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRS 115
gblABD18476.1]| VKPTLQREDDY SVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLEKTELHSMRS 117
SEQ ID NHO:3 VKPTLQREDDY SVWLDGTVVKGCHWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMRS 116
gb|ACL27109.1]| VEKPTLQREDDY SVWLDGTVVEGCHGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLEKTELHEMRS 115
gblABD18482.1]| TLESIYKDMROQCPLLGCGDESVISRLSQERERKSDNGTREGLSELDTLFSRLEEYLHSRE 180
AF182315 TLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKS DNGTREGLSELDTLFSRLEEYLHSRE 175
gb|ABD18476.1| TLESIYKDMRQUCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKS DNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSRE 177
SEQ ID NO:3 TLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTREGLSELDTLFSRLEEYLHSEE 176
gb|ACL27109.1| TLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTREGLSELDTLFSRLEEYLHSRE 175
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Intervalo 1 Intervalo 2 muts hInlo maduro # 34 38 142 144
gb|ABD18482.1| 43-82 159-180 62 66 164 166
AF182315 38-77 154-175 57 61 159 161
gb|ABD18476.1| 40-79 156-177 59 63 161 163
SEQ ID NO:3 39-78 155-176 58 62 160 162
gb|ACL27109.1| 43-82 159-180 62 66 164 166

A continuacion se muestran las secuencias de aminoacidos de las proteinas rhcmvlIL-10 etiquetadas con His expresadas

en células de insecto para la caracterizacion inicial y la inmunizacion.

AF1 secuencia sefial subrayada, sitio FXa = IEGR. Cortes de proteasas a la derecha de laR
Las inmunizaciones se realizaron con pMTA-rhcmvIL-10FXH con las mutaciones apropiadas.

PAHF-rhemvIL1O0 MRPTLLWSLLLLLGVFARAAAAPPHHHHHHSDIEGRAHDHEHKEVPPACDPVHGNLAGIF 60
PMTA-rhemvIL10FXH  MRPTLLWSLLLLLGVFAAAAAR-———————————=—— HDHEHKEVPPACDPVHGNLAGIF 45
rhemvillOWT 68-2  MRRRRRSFGIIVAGAIGTLLMMAVVVLS-------- AHDHEHKEVPPACDPVHGNLAGIF 52
* K I ‘k‘:.: ke k k ok ke ko k ok ok ke k ok ok ke ke ke ok ok ok ok ok ok
pAHF-rhemvILLO KELRATYASIREGLOKKDTVYYTSLFNDRVLHEMLSPMGCRVTNELMEHYLDGVLPRASH 120
PMTA-rhemvILLOFXH KELRATYASIREGLQKKDTVYYTSLFNDRVLHEMLSPMGCRVTNELMEHYLDGVLPRASH 105
rhemvillOWT 68-2  KELRATYASIREGLOKKDTVYYTSLFNDRVLHEMLSPMGCRVTNELMEHYLDGVLPRASH 112
Khkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkhkhhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkhkhkhhhkhkhhhkhkkhhdhhhxhkkhkhxkxhkhkkxxkx)xkhkh)x)xkk
PAHF-rhemvIL10 LDYDNSTLNGLHVFASSMQALYQHMLKCPALACTGKT PAWMYFLEVEHKLNPWRGTAKAR 180
PMTA-rhemvIL10FXKH  LDYDNSTLNGLHVFASSMQALYQHMLKCPALACTGKTPAWMYFLEVEHKLNPWRGTAKAA 165
rhemvillOWT 68-2  LDYDNSTLNGLHVFASSMOALYQHMLKCPALACTGKTPAWMYFLEVEHKLNPWRGTAKAA 172

Kk ok koK ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke kK sk ok sk sk sk ok sk sk ok ok sk ok ok ok Rk ok ok kK ok sk sk ok sk ok ok ok ok ok kR ok ok ok sk ok ke ok ok ok ok

pAHF-rhcmvIL10 AEADLLLNYLETFLLQF---—-—-——-—————— 197
PMTA-rhemvIL10FXH AEADLLLNYLETFLLQFSIEGRTGHHHHHH 195
rhemvillOWT 68-2  AEADLLINYLETFLLQF-------=-—----= 189
Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kkokokk
Tabla 1
‘ ) o |Abreviatura
Residuo de Aminoécido — —
‘ |Cod|go de tres letras |Cod|go de una letra
Alanina Ala A
‘Arginina |Arg |R
‘ Asparagina | Asn | N
‘Acido aspartico (Aspartato) |Asp | D
‘ Cisteina | Cys | C
‘Glutamina |Gln |Q
‘Acido glutamico (Glutamato) |Glu |E
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Glicina Gly
Histidina His
Isoleucina lle

Leucina Leu
Lisina Lys
Metionina Met
Fenilalanina Phe
Prolina Pro
Serina Ser
Treonina Thr
Triptéfano Trp
Tirosina Tyr
Valina Val

Tabla 2
Residuo de Aminoacido Modificado Abreviatura

Derivados de Residuo de Aminoacido

acido 2-Aminoadipico Aad
acido 3-Aminoadipico bAad
beta-Alanina, acido beta-Aminopropriénico bAla
acido 2-Aminobutirico Abu
acido 4-Aminobutirico, acido Piperidinico 4Abu
acido 6-Aminocaproico Acp
acido 2-Aminoheptanoico Ahe
acido 2-Aminoisobutirico Aib
acido 3-Aminoisobutirico bAib
acido 2-Aminopimélico Apm
t-butilalanina t-BuA
Citrulina Cit
Ciclohexilalanina Cha
acido 2,4-Diaminobutirico Dbu
Desmosina Des
acido 2,2'-Diaminopimélico Dpm
acido 2,3-Diaminopropriénico Dpr
N-Etilglicina EtGly
N-Etilasparagina EtAsn
Homoarginina hArg
Homocisteina hCys
Homoserina hSer
Hidroxilisina Hil
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Alo-Hidroxilisina aHil
3-Hidroxiprolina 3Hyp
4-Hidroxiprolina 4Hyp
Isodesmosina Ide
alo-Isoleucina alle
Metionina sulfoxido MSO
N-Metilglicina, sarcosina MeGly
N-Metilisoleucina Melle
6-N-Metillisina MeLys
N-Metilvalina MeVal
2-Naftilalanina 2-Nal
Norvalina Nva
Norleucina Nle
Ornitina Orn
4-Clorofenilalanina Phe(4-Cl)
2-Fluorofenilalanina Phe(2-F)
3-Fluorofenilalanina Phe(3-F)
4-Fluorofenilalanina Phe(4-F)
Fenilglicina Phg
Beta-2-tienilalanina Thi

Tabla 3. Espectrometria de Masas del Analisis de RhCMVIL-10

Proteina Masa Calculada Masa Observada Diferencia
- RhCMVIL- 207555 20,762 7
’:].'(':]anHG*' - ok _.: G i
RhCMVIL- 19,717 19,724 7
10FxaHo*
+PNGasa

* secuencia C-terminal =SIEGRTGHHHHHH,** masa de la proteina + 1038 correspondiente

a N-glicano
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Tabla 4. Esquema de Inmunizacién de rhecmvIL-10 M1y M2

SEMANA Inmunégeno  cantidad ruta cantidad ruta # de Mutante
animales

e ) ‘ o e . e V o - ' 3* 2

IM = Intramuscular, ID=Intradermal, *= 4t animal inmunizado sélo con ADN de M2
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Saliva

RhCMV R-T PCR; rhcmviIL-10 NAb; RhCMV NAb

PBMC

RhCMV & rhcmvIL-10 CMI; ELISPOT de células B

Plasma

RhCMV R-T PCR; rhcmvIL-10 & RhCMV NAb; RhCMV
ELISA

Orina

RhCMV R-T PCR

R-T: tiempo real; CMI: inmunidad mediada por células;

Tabla 7: Listado parcial de criterios de resultados

1. NADb contra rhcmvIL-10 en plasma versus eliminacién pre-Vx

o N/l ~lWODN

. NAb contra rhcmvIL-10 en saliva versus eliminacion pre-Vx
. NAb contra RhCMV en plasma versus eliminacion pre-Vx

. NAb contra rhcmvIL-10 en plasma versus saliva

. thcmvIL-10 & RhCMV CMI versus eliminacion Pre-Vx

. NAb contra rhcmvIL-10 Pre-Vx, Peri-Vx, Post-Vx

. Eliminacion Pre-Vx, Peri-Vx, Post-Vx

. CMI Pre-Vx, Peri-Vx, Post-Vx

Eliminacion: Frequencia y AUC; Pre-Vx: semanas 1-12; Peri-Vx:
semanas 13-24; Post-Vx: semanas 25-36
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Reivindicaciones

1.

Una proteina IL-10 de citomegalovirus seleccionada de:
(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:3, o que consiste en la secuencia
de aminoacidos

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRYV
TFHRVKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTE
LHSMRSTLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEE
YLHSRK, 0

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRY
KPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR
STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSR
K. 0

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFH
RKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSM
RSTLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHS
RK, o

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRY
KPTLOQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR
STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSR
K,

o un homalogo de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion
de aminoacido en uno o mas de K58, Q62, E160 y D162, en donde la numeracién es de acuerdo con la SEQ ID
NO:3;

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:2 o un homélogo
de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de aminoacido
en uno o mas de R63, Q67, E174 y D176, en donde la numeracion es de acuerdo con la SEQ ID NO:1,
preferentemente por una sustitucion de aminoacido en uno o mas de Q67R, R63E, E174Q y D176H, mas
preferentemente por sustituciones de aminoacidos en Q67R y D176H o por sustituciones de aminoacidos en
E174Q y D176H, en donde la sustitucién de aminoacido(s) resulta(n) en un fenotipo de union reducida a una
proteina receptora de interleucina 10 (IL-10) y que retiene la inmunogenicidad en comparacion con una proteina
IL-10 de citomegalovirus que carece dicha(s) sustitucion(ones).

Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina IL-
10 de citomegalovirus de la reivindicacion 1.

Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 2.

Una composicion que comprende la proteina IL-10 de citomegalovirus de la reivindicacion 1 o la molécula de acido
nucleico de la reivindicacion 2 o el vector de la reivindicaciéon 3, en un portador aceptable farmacéuticamente.

La proteina IL-10 de citomegalovirus de la reivindicacién 1, la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 2, el
vector de la reivindicacion 3 y/o la composicion de la reivindicacion 4, en cualquier combinacion, para su uso en
tratar una infeccion por citomegalovirus en el sujeto.

La proteina IL-10 de citomegalovirus de la reivindicacién 1, la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 2, el
vector de la reivindicacion 3 y/o la composicion de la reivindicacion 5, en cualquier combinacion, para su uso en
prevenir o mejorar una infeccién primaria de citomegalovirus.

La proteina IL-10 de citomegalovirus de la reivindicacién 1, la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 2, el
vector de la reivindicacion 3 y/o la composicion de la reivindicacion 4, en cualquier combinacion, para su uso en
reducir el riesgo de infeccion por citomegalovirus en un receptor de trasplante o para reducir el riesgo de infeccion
por citomegalovirus en un sujeto inmunocomprometido o inmunodeprimido.

Un anticuerpo neutralizante especificamente reactivo contra una proteina IL-10 de citomegalovirus seleccionado
de:

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:3, o que consiste en la secuencia
de aminoacidos
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MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPAATTTTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRV
TFHRVKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTE
LHSMRSTLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEE
YLHSRK, o]

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRYV
KPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR
STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSR
K. 0]
MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTTIKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHR
VKPTLQREDDYSVWLDGTVVKGCWGCSVYMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSM
RSTLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHS
RK, o

MLSVMVSSSLVLIVFFLGASEEAKPATTTTKNTKPQCRPEDYATRLQDLRVTFHRY
KPTLQREDDYSVWLDGTVWKGCWGCSVMDWLLRRYLEIVFPAGDHVYPGLKTELHSMR

STLESIYKDMRQCPLLGCGDKSVISRLSQEAERKSDNGTRKGLSELDTLFSRLEEYLHSR
K

o un homalogo de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion
de aminoacido en uno o mas de K58, Q62, E160 y D162, en donde la numeracién es de acuerdo con la SEQ ID
NO:3;

(i) una proteina IL-10 de citomegalovirus como se representa en la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:2 o un homélogo
de esta que tiene al menos 90 % de identidad con la misma que se caracteriza por una sustitucion de aminoacido
en uno o mas de R63, Q67, E174 y D176, en donde la numeracion es de acuerdo con la SEQ ID NO:1,
preferentemente por una sustitucion de aminoacido en uno o mas de Q67R, R63E, E174Q y D176H, mas
preferentemente por sustituciones de aminoacidos en Q67R y D176H o por sustituciones de aminoacidos en
E174Q y D176H.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 7

Respuestas de Ab contra rhemvIL-10 (UR)
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Figura 8
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Figura 9

A.

Respuestas de anticuerpos contra rhcmvIL-10
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17A
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Figura 18

120 . Altos
100 . T

Eﬂ -i Titulos de Nab
60 oo L0

Seropositivos
a RhCMV

% de induccion de IL-12 restaurada

84



ES 2716010 T3

Figura 19
Meutralizacién de rhemvIL-10
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Figura 20
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