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DESCRIPCION
Una vacuna de MVA para la administracion de un complejo de UL128 y para prevenir la infeccién por CMV
ANTECEDENTES

Los genomas de citomelgalovirus (CMV) son grandes (> 200 kbp), y el CMV humano (HCMV) codifica 2165 marcos
abiertos de lectura (ORF) que codifican proteinas que le permiten infectar multiples tipos de células, establecer la
latencia y reactivarse y mantener una persistencia de por vida en huéspedes inmunocompetentes (Murphy et al.
2003; Barry y Chang 2007; Hansen et al. 2003; Jarvis y Nelson 2007; Rivailler et al. 2006; Schleiss et al. 2008;
Oxford et al. 2008). Mas del 60 % de los ORF no son esenciales para la replicacién de HCMV en los fibroblastos
(Dunn et al. 2003; Yu et al. 2003), lo que sugiere que la funcién de la mayoria de los ORF de HCMV solo se observa
en células distintas de los fibroblastos y/o in vivo. Un conocimiento mas amplio de HCMV debe incluir estudios
sobre los ORF y sus tipos celulares relevantes distintos a los fibroblastos, el papel que desempefian estas células
en la transmision de HCMV y el uso de modelos animales apropiados.

Las células epiteliales y endoteliales (conjuntamente, "Epi/EC") son tipos celulares importantes para la infecciéon y
transmisién de HCMV. Después de la diseminacién hematdgena desde el sitio de la infeccion primaria, HCMV
infecta las células Epi/EC de los tejidos que son importantes para la transmisién horizontal, como las glandulas
renales, salivares y mamarias (Sinzger et al. 2008). Numerosos estudios han documentado que el virus se puede
excretar en la saliva y en la orina mucho tiempo después de la resolucion de una infeccién primaria y en la leche
materna durante embarazos y lactancias sucesivas (Schleiss 2006a; Britt 2008; Wang et al. 2008; Mansat et al.
1997; Stagno et al. 1975). Durante la transmisién vertical, HCMV pasa de los vasos sanguineos uterinos a las
células progenitoras del citotrofoblasto, y las Epi/EC de las vellosidades coridnicas de la placenta son las primeras
células fetales infectadas por HCMV (Maidji et al. 2006; Maidji et al. 2002). Debido a que Epi/EC juegan un papel
importante tanto en la transmision horizontal como en la vertical, la eficacia protectora de una vacuna contra HCMV
probablemente dependera de su éxito para generar un titulo alto de anticuerpos neutralizantes (AcN) contra las
proteinas antigénicas de HCMV que previenen la infeccidn de este tipo de célula.

El HCMV es una fuente importante de morbilidad y mortalidad en individuos sin un sistema inmunitario funcional,
como los receptores de trasplantes, los coinfectados por el VIH o los fetos/neonatos infectados congénitamente.
Actualmente no existen vacunas aprobadas para prevenir la infeccion y/o la enfermedad por HCMV, sin embargo,
el Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias publicd un informe en el afio 2000 que situa el
desarrollo de una vacuna contra HCMV en la categoria de mayor prioridad debido a las mejoras que supondria
dicha vacuna para la salud humana. Por lo tanto, seria beneficioso desarrollar una vacuna dirigida a los antigenos
virales (Ag) que actdan de mediadores de la infeccion de Epi/EC y fibroblastos.

Revello M Grazia et al., Reviews in Medical Virology, mayo de 2010, vol. 20, n.° 3 (paginas 136 a 155) se refiere
al tropismo del citomegalovirus humano por las células endoteliales/epiteliales. Yujuan Yue et al., Medical
Microbiology and Immunology, Springer, Berlin, DE, vol. 197, n.° 2, 15 de enero de 2008, paginas 117 a 123, se

refiere a la evaluacion de vacunas de citomegalovirus rhesus basadas en un virus vaccinia Ankara modificado
recombinante en macacos rhesus.

SUMARIO

La invencién se define por las reivindicaciones adjuntas. Los modos de realizacién y/o ejemplos de la siguiente
descripcién que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas no se consideran parte de la presente
invencion.

En el presente documento, en un modo de realizacién, se proporciona un sistema de expresion para expresar un
complejo de UL128 (UL128C que incluye UL128, UL130, UL131A, glicoproteina H, glicoproteina L). El sistema de
expresion incluye una construccion de cromosoma artificial bacteriano (BAC), en el que la construccion de BAC
comprende un vector viral insertado con un conjunto de secuencias de ADN que codifican un UL128C. El vector
viral es un vector vaccinia Ankara modificado (MVA).

En otro modo de realizacion, se proporciona una composicion de vacuna para prevenir la infeccion por HCMV. La
composicion de vacuna incluye un vector viral capaz de expresar un UL128C y un vehiculo, adyuvante, aditivo o
combinacién de los mismos farmacéuticamente aceptable. El vector viral es un vector vaccinia Ankara modificado
(MVA).

Se describe un procedimiento para evitar la entrada de HCMV en una célula. Dicho procedimiento incluye poner
en contacto la célula con una cantidad efectiva de un vector viral, comprendiendo el vector viral un conjunto de
secuencias de ADN que codifican un UL128C. El vector viral es un vector vaccinia Ankara modificado (MVA).
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Se describe un procedimiento para tratar una infeccion por HCMV en un sujeto. Dicho procedimiento incluye
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una vacuna de HCMV al sujeto, en el que la vacuna de
HCMV comprende un vector viral capaz de expresar UL128C, y un vehiculo, adyuvante, aditivo (por ejemplo,
CD40L) o una combinacion de los mismos farmacéuticamente aceptable. El vector viral es un vector vaccinia
Ankara modificado (MVA).

De acuerdo con algunos de los modos de realizacién descritos anteriormente, el vector viral es un vaccinia Ankara
modificado (MVA) y el UL128C incluye un conjunto de cinco proteinas de HCMV o fragmentos antigénicos de las
mismas: UL128, UL130, UL131A, glicoproteina L (gL) y glicoproteina H (gH). En algunos modos de realizacién, el
vector viral se inserta ademas con una o mas secuencias de ADN adicionales que codifican una o mas proteinas
de HCMV adicionales o fragmentos antigénicos de las mismas, tales como pp65, gB. Estas proteinas adicionales
podrian ser las dianas dominantes de la inmunidad celular, como pp65 y IE1 u otros mediadores importantes de la
entrada que estimulan AcN, como las glicoproteinas gB, gM, gN o gO.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un par de esquemas que ilustran la insercion de un casete de expresion génica (figura 1A) y los
sitios de insercion de los genes de RhCMV (figura 1B) en el MVA-BAC de acuerdo con algunos modos de
realizacion. La figura 1A muestra un esquema para la insercion de un casete de expresion génica de poxvirus en
el MVA-BAC por mutagénesis «en passant». Primero se genera una construccion de transferencia que comprende:
la secuencia de genes con el promotor mH5 de virus vaccinia aguas arriba, sefial de terminacién de la transcripcion
(TS) aguas abajo, sitio de restriccion génico interno I-Scel y marcador de resistencia a la kanamicina (KanR), ambos
flanqueados por una duplicacién del gen de 50 pb (cajas punteadas). Después, la construccion se amplifica por
PCR y se inserta mediante recombinacion mediada por Red en el MVA-BAC utilizando extensiones con cebadores
de 50 pb homologas. Posteriormente, el marcador de selecciéon KanR se elimina limpiamente mediante la
introduccion mediada por la expresion de I-Scel de una rotura de doble cadena en el sitio I-Scel y una segunda
recombinacion mediada por Red subsiguiente de la duplicacion del gen de 50 pb. La figura 1B muestra los sitios
de insercion (Del2, IGR3, G1L/I8R, extremos del vector BAC (B) en Del3) y las orientaciones de los genes de
RhCMV UL128, UL130, UL131A, gL y gH o gHATM en el MVA-BAC. El orden de insercién se indica mediante los
nameros 1-5.

La figura 2 muestra las transferencias Western (WB) que detectan la coexpresion de subunidades de RhUL128C
expresadas a partir de MVA utilizando antisueros policlonales de conejo. La figura 2A muestra el analisis por WB
de lisados celulares totales de células BHK infectadas con MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA. La figura 2B
muestra el andlisis por WB de lisados celulares totales de células CEF infectadas con MVA que expresan diferentes
combinaciones de las subunidades RhUL128-UL131A o con MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA. Se usaron
células no infectadas o infectadas con MVA como controles negativos. Para el control de la carga, los lisados se
analizaron con el anticuerpo monoclonal 19C2 especifico para la proteina BR5 de virus vaccinia. Los marcadores
de los tamafios de proteinas se expresan en kilodalton (kD).

La figura 3 muestra WB que detectan la expresion de RhUL128, RhUL130, RhUL131A, RhgL y RhgH durante la
propagacion de MVA-RhUL128C en células BHK (5 pases de virus). Se analizaron los lisados celulares totales de
los 5 pases de virus diferentes (P1-P5) con antisueros policlonales de conejo especificos de péptido
correspondientes a cada gen de RhCMV. Para el control de la carga, los lisados se analizaron con el anticuerpo
monoclonal 19C2 especifico para la proteina BR5 de virus vaccinia. Se usaron células BHK infectadas con MVA y
no infectadas como controles.

La figura 4 muestra WB que detectan la co-inmunoprecipitacion de RhgHATM con subunidades de RhUL128C
después de la inmunoprecipitaciéon de RhgHATM expresada por MVA-RhUL128A. Se usaron lisados de células
BHK infectadas con MVA-RhUL128CA para la inmunoprecipitacion con proteina A/G-agarosa y anticuerpo
monoclonal de raton anti-marcador c-myc o anticuerpo de control IgG irrelevante. Las muestras inmunoprecipitadas
se analizaron después por WB con antisueros policlonales de conejo especificos para cada subunidad individual.
Las células BHK infectadas con MVA se analizaron como control.

La figura 5 ilustra la secrecion de RhgHATM tras la expresion de las subunidades de RhUL128C expresadas por
MVA. WB para RhgHATM y RhgH celulares o secretadas después de la expresion de una sola, coexpresion con
RhgL, o RhgL y RhUL128-UL131A. Las células CEF se infectaron a una MOI de 0,1 y se cultivaron durante 36-48
horas en medio sin suero (VP-SFM), y los lisados celulares y el medio concentrado se analizaron con antisueros
policlonales. Se analiz6 MVA no recombinante como control. La proteina BR5 de virus vaccinia se analiz6 como
control de la carga. Las intensidades de banda relativas se expresan mediante nimeros debajo de cada carril.

La figura 6 muestra las mediciones in vitro de AcN en MR vacunados antes del desafio con RhCMV. A y B)
muestran los titulos NT50 medidos en células epiteliales de rifién de mono (MKE) dos (A) y seis (B) semanas
después de la vacunacién (Vx) para los grupos de vacunas indicados. C y D) muestran los titulos NT50 medidos
dos (C) y seis (D) semanas después de la Vx en fibroblastos (Telo-RF). Los valores dados para los MR vacunados
con MVA-RhgB o MVA-venus medidos en Telo-RF ya se han publicado anteriormente (1) (asteriscos). Las
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medianas se representan mediante barras. El rango normativo de NT50 medido en MKE o Telo-RF para monos
infectados de forma natural se indica mediante lineas discontinuas. Las flechas indican el limite de deteccion del
ensayo. Los valores de p que comparan el grupo de vacuna de MVA-RhUL128C y el grupo de vacuna de MVA-
RhUL128CA o uno de los otros grupos de vacunas (RhUL128, RhUL130, RhUL128/UL130/UL131, RhgB, venus)
se calcularon mediante una prueba de suma de rangos unilateral. Los valores de p en C que comparan el grupo
de vacuna de MVA-RhUL128C o de MVA-RhUL128CA y el grupo de vacuna de MVA-RhgB se calcularon mediante
la prueba de suma de rangos bilateral.

La figura 7 muestra la carga virica del virus de desafio RhCMV en plasma de MR vacunados. Se muestra el area
bajo la curva del nimero de copias del genoma detectables en plasma de MR vacunados con MVA-RhUL128CA,
MVA-RhUL128C y animales de control no vacunados 16 semanas después del desafio. La mediana del AUC de
cada grupo se indica mediante una linea continua. Los valores de p entre los grupos de las vacunas y el grupo de
control no vacunado se calcularon mediante una prueba de suma de rangos unilateral.

La figura 8 muestra la expresion de subunidades de UL128C (H-UL128C) humanas de MVA. Se muestran los
resultados de extractos de células enteras en carriles individuales de MVA que expresan los antigenos de las
subunidades de UL128C de HCMV. La deteccion de las proteinas en membranas de PVDF después de SDS-
PAGE se realizo utilizando AcM especificos de HCMV (gH, UL128, UL130) y sueros policlonales (UL131A, glL)
obtenidos en conejos a partir de péptidos especificos de H-UL128C. CEF = fibroblastos de embrion de pollo, BR5
= AcM contra una proteina endégena de MVA utilizada como control de la carga.

La figura 9 muestra la co-inmunoprecipitacion de subunidades de UL128C de HCMV expresadas por MVA. Se
usaron lisados de células BHK infectadas con MVA-UL128C para la inmunoprecipitacion de gH con anticuerpo
monoclonal de raton anti-HCMV-gH 14-4b o anticuerpo de control irrelevante acoplado a proteina A/G-agarosa.
Posteriormente, las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron mediante WB con anticuerpos monoclonales de
raton contra HCMV-gH (clon AP86), UL128 o UL130 y con antisueros policlonales de conejo contra gL o UL131 de
HCMV (como se muestra).

La figura 10 es un esquema para generar MVA-BAC autoescindible. En primer lugar, un vector BAC que consta de
marcador de resistencia al cloranfenicol (CMR), replicon mini-F y casete de expresion de GFP dirigido por el
promotor P11 de virus vaccinia se inserta en el locus de la timidina quinasa (TK) de MVA por recombinacion en
CEF. Posteriormente, se rescata un clon gendmico recombinante de E. coli y se inserta una duplicacion genémica
inversa por mutagénesis «en passant» basada en la recombinacién mediada por Red de 2 pasos en el vector BAC.
Después de la transfeccién de BAC en células permisivas con MVA, las secuencias del vector BAC se eliminan
mediante recombinacion por escisién de la duplicacion gendémica.

La figura 11 ilustra la expresion de insertos de HCMV por MVA reconstituidos a partir de un 1974-MVA-BAC. En la
figura 11A, se muestra la expresion de la proteina fluorescente roja (RFP) por microscopia de fluorescencia de
placas virales Unicas de células BHK-21 infectadas con MVA que contienen casetes de expresion de mRFP en los
sitios de insercion Del2, IGR3 o G1L. MVA también expresa GFP debido a la construccion del vector BAC (lado
derecho de la figura). En la figura 11B, el andlisis por transferencia Western de CEF infectados con MVA que
expresan UL128 humana expresada a partir de Del2, UL131A humana expresada a partir de IGR3, o gH humana
de longitud completa expresada a partir de G1L. Se analizaron CEF infectados con MVA no recombinante como
control no especifico. Las proteinas se detectaron con anticuerpo policlonal de conejo (UL131A) o anticuerpo
monoclonal de raton (UL128, gH).

La figura 12 muestra los titulos de AcN en ratones Balb/C vacunados. A y B) muestran el titulo de AcN (NT50) de
ratones Balb/C en diferentes momentos después de la inmunizacion con las vacunas de MVA indicadas. Los
ratones Balb/C se inmunizaron dos veces, con un intervalo de 4 semanas y los titulos de AcN en suero se midieron
tres semanas después de cada inmunizacion en las semanas 3y 7 y adicionalmente en la semana 20 después de
la primera inmunizacién. Los titulos de AcN se determinaron en células epiteliales ARPE-19 humanas (A) y
fibroblastos de prepucio humano (HFF-1) (B) utilizando la cepa VHL-1 de HCMV para la infeccion. C) muestra la
actividad de neutralizacion 20 semanas después de la primera inmunizacion contra las cepas VHL-1, TB40/Ey TR
de HCMV en células ARPE-19. Las flechas adyacentes al eje y en A, B y C indican el limite de deteccion del
ensayo. La linea de puntos superior de A y C indica la actividad de neutralizacion en sueros combinados de
individuos positivos para HCMV contra la cepa VHL-1 de HCMV medida en células ARPE-19. La linea de puntos
superior de B muestra la actividad de neutralizacién en sueros de donantes positivos para HCMV contra la cepa
de laboratorio AD169 determinada en fibroblastos.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se proporcionan sistemas de expresion y vacunas para usar en la prevencién o el
tratamiento de la infeccién por HCMV. Los sistemas de expresion y las vacunas, que se describen en detalle a
continuacién, generan anticuerpos neutralizantes (AcN) contra proteinas o fragmentos antigénicos de HCMV para
bloquear la entrada del virus a sus células huésped, evitando asi la transmisién horizontal y vertical del virus.
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A pesar de varias décadas de esfuerzo, el desarrollo de la vacuna contra HCMV sigue siendo una prioridad de
salud publica no resuelta (Arvin et al. 2004; Stratton et al. 2001). Se ha logrado cierto progreso con una subunidad
de vacuna basada en glicoproteina B (gB) (Zhang et al. 2006; Zhang y Pass 2004). Las mujeres embarazadas que
desarrollan AcN anti-gB de alta avidez durante la infeccion primaria tienen menos probabilidades de tener un hijo
con infeccidn congénita que las mujeres que no generan anticuerpos anti-gB de alta avidez (Boppana y Britt 1995).
Si bien los resultados resaltan la importancia de los AcN anti-gB para limitar la infeccién congénita, existen factores
indefinidos asociados a la transmision transplacentaria. Algunas mujeres que desarrollaron anticuerpos anti-gB de
alta avidez tuvieron fetos con infeccion congénita, mientras que no se produjo transmisién congénita en mujeres
con anticuerpos de baja avidez (Boppana y Britt 1995).

Se ha demostrado que la inmunoterapia pasiva protege al feto de las consecuencias devastadoras de la infeccion
intrauterina. Esto sugiere que una globulina hiperinmune puede disminuir la frecuencia de la infeccién congénita,
reducir el engrosamiento de la placenta y resolver los signos de la enfermedad en el sistema nervioso central (Adler
y Nigro 2006; Adler et al. 2007; La Torre et al. 2006; Nigro et al. 2005 ; Nigro et al. 2008). Los hallazgos recientes
han demostrado que la mayoria de las globulinas AcN hiperinmunes contra CMV estan dirigidas contra UL128C
(Fouts et al. 2012).

La vacuna atenuada contra HCMV Towne («Towne»), obtenida después de pases repetidos en fibroblastos
humanos (Plotkin et al. 1975), genera AcN para prevenir la entrada en los fibroblastos de HCMV y respuestas
inmunes celulares contra antigenos virales (Gonczol y Plotkin 2001). La inmunizaciéon con Towne protege contra
HCMV a dosis bajas (Plotkin et al. 1989) y protege parcialmente a los receptores de trasplante renal negativos
para HCMV de la enfermedad grave por HCMV tras el trasplante (Plotkin et al. 1991). Aunque Towne estimuld
respuestas linfoproliferativas comparables a la exposicién a virus de tipo salvaje, los titulos de AcN fueron de 10 a
20 veces mas bajos que los observados después de una infeccion natural medida en fibroblastos. La cepa Towne
sufrié6 cambios gendmicos durante la propagacion en fibroblastos humanos, incluida la mutacion de la proteina
UL130 que desestabiliza la expresion en la superficie celular de UL128C (Patrone et al. 2005) (ver mas abajo). De
manera similar a las limitaciones potenciales de la vacuna contra gB (Sinzger et al. 2008; Cui et al. 2008), la
ausencia de AcN contra antigenos de CMV especificos de Epi/EC puede limitar la eficacia protectora de Towne.
Por lo tanto, es probable que Towne esté demasiado atenuada para estimular una inmunidad robusta, atribuible a
la minima replicacion in vivo y la falta de persistencia o evidencia de latencia. En consecuencia, se utilizaron cepas
quiméricas de vacunas entre Towne y un aislado natural (Toledo) en estudios de fase | para aumentar la replicacion
manteniendo la virulencia (Heineman et al. 2006).

Las vacunas basadas en HCMV también pueden estar limitadas por la evasion inmune que deriva en
sobreinfeccion de las mujeres positivas para HCMV por una cepa de HCMV no relacionada que produce infeccion
congénita (Boppana et al. 2001). Se ha probado una estrategia de vacuna con ADN que comprende los antigenos
pp65 y gB en el ambito de los trasplantes, pero los niveles de anticuerpos especificos anti-gB se estimularon
minimamente y los niveles no se consideraron lo suficientemente altos como para proteger contra una infeccion
progresiva (Wilck et al. 2010; WIloch et al 2008; Kharfan-Dabaja et al. 2012).

Un ensayo de fase Il que evaluaba gB recombinante mezclado en el adyuvante MF59 (gB/MF59) demostro una
eficacia del 50 % para prevenir la infeccién primaria por HCMV en mujeres seronegativas que habian dado a luz
en el afio anterior (Pass et al. 1999; Pass et al. 2009). Por el contrario, en un ensayo anterior, una cepa Towne de
HCMV viva atenuada ("Towne") no protegid a las madres seronegativas con al menos un nifio que excretaba
HCMV contra la infeccién primaria por HCMV (Adler et al. 1995). Estos resultados hacen pensar que las vacunas
dirigidas a neutralizar epitopos pueden reducir significativamente la tasa de infeccion primaria en mujeres negativas
para HCMV. Sin embargo, la ausencia de proteccién completa en ambos ensayos sugiere que es necesario actuar
sobre otros epitopos neutralizantes no codificados por gB para eliminar el riesgo de infeccion primaria de la madre
y la infeccién congénita del feto. En particular, deberian incluirse epitopos que induzcan a los AcN a bloquear la
infeccion por HCMV de los linajes de células Epi/EC en las vacunas de CMV como se describe a continuacion.

Después de una infeccion primaria de una célula o una poblacién de células de una superficie mucosa, HCMV se
propaga a través de la sangre a distintos drganos del cuerpo. El HCMV tiene un tropismo infeccioso por muchas
células, como Epi/EC, fibroblastos, macrofagos (Sinzger et al. 2007; Plachter et al. 1996), y citotrofoblastos (Maidji
et al. 2006; Maidji et al. 2002). La entrada de los virus en los distintos tipos de células requiere diferentes complejos
de glicoproteinas de la envoltura gH y gL (gH/gL) (Sinzger y Jahn 2008; Vanarsdall y Johnson 2012). Sin embargo,
debido a su facilidad de uso, el cultivo de HCMV y la cuantificacion de los titulos de AcN se han investigado
tipicamente utilizando fibroblastos.

Los estudios basados en la neutralizacion de la infeccion por fibroblastos usando cepas de HCMV adaptadas al
cultivo tisular (por ejemplo, AD169 o Towne) han identificado glicoproteina B (gB), glicoproteina H (gH) y los
complejos de glicoproteina M (gM) y glicoproteina N (gN) (gM/gN)) como dianas principales de los AcN (Adler et
al. 1998; Britt et al. 1990; Marshall et al. 1994; Rasmussen et al. 1991; Shimamura et al. 2006). gB genera la
mayoria de los anticuerpos encontrados en individuos inmunes que neutralizan la infeccion de los fibroblastos al
bloquear la fusién mediada por gB entre el virién y la membrana celular (Kinzler y Compton 2005; Navarro et al.
1993; Britt 1984; Britt et al. 1988; Gonczol et al. al. 1990; Liu et al. 1991). Sin embargo, al igual que los estudios de
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vacunacion descritos anteriormente, los estudios de neutralizacion basados en fibroblastos definen de forma
incompleta las respuestas de AcN a la infeccién por HCMV. Es probable que esto se deba a la ineficacia en la
prevencion de la infeccién de Epi/EC, ya que los estudios de neutralizacién no han detectado AcN que bloqueen
la infeccion de Epi/EC.

Los genomas de CMV humano (HCMV) y CMV de macaco (RhCMV) son en gran parte colineales (Hansen et al.
2003; Rivailler et al. 2006), y al igual que HCMV, se ha demostrado que la region de virulencia UL/b’ de RhCMV
sufre reordenamientos tras el pase de cultivo que provoca la eliminacién de multiples marcos de lectura abiertos
(ORF) (Oxford et al. 2008). Mientras que la entrada de HCMV en los fibroblastos depende de gB, gM/gN y de los
complejos formados a partir de glicoproteina H, glicoproteina L y glicoproteina O (gH/gL/gO), la entrada en Epi/EC
requiere tres ORF que se encuentran en la region UL/b', UL128, UL130y UL131A. UL128, UL130 y UL131A forman
un complejo proteico pentamérico de virion con gH/gL, llamado UL128C, que participa en la entrada en Epi/EC por
endocitosis dependiente de pH bajo, que es diferente de la fusidn virica con los fibroblastos descrita anteriormente
(Hahn et al. 2004; Isaacson y Compton 2009; Ryckman et al. 2010; Ryckman et al. 2008a, b; Vanarsdall et al.
2008; Wang y Shenk 2005b; Wille et al. 2010).

Las cepas de CMV AD169 y Towne han perdido la capacidad de infectar Epi/EC debido a mutaciones en el locus
UL128-UL131A (Murphy et al. 2003; Wang y Shenk 2005a). En consecuencia, su tropismo celular restringido hace
gue estos virus no sean adecuados para cuantificar AcN que inhiben la infeccion de Epi/EC. El uso de cepas
clinicas de HCMV con tropismo celular intacto ha demostrado que los individuos infectados con HCMV producen
AcN contra UL128C que bloquean potentemente la infeccién de Epi/EC (Genini et al. 2011; Macagno et al. 2010).
Ademas, los estudios dr AD169 con UL128, UL130 y UL131A reparados han demostrado que gB/MF59 y Towne
no inducen un titulo de AcN especifico de Epi/EC comparable a los observados durante la infeccién natural (Cui et
al. 2008). Estos resultados proporcionan evidencia soélida de que UL128C es un determinante importante de la
actividad de AcN especificos de Epi/EC (Cui et al. 2008; Gerna et al. 2008). Por lo tanto, un enfoque para minimizar
la diseminacion del virus de desafio mas alla de las superficies mucosas es actuar sobre estas proteinas mediante
la vacunacion para prevenir la propagacion de la infeccion primaria (ver Wussow et al, 2013, muestran el bloqueo
de la infeccién de Epi/EC y fibroblastos con AcN mediante la vacunacion con UL128C).

La traslacion clinica de una vacuna contra CMV se ve facilitada por estudios en macacos rhesus (MR), que se
considera el modelo mas directamente relevante para los seres humanos. Anteriormente, se demostré que la
inmunizacion de MR negativos para RhCMV con MVA que expresan RhgB induce AcN especificos de fibroblastos
y reduce el virus de desafio RhnCMV en plasma (Abel et al. 2011; Yue et al. 2008; Yue et al. 2003). Ademas, una
vacuna contra MVA trivalente compuesta por RhgB y las dos dianas dominantes de la inmunidad celular,
fosfoproteina 65 (Rhpp65) e inmediata temprana 1 (RhIE1), redujo la excrecién en el 50 % de los animales
vacunados (Abel et al. 2011). Sobre la base de los estudios de que el pentamero UL128C de HCMV es necesario
para la entrada en Epi/EC y es un objetivo importante de AcN, los estudios descritos en los siguientes ejemplos
demuestran que la vacunacién de MR con MVA que expresan UL128C de RhCMV (RhUL128C) inhibe la infeccion
por RhCMV de Epi/EC de macaco y de fibroblastos de macaco. Este enfoque esta respaldado por un estudio que
demostré que la restauracion de UL128, UL130 y UL131A en variantes de RhCMV que carecen de estos ORF
restaura el tropismo epitelial (Lilja y Shenk 2008). Ademas, la inmunizacion de MR o conejos utilizando AD169 con
el gen UL130 reparado y la formacién restaurada del pentamero UL128C conduce a un aumento significativo de la
actividad de neutralizacion que inhibe la infeccion por HCMV de las células epiteliales ARPE-19 en comparacion
con la inmunizacion con AD169 parental (Fu et al., 2012). Los estudios descritos a continuacion en MR negativos
para RhCMV utilizando UL128C de RhCMV como vacuna profilactica para producir AcN fundamenté la
construccién de un equivalente de HCMV que podia prevenir maltiples vias de entrada de la infeccion por CMV.
También pueden construirse vacunas con analogos de UL128C de HCMV o basadas en gB y evaluarse para
obtener AcN que prevengan la infeccion in vitro por aislados clinicos virulentos de HCMV. Una vacuna de este tipo
puede ser incluso mas efectiva para neutralizar la infeccion por HCMV en las vias de infeccion de endocitos y
fibroblastos.

Las formas ensambladas del pentamero UL128C de HCMV junto con subespecies que representan componentes
individuales se expresaron en MVA como se describe en el presente documento, y al menos en los parrafos [0005],
[0010], [0017], y [0018]. Estas combinaciones de antigenos incluyen gH y gL; UL128, UL130 y UL131; UL128C
con gH de longitud completa; y UL128CA con el dominio transmembrana de gH eliminado. Ademas, se insertaron
gB y venus en MVA por separado y se evaluaron de manera similar a las subunidades de UL128C en ratones
Balb/C. Resumiendo, estos experimentos consistieron en dos rondas de inmunizacion espaciadas 4 semanas y
extracciones de sangre obtenidas a nivel basal y a las 3, 7 y 20 semanas. Sorprendentemente, en ratones
inmunizados con UL128C, los titulos de AcN NT50 medidos en células epiteliales ARPE-19 contra la cepa VHL-1
de HCMV se dispararon a 4096 después de una inmunizacion, y aumentaron ~3 veces después de la segunda
inmunizacién, manteniendo la actividad solo ligeramente por debajo del nivel mas alto en el andlisis a las 20
semanas (fig. 12A). Se encontrdé una cantidad paralela, pero mucho menor después de la segunda inmunizacién
cuando se uso la cepa UL128CA, mientras que solo se encontré un nivel muy transitorio y relativamente bajo de
AcN usando gH/gL-MVA y solo un reconocimiento de fondo cuando se us6 gh-MVA o venus-MVA (fig. 12A). La
via de infeccion fue intraperitoneal, lo que puede haber influido en el nivel de AcN, ya que se ha descrito que la
inyeccion subcutanea o intramuscular de MVA puede aumentar el titulo de AcN. No obstante, existe una clara
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diferencia entre todas las otras construcciones y UL128C que posee gH de longitud completa en términos de
induccion de la actividad de neutralizacion en ratones Balb/C.

Sorprendentemente, el titulo de AcN medido en fibroblastos HFF-1 en sueros obtenidos de ratones vacunados con
MVA-UL128C también fue significativamente mayor que el determinado para todos los demas grupos (fig. 12B).
Estos resultados fueron inesperados ya que UL128C nunca ha sido descrito previamente en la bibliografia como
un objetivo de AcN que previene la infeccion de fibroblastos por HCMV. Si bien no se detectd actividad de
neutralizacion en el grupo de la vacuna de MVA-UL128C después de la primera inmunizacion, el titulo de AcN
aumento a 387 después de la segunda inmunizacion e incluso aumenté ligeramente en la semana 20. El bajo titulo
de AcN también se determin6 en ratones inmunizados con MVA-UL128CA o MVA que expresan gH/gL después
de la segunda inmunizacion, aunque en la semana 20 el titulo de AcN cay6 por debajo del limite de deteccion del
ensayo para ambas vacunas. Ademas, la actividad de neutralizacién inducida en ratones vacunados con MVA que
coexpresaban UL128-UL131, MVA-gB680 o venus permanecio indetectable durante las 20 semanas. De nuevo,
la via de inmunizaciéon puede haber sido subd6ptima para la induccién de AcN. Sin embargo, estos resultados
proporcionan una solida evidencia de que el pentamero UL128C es superior a gB o cualquier combinacién de
menos de las 5 subunidades de UL128C para la induccioén de la actividad de neutralizacion que inhibe la infeccién
de Epi/EC y fibroblastos.

Ademas, la potente actividad de neutralizacion medida en células ARPE-19 en sueros de Balb/c vacunados con
MVA-UL128C de la semana 20 no solo fue efectiva contra el virus VHL-1, sino que también fue efectiva contra las
cepas TB40/E y TR de HCMV (fig. 12C). Los titulos determinados para cada uno de los virus eran similares entre
si. El titulo de AcN en sueros de ratones vacunados con MVA-UL128CA determinado para los tres virus diferentes
en células ARPE-19 también fueron similares entre si, pero significativamente menores que el medido en sueros
de ratones vacunados con MVA-UL128C. No se confirmd ninguna actividad de neutralizacion en ratones
inmunizados con MVA que expresaban gH/gL, UL128-UL131A, gB o venus. Estos datos proporcionan una sélida
evidencia de que la vacunacién con el pentdmero UL128C induce una actividad de neutralizacion amplia.

Sobre la base de los estudios descritos anteriormente, se han desarrollado sistemas de expresion, vectores virales
y vacunas que se pueden usar en los procedimientos para inhibir la entrada de HCMV en Epi/EC, fibroblastos o
ambos, y se describen en el presente documento.

Sistemas de expresidn de antigenos de CMV y vacunas

De acuerdo con los modos de realizacién descritos en el presente documento, se proporciona un sistema de
expresion de proteinas antigénicas de HCMV (o0 «sistema de expresion de antigenos») en el presente documento.
En un modo de realizacion, el sistema de expresion de antigenos puede incluir un vector de clonacion para clonar
un vector de expresion que sea capaz de expresar una o mas proteinas antigénicas de HCMV o fragmentos
antigénicos de las mismas.

En un modo de realizacion, el vector de clonacion es un BAC, que es una construccion de ADN que se puede usar
para clonar uno o mas genes diana de HCMV mediante transformacion de bacterias (por ejemplo, E. coli). El uso
de BAC como vector de clonacion permite la clonacion estable de secuencias de ADN muy grandes, y se puede
manipular facilmente utilizando técnicas genéticas establecidas para E. coli. En algunos modos de realizacion, se
usa el vector de clonacion BAC para clonar un vector de expresion. El vector de expresién puede ser un plasmido,
un BAC, un vector viral (por ejemplo, vectores adenovirales, vectores virales adenoasociados, vectores virales de
ARN, vectores lentivirales o vectores retrovirales), un vector viral construido como un BAC, o cualquier otro vector
adecuado que sea capaz de expresar una proteina recombinante, un vector viral o ambos.

En algunos modos de realizacion, el vector de expresion (por ejemplo, el vector viral) es capaz de expresar una o
mas proteinas de HCMV inmunogénicas o antigénicas o fragmentos funcionales de las mismas. Una proteina
inmunogénica es una proteina que, cuando se introduce en un sujeto, es reconocida por las células inmunitarias
del sujeto, estimulando asi una reaccién inmunitaria. La reaccidon inmunitaria puede dar como resultado la
produccién de anticuerpos (por ejemplo, la produccién de anticuerpos neutralizantes) contra esa proteina. Un
fragmento funcional o antigénico de una proteina inmunogénica es cualquier porcion de la proteina que contiene
una porcidn antigénica de la proteina o es una porcién antigénica de la proteina que puede contener al menos un
epitopo. En algunos modos de realizacion, una o mas proteinas inmunogénicas o fragmentos funcionales de las
mismas pueden ser un complejo de proteinas inmunogénicas, que incluye un conjunto de subunidades de
proteinas inmunogénicas o fragmentos funcionales de las mismas.

En un modo de realizacién, se usa el vector de clonacion BAC para clonar un vector de expresion viral. En dichos
modos de realizacion, el genoma del vector de expresion viral se inserta en una construccién BAC para generar
una construccién o plasmido virus-BAC. Un huésped bacteriano (por ejemplo, E. coli) se transfecta luego con el
plasmido BAC del virus para clonar el vector viral. La transfeccion de los clones de virus-BAC en células
eucaridticas sensibles a la infeccion por el vector viral da como resultado la reconstitucion del virus recombinante.
Los vectores virales reconstituidos resultantes se pueden usar después para infectar tejidos o células diana en un
huésped.
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En algunos modos de realizacion, el vector viral puede derivarse de cualquier poxvirus adecuado que incluye, pero
no se limita a, avipoxvirus (por ejemplo, el virus de la viruela del canario y cepas relacionadas, como ALVAC; virus
de la viruela aviar), orthopoxivirus (por ejemplo, cepas de virus vaccinia como la cepa Western Reserve o Lister,
cepa Copenhagen (NYVAC), cepa Dryvax, cepa vaccinia Ankara modificada (MVA), ACAM1000 y cepa
ACAM2000), parapoxvirus (por ejemplo, virus Orf). En un modo de realizacion, el vector viral es un vaccinia Ankara
modificado (MVA), que se clona en el vector de clonacion BAC ("MVA-BAC") y puede expresar una o mas proteinas
de HCMV inmunogénicas o fragmentos antigénicos de las mismas. Cualquier cepa de MVA adecuada puede
clonarse mediante un BAC de acuerdo con los modos de realizacion descritos en el presente documento, que
incluyen, pero no se limitan a, la cepa 1974-MVA, cepa VR o cepa ACAM 3000.

En un modo de realizacién, una o mas proteinas inmunogénicas de HCMV o fragmentos antigénicos de las mismas
es un conjunto de subunidades de proteinas inmunogénicas o fragmentos funcionales de las mismas que forman
parte de un complejo de UL128 (UL128C). El complejo de UL128 es un complejo de proteinas de HCMV que
incluye las siguientes cinco subunidades de proteinas inmunogénicas o fragmentos funcionales de las mismas:
UL128, UL130, UL131A, gL y gH. Se requiere la coexpresion de las cinco subunidades de UL128C en células
individuales para obtener la expresion funcional (Patrone et al. 2005; Macagno et al. 2009). Por lo tanto, se necesita
un unico vector de administracién (por ejemplo, MVA, ver mas abajo), ya que no existe un enfoque generalmente
aceptable para guiar > 1 vector individual de ADN o viral para ensamblar un complejo de proteinas in vivo mediante
la coexpresion de los 5 componentes de UL128C.

La expresion del complejo de UL128 que incluye las proteinas UL128, UL130, UL131A, gL y gH o los fragmentos
antigénicos de las mismas mediante los sistemas de expresion y los vectores virales descritos en el presente
documento estimula la produccién de anticuerpos neutralizantes (AcN) por el sistema inmunitario de un huésped
gue bloquea la infeccion por HCMV en células sensibles tales como células epiteliales y endoteliales.

En otros modos de realizacion, el vector de expresion puede incluir proteinas de HCMV adicionales que incluyen,
pero no se limitan a, pp65, gB, IE1 gM, gN, gO, y otras proteinas de HCMV antigénicas adecuadas conocidas en
la técnica. Estos genes adicionales pueden insertarse en un primer vector de expresion con las subunidades de
UL128C, o alternativamente, pueden insertarse en un segundo vector de expresion para administrarse en
combinacion con el primer vector de expresion.

De acuerdo con los modos de realizacion descritos en el presente documento, se proporciona un régimen de
inmunizacion. El régimen de inmunizacion puede incluir la administracion de uno o mas vectores o vacunas de
inmunizacion primaria, seguida de la administracion de uno o mas vectores o vacunas de refuerzo. Un vector de
inmunizacion primaria puede ser cualquier vector de expresion adecuado que incluya las subunidades de UL128C
de HCMV o de RhCMV descritas en el vector MVA anterior. En un modo de realizacion, el vector de inmunizacion
primaria puede ser un vector que incluye ADN plasmidico desnudo que incorpora las mismas subunidades de
UL128C de HCMV o de RhCMV que el vector MVA descrito en el presente documento. Vectores o las vacunas de
inmunizacion primaria adicionales pueden incluir vectores virales, vectores bacterianos u otros vehiculos de
administracion, ya sean vivos o sintéticos, administrados antes de la inmunizacién con MVA. La inmunizacion
primaria puede administrarse una vez, o puede administrarse como un régimen de inmunizacién primaria de dosis
multiples (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro o mas) que puede incluir una serie de inmunizaciones primarias,
administradas en un programa que puede variar de 1 a 4 semanas entre inoculaciones. Por ejemplo, las
inmunizaciones primarias pueden administrarse una, dos o tres veces en un régimen o programa que puede variar
de 1 a 4 semanas entre las inoculaciones.

En otros modos de realizacion, el vector MVA descrito anteriormente puede ser una inmunizacién primaria. En tal
caso, las inmunizaciones primarias mencionadas anteriormente también se pueden usar como vectores de
refuerzo después de una o mas inmunizaciones consecutivas (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro o mas) con MVA.
Alternativamente, los vectores de inmunizacion primaria y refuerzo pueden alternarse de tal manera que la
inmunizacion heteréloga incluya un MVA o un vector alternativo como inmunizacién primaria seguido de MVA o un
vector alternativo como refuerzo de 1 a 4 veces por ejemplo. Los expertos en la técnica pueden usar otros
esquemas o regimenes de inmunizacion adecuados que se conocen en la técnica de acuerdo con los modos de
realizacién descritos en el presente documento.

De acuerdo con algunos modos de realizacion, los vectores alternativos, tales como el ADN plasmidico desnudo
descrito anteriormente, pueden ensamblarse de manera que todas las subunidades de UL128C se ensamblen en
un solo vector. Alternativamente, las subunidades de UL128C pueden ensamblarse en varias copias distintas de
un vector de expresion base, que puede ser un vector plasmidico, viral o bacteriano. Ademas, las subunidades de
UL128C pueden insertarse en ubicaciones separadas o enlazarse a través de conectores conocidos como sitios
internos de unién del ribosoma (IRES), derivados de una serie de virus ARN diferentes que son bien conocidos en
la técnica para enlazar todas o una parte de las subunidades en un sitio de insercién o mdltiples sitios de insercion.
Un conector de este tipo se conoce como 2A o un conector similar de un virus relacionado llamado T2A que se
puede usar para enlazar la subunidad de UL128C en un ARN mensajero policistrénico que se puede traducir y
procesar para dar multiples proteinas distintas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 720 T3

Un vector recombinante, tal como el vector viral MVA descrito anteriormente; o cualquier otro vector alternativo
adecuado que incluya vectores de inmunizacion primaria o de refuerzo descritos anteriormente, puede ser parte
de una composicion de vacuna de HCMV que se puede usar en procedimientos para tratar o prevenir la infeccion
por HCMV. Una composicion de vacuna de HCMV como se describe en el presente documento puede comprender
una cantidad terapéuticamente efectiva de un vector viral recombinante como se describe en el presente
documento, y comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable de acuerdo con un procedimiento
estandar. Los ejemplos de vehiculos aceptables incluyen soluciones fisioldgicamente aceptables, tales como
solucion salina estéril y solucién salina tamponada estéril.

En algunos modos de realizacion, la vacuna o la composicion farmacéutica se pueden usar en combinaciéon con
una cantidad farmacéuticamente efectiva de un adyuvante para potenciar los efectos anti-CMV. Cualquier
adyuvante inmunolégico que pueda estimular el sistema inmunitario y aumentar la respuesta a una vacuna, sin
tener ningun efecto antigénico especifico en si, puede usarse como adyuvante. Muchos adyuvantes inmunolégicos
imitan a las moléculas conservadas evolutivamente conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) y son reconocidos por un conjunto de receptores inmunitarios denominados receptores tipo Toll (TLR).
Los ejemplos de adyuvantes que se pueden usar de acuerdo con los modos de realizacion descritos en el presente
documento incluyen adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, ARN de doble cadena (un
ligando de TLR3), LPS, anéalogos de LPS como monofosforil lipido A (MPL) (un ligando de TLR4) flagelina (un
ligando de TLRS5), lipoproteinas, lipopéptidos, ARN monocatenario, ADN monocatenario, analogos de
imidazoquinolina (ligandos de TLR7 y TLR8), ADN de CpG (un ligando de TLR9), adyuvante de Ribi (monofosforil
lipido A/dicorinomicolato de trehalosa), glicolipidos (analogos de a-GalCer), islas de CpG no metiladas, emulsion
en aceite, liposomas, virosomas, saponinas (fracciones activas de saponina como QS21), muramil dipéptido,
alumbre, hidroxido de aluminio, escualeno, BCG, citoquinas como GM-CSF e IL-12, quimioquinas como MIP 1-ay
RANTES, ligandos de activacion de la superficie celular como CD40L, N-acetilmuramina-L-alanil-D-isoglutamina
(MDP) y timosina a1. La cantidad de adyuvante usado puede seleccionarse adecuadamente de acuerdo con el
grado de sintomas, como el ablandamiento de la piel, el dolor, el eritema, la fiebre, la cefalea y el dolor muscular,
gue pueden expresarse como parte de la respuesta inmunitaria en humanos o animales después de la
administracion de este tipo de vacuna.

En modos de realizacion adicionales, el uso de otros adyuvantes, farmacos o aditivos diversos con la vacuna de
la invencidn, como se indicé anteriormente, puede potenciar el efecto terapéutico conseguido por la administracion
de la vacuna o composicion farmacéutica. El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede contener una cantidad
traza de aditivos, tales como sustancias que mejoran la isotonicidad y la estabilidad quimica. Dichos aditivos deben
ser no toxicos para un sujeto humano u otro mamifero a la dosis y concentracion utilizadas, y los ejemplos de los
mismos incluyen tampones tales como &cido fosférico, &cido citrico, acido succinico, acido acético y otros acidos
organicos, y sus sales; antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (por ejemplo,
menos de aproximadamente 10 residuos) (por ejemplo, poliarginina y tripéptido) (por ejemplo, albumina sérica,
gelatina e inmunoglobulina); aminoacidos (por ejemplo, glicina, &cido glutdmico, acido aspartico y arginina);
monosacéridos, disacaridos y otros carbohidratos (por ejemplo, celulosa y sus derivados, glucosa, manosa y
dextrina), agentes quelantes (por ejemplo, EDTA); polioles (por ejemplo, manitol y sorbitol); contraiones (por
ejemplo, sodio); tensioactivos no idnicos (por ejemplo, polisorbato y poloxamero); antibioticos y PEG.

La vacuna o la composicion farmacéutica que contiene un vector viral recombinante descrito en el presente
documento puede almacenarse como una solucién acuosa o un producto liofilizado en un envase de dosis Unica
0 multidosis, como por ejemplo una ampolla sellada o un vial.

Prevencidn de la entrada de HCMV en una célula, tratamiento de HCMV y prevencién de la infeccion por
HCMV

El sistema de expresién de antigenos descrito anteriormente se puede usar en procedimientos in vitro, in vivo o ex
vivo para prevenir la entrada de HCMV en una célula o en una poblacién de células. En algunos modos de
realizacion, los procedimientos para prevenir la entrada de HCMV en una célula o una poblacion de células incluyen
las etapas de poner en contacto la célula o la poblacién de células con una cantidad efectiva de un vector viral
capaz de expresar un complejo de UL128 o fragmentos antigénicos del mismo.

En otros modos de realizacion, se proporcionan procedimientos para tratar o prevenir una infeccion por HCMV en
un sujeto. Tales procedimientos pueden incluir administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de una vacuna
de HCMV al sujeto. La vacuna de HCMV puede incluir al menos un principio activo, en el que el al menos un
principio activo incluye un vector viral que es capaz de expresar un complejo de UL128 o fragmentos antigénicos
del mismo, tales como los descritos en el presente documento.

Los sistemas de expresion y las vacunas descritos en el presente documento se pueden usar para tratar o prevenir
cualquier infeccién por HCMV que infecte células epiteliales, células endoteliales, fibroblastos o una combinacién
de los mismos. Los ejemplos de infecciones por HCMV que pueden tratarse o prevenirse utilizando los
procedimientos descritos en el presente documento pueden incluir, pero no se limitan a, infeccién congénita por
HCMV, infecciones oportunistas por HCMV en sujetos con sistema inmunitario inmunocomprometido (por ejemplo,
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receptores de trasplantes de 6rganos y médula Osea, pacientes con cancer y receptores de quimioterapia,
pacientes tratados con medicamentos inmunosupresores y pacientes infectados por VIH) e infecciones por HCMV
asintomaticas en sujetos sin otras enfermedades.

El término "cantidad efectiva" como se usa en el presente documento se refiere a una cantidad de un compuesto
gue produce un efecto deseado. Por ejemplo, una poblacién de células puede ponerse en contacto con una
cantidad efectiva de un compuesto para estudiar su efecto in vitro (por ejemplo, cultivo celular) o para producir un
efecto terapéutico deseado ex vivo o in vitro. Se puede usar una cantidad efectiva de un compuesto para producir
un efecto terapéutico en un sujeto, como prevenir o tratar una afeccion diana, aliviar los sintomas asociados con
la afeccién o producir un efecto fisiolégico deseado. En tal caso, la cantidad efectiva de un compuesto es una
"cantidad terapéuticamente efectiva", "concentracién terapéuticamente efectiva" o "dosis terapéuticamente
efectiva”. La cantidad efectiva precisa o la cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad de la composicion
gue dara los resultados mas efectivos en términos de eficacia del tratamiento en un sujeto o poblacién de células
dado. Esta cantidad variara dependiendo de una variedad de factores, que incluyen pero no se limitan a las
caracteristicas del compuesto (que incluyen actividad, farmacocinética, farmacodinadmica y biodisponibilidad), la
condicion fisiolégica del sujeto (que incluye edad, sexo, tipo de enfermedad y estadio), condicidn fisica general,
capacidad de respuesta a una dosis dada y tipo de medicamento) o células, la naturaleza del portador o portadores
farmacéuticamente aceptables de la formulacién y la via de administracion. Ademas, una cantidad efectiva o
terapéuticamente efectiva puede variar dependiendo de si el compuesto se administra solo o0 en combinacion con
otro compuesto, farmaco, tratamiento u otro procedimiento o modalidad terapéuticos. Un experto en las técnicas
clinicas y farmacoldgicas podra determinar una cantidad efectiva o una cantidad terapéuticamente efectiva a través
de la experimentacion rutinaria, es decir, controlando la respuesta de una célula o un sujeto a la administracién de
un compuesto y ajustando la dosis como corresponda. Para orientacion adicional, ver Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 21t Edition, Univ. of Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA, 2005.

"Tratar" o "tratamiento” de una afeccion puede referirse a prevenir la afeccion, retardar la aparicion o la velocidad
de progresion de la afeccién, reducir el riesgo de desarrollar la afeccién, prevenir o retrasar la aparicion de sintomas
asociados con la afeccién, reducir o eliminar los sintomas asociados con la afeccién, generar una regresion
completa o parcial de la afeccion, o alguna combinacion de los mismos. El tratamiento también puede significar un
tratamiento profilactico o preventivo de una afeccion.

En algunos modos de realizacion, la vacuna o composicion farmacéutica descritas en el presente documento
pueden usarse en combinacion con otros productos farmacéuticos conocidos, tales como péptidos que estimulan
la respuesta inmunitaria y agentes antibacterianos (agentes antibacterianos sintéticos). La vacuna o composicion
farmacéutica pueden comprender ademas otros farmacos y aditivos. Los ejemplos de farmacos o aditivos que
pueden usarse junto con una vacuna o composicion farmacéutica descritas en el presente documento incluyen
farmacos que ayudan a la captacion intracelular del virus recombinante o MVA o proteina transgénica recombinante
de la presente invencién, liposomas y otros farmacos y/o aditivos que facilitan la transfeccion (por ejemplo,
emulsionantes fluorocarbonados, cocleatos, tubulos, particulas de oro, microesferas biodegradables y polimeros
cationicos).

En algunos modos de realizacion, la cantidad del principio activo contenido en la vacuna o composicion
farmacéutica descritas en el presente documento puede seleccionarse de un amplio rango de concentraciones,
unidades de particulas virales (VPU), unidades formadoras de placas (UFP), porcentaje peso a volumen (p/v %) u
otra medida cuantitativa de la cantidad de principio activo, siempre que sea una cantidad terapéutica o
farmacéuticamente efectiva. La dosis de la vacuna o composicion farmacéutica se puede seleccionar de manera
apropiada de un amplio rango de acuerdo con el efecto terapéutico deseado, el procedimiento de administracién
(via de administracion), el periodo terapéutico, la edad, el sexo y otras afecciones del paciente, etc.

En algunos aspectos, cuando se administra un vector viral recombinante a un sujeto humano como principio activo
de la vacuna o composicion farmacéutica, la dosis del virus recombinante 0 MVA se puede administrar en una
cantidad que corresponde aproximadamente a entre 102 y 10 UFP, preferentemente entre 10° y 102 UFP, y mas
preferentemente entre 10° y 10° UFP por paciente, calculada como las UFP del virus recombinante.

En aspectos adicionales, cuando se administra un vector viral recombinante a un sujeto como principio activo de
la vacuna o composicion farmacéutica, la dosis se puede seleccionar de un amplio rango en términos de la cantidad
de ADN expresable introducido en el huésped de la vacuna o la cantidad de ARN transcrito. La dosis también
depende de la potencia de los promotores de la transcripcion y la traduccién utilizados en los vectores de
transferencia utilizados.

En algunos modos de realizacion, la composicién de la vacuna o la composicion farmacéutica descritas en el
presente documento pueden administrarse inyectando directamente una suspension de vector viral recombinante
preparada suspendiendo el virus recombinante o MVA en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) o solucién
salina en un sitio local (por ejemplo, en el tejido pulmonar, higado, musculo o cerebro), por inhalaciéon nasal o
respiratoria, o por via intravascular (IV) (por ejemplo, administracion intraarterial, intravenosa y venosa portal),
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subcutanea (SC), intracutanea (IC), intradérmica (ID) o intraperitoneal (IP). La vacuna o composicién farmacéutica
de la presente invencion se pueden administrar mas de una vez. Mas especificamente, después de la
administracion inicial, se pueden administrar una o mas vacunas adicionales como refuerzo. Una o mas
administraciones de refuerzo pueden mejorar el efecto deseado. Después de la administracion de la vacuna o la
composicion farmacéutica, se puede realizar una inmunizacién de refuerzo con una composicion farmacéutica que
contiene el virus recombinante o MVA como se describen en el presente documento.

Las evaluaciones de los ensayos de vacunas de HCMV, los estudios in vitro y el trabajo en el modelo de RhCMV
aqui descrito convergen en la premisa de que debe incluirse el complejo de proteinas de UL128 (UL128C: UL128,
UL130, UL131A, gH y gL) en una formulacién de vacuna para interferir con una importante entrada de la infeccién
de HCMV: las células endoteliales y epiteliales. La funcién de este complejo de proteinas se neutraliza mediante
la inmunizacién para bloquear tanto la diseminacién desde un sitio de infeccion a sitios distales como la transmision
de virus infecciosos por un huésped infectado. UL128C solo o junto con otros antigenos candidatos para la vacuna,
dicho enfoque proporciona una base racional para inhibir significativamente la transmision vertical y horizontal de
HCMV. Los modelos de HCMV en animales pequefios (es decir ratdén, cobaya [gp] y rata) continuaran
desempefiando un papel traslacional vital en el modelado de las modalidades de vacunas. De los modelos de
roedores, solo el CMV de cobaya (gpCMV) codifica homologos de las secuencias de UL128 y UL130 (Schleiss et
al. 2008; Yamada et al. 2009), mientras que la importancia funcional de las proteinas de UL128C para el tropismo
celular esta restringida a los CMV de primates (Hansen et al.. 2003; Rivailler et al. 2006; Oxford et al. 2008). Los
datos descritos en el ejemplo 1 mas adelante han demostrado la aplicabilidad y la posibilidad de traslacién de los
enfoques de la vacuna de HCMV en un huésped de primate altamente relevante.

Los siguientes ejemplos demuestran que a través de la manipulacién de un MVA derivado de BAC, cada una de
las 5 proteinas de las subunidades que constituyen UL128C se han clonado en serie en sitios de insercion
separados de MVA mantenidos como un plasmido BAC (MVA-BAC). La funcion de UL128C después de la
vacunacion de macacos rhesus (MR) negativos para RnCMV con UL128C-MVA y que demuestra la produccion de
un titulo alto de AcN que inhiben la infeccion de células Epi/EC y fibroblastos por aislados naturales virulentos de
RhCMV. Basandose en estos resultados en MR, es probable que se pueda ensamblar en MVA-BAC un equivalente
en HCMV a UL128C de macaco y se use para vacunar a MR para que produzcan AcN que eviten la infeccion in
vitro por HCMV de muiltiples tipos de células permisivas.

En un modo de realizacion descrito en el ejemplo 2, puede construirse un complejo de UL128 utilizando tecnologia
molecular de MVA-BAC. Usando el ADN viral preparado a partir de la cepa 1974-MVA que se usa actualmente en
ensayos clinicos, se generara un MVA-BAC autoescindible utilizando los procedimientos descritos en el presente
documento. Posteriormente, pueden clonarse cinco subunidades humanas de UL128C (UL131A, UL130, UL128,
gL y gH) en serie en MVA-BAC. En algunos modos de realizacion, se puede analizar que la expresion de las cinco
subunidades de un Unico rMVA sea igual para determinar la estabilidad mediante pases sucesivos en un sustrato
de células para vacunas humanas aceptable por la FDA, fibroblastos de embrién de pollo. La inmunizacion en
ratones confirma aun mas la capacidad funcional de la vacuna de UL128C-MVA contra HCMV para generar la
formacion de AcN que inhiben la infeccion de células Epi/EC humanas sensibles por un aislado natural virulento
de HCMV. Usando una via de inmunizacion intraperitoneal (IP), se vacunaron ratones Balb/C en grupos de cuatro
animales con cepas de MVA que incluian UL128C, UL128CA, UL128-UL130-131, gH/gL, gB y Venus. Las células
gue se utilizaron para la neutralizacion in vitro fueron ARPE-19 (células del epitelio pigmentario de la retina)
humanas que son estandar en el campo. La construccién que proporciond una neutralizacion superior de las cepas
VHL-1, TR y TB40/E de HCMV fue la construccion UL128C-MVA que tiene gH de longitud completa como uno de
los insertos.

En otro modo de realizacién descrito en el ejemplo 2, se puede evaluar la inmunizacion con 1974-MVA-UL128C
de MR no infectados con RhCMV y la caracterizacion de las respuestas de AcN. El rMVA generado en este ejemplo
puede usarse para inocular a MR por via intradérmica. Se administraran dos dosis de UL128C-MVA separadas
por 6 semanas a cada uno de los 6 MR, seguidas de 6 semanas adicionales antes de obtener los sueros y la saliva
para estudios in vitro. Los sueros y la saliva obtenidos de MR inmunizados se utilizaran para bloquear la infeccion
por aislados de HCMV que contienen la region de virulencia de ULb’ y que expresan el pentamero UL128C. Se
llevaré a cabo una evaluacion de la funcion de AcN producidos en MR de control y vacunados para interferir con
la infeccién por HCMV de células ARPE-19 (epitelio pigmentario de la retina) y fibroblastos humanos primarios. Se
usaran aislados experimentales y virulentos de HCMV como desafio infeccioso en células ARPE-19 incubadas al
mismo tiempo con sueros o saliva de MR inmunizados y controles.

En otro modo de realizacion descrito en el ejemplo 3, pueden insertarse las proteinas de HCMV, pp65 y gB en
MVA-BAC y estudiarse la expresion, estabilidad e inmunogenicidad de esta construccion de manera similar que
con UL128C-MVA. Se puede administrar pp65-gB-MVA y UL128C a MR cada 6 semanas en forma de mezcla o
por separado. Se mediran los AcN especificos de HCMV utilizando procedimientos in vitro usando células ARPE-
19 o fibroblastos primarios. Pueden medirse los titulos que previenen la infeccion por HCMV con el objetivo de
encontrar que las vias de infeccion por HCMV tanto de Epi/EC como de fibroblastos son inhibidas por AcN
estimulados por la vacuna. Puede evaluarse una vacuna alternativa en la que todas las subunidades de UL128C
y pp65/gB se insertan en un solo MVA-BAC, para determinar que las subunidades se expresan por igual y la
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estabilidad genética. Esta vacuna se administrara a MR, y la neutralizacion in vitro de HCMV se realizara en células
ARPE-19 y en fibroblastos humanos primarios.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran que los 5 miembros de UL128C de HCMV pueden expresarse simultdneamente
en una versién derivada de BAC de un vector MVA clinicamente relevante para estimular AcN que previenen la
infeccion de células Epi/EC. Estos ejemplos incluyen al menos las siguientes observaciones: (1) la tecnologia de
BAC se puede aplicar para disefiar rapidamente MVA que expresen UL128C de RhCMV de manera eficiente en
una sola célula; (2) la inmunizacién de MR con MVA-RhCMV-UL128C produce titulos biolégicamente relevantes
de AcN que neutralizan cepas epiteliotropicas de RhCMV; (3) la tecnologia de BAC es efectiva para expresar un
UL128C de HCMV de 5 miembros funcional en una sola célula; (4) la cepa 1974-MVA clinicamente aprobada
puede clonarse en un BAC; y (5) el uso de MR negativos para RhCMV para analizar la generacién de AcN que
bloquean la infeccién de células Epi/EC humanas por HCMV, (6) los resultados del desafio en MR. (7) UL128C de
HCMV en MVA genera AcN en ratones que neutralizan diferentes cepas de HCMV con tropismo por Epi/EC
(TB40/E, VHL-1, TR, otras) en células ARPE.

MVA-BAC es superior a las estrategias anteriores, ya que su uso elimina las derivaciones en serie de virus
modificados progresivamente y la purificacion en placas de células eucariéticas durante entre 5 y 10 pases que
requieren meses o incluso afios para expresar de forma estable multiples genes. Por el contrario, el sistema BAC
permite la modificacién de genomas grandes en un sistema bacteriano facil de aplicar en el que meses de trabajo
se pueden concentrar en semanas. Este enfoque puede ser la Unica estrategia manejable para expresar al mismo
tiempo 5 0 mas genes a partir de un solo vector, cada uno con la misma secuencia promotora (mH5) o una
diferente. La subunidad gB de HCMV también se puede insertar en MVA para inducir AcN que interfieren con la
entrada en los fibroblastos como se demostr6 recientemente (Wang et al. 2004; Abel et al. 2010).
Independientemente de que el vector final contenga Unicamente miembros de UL128C o una combinacién con
pp65 y gB, este enfoque de manipulacion genética de MVA en el sistema de BAC representa un cambio significativo
con respecto a los enfoques tradicionales y amplia la aplicabilidad de MVA para que sea 6ptimo para complejos
de multiples componentes requeridos para la produccion de AcN que reconocen epitopos conformacionales como
UL128C por ejemplo. Dado que se ha demostrado que los MR son capaces de generar una respuesta de AcN
funcionales contra pp65 y gB de RhCMV (Abel et al. 2010) y contra RhUL128C (Wussow et al, 2013), generar AcN
en respuesta a la vacunacion con UL128C- + gB-MVA de HCMV que neutralizaran los aislados de HCMV en un
sistema de andlisis in vitro también deberia ser eficaz.

Ejemplo 1: Una vacuna que induce anticuerpos ampliamente neutralizantes en macacos rhesus no
expuestos a CMV que inhiben las entradas principales de la infeccién por CMV de macaco rhesus

Virus y células. La propagacién de MVA en células de rifién de hamster recién nacido (BHK), y la preparacion y
almacenamiento de soluciones madre de virus se realizaron de acuerdo con protocolos publicados anteriormente
(Wang et al. 2010). Se mantuvieron fibroblastos de embrién de pollo (CEF) para la propagacion de MVA en medio
de produccion de virus sin suero (VP-SFM; Invitrogen).

Se generaron MVA que expresaban el pentamero de longitud completa de 5 subunidades RhUL128, RhUL130,
RhUL131, RhgL y RhgH (MVA-RhUL128C), MVA que expresaban el pentdmero de 5 subunidades con una versién
alternativa sin dominio transmembrana (TM) de gH (MVA-RhUL128CA), o MVA que expresaban las subunidades
RhUL128, RhUL130 y UL131A por la tecnologia de BAC como se describe a continuacién. Se generaron MVA que
expresaban RhUL128 o RhUL130 por separado mediante la estrategia de manipulacién convencional en células
eucaridticas como se describié anteriormente (Wang et al. 2007). La construccion de MVA-RhgB con un dominio
TM eliminado se ha descrito anteriormente (Yue et al. 2008). Para estos estudios se realizaron cuatro pases
sucesivos en células MKE para la cepa UCD59 de RhCMV con tropismo por células epiteliales, que contiene una
region UL/b’ de longitud completa, que incluye el locus RhUL128-UL131A intacto (nUmero de registro de GenBank
EU130540: originalmente registrada como cepa 22659) (Oxford et al. 2008). La cepa 68.1 de RhCMV (ATCC) se
propagd en fibroblastos de macaco rhesus telomerizados (Telo-RF) (Oxford et al. 2011). Las células MKE se
mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM: F12; Invitrogen) suplementado con
suplemento de crecimiento de células epiteliales (ScienCell), piruvato sédico 1 mM, HEPES 25 mM, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM (Invitrogen) y suero fetal bovino al 2 %/SuperSerum
(Gemini Bio-Products). Las células Telo-RF se mantuvieron como se describe Abel et al. (2011). Todas las células
se cultivaron a 37 °C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad.

Plasmidos de transferencia. Los plasmidos de transferencia para insertar casetes de expresion génica de cada
uno de los genes de RhCMV en MVA-BAC por mutagénesis «en passant» se generaron de la siguiente manera.
Primero, las secuencias de codificacion sintéticas libres de intrones para RhUL128, RhUL130 o RhUL131A
(GenScript), asi como las secuencias de codificacion amplificadas por PCR para RhgL y RhgH de la cepa UCD59
de RhCMV (numeros de registro de Genbank EU130540.1, HQ667932.1 y HQ667933.1) se insertaron
individualmente mediante los sitios de restriccion Pmll y Ascl entre el promotor de virus vaccinia H5 modificado
(mH5) y la sefial de terminacion de la transcripcion Poly-T (5TAT) de plasmido pZero2-mH5 (Wang et al. 2010). La
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secuencia de codificacion para RhUL130 se sintetiz6 con dos cambios de nucleétidos C a T en las posiciones 99
y 102 del ORF en comparacion con la secuencia publicada. Para la generacion de RhgHATM, los primeros 690
codones de RhgH se amplificaron por PCR con un cebador inverso que proporciona una secuencia codificante en
el extremo 3 '(GAG CAG AAA CTG ATA TCT GAA GAG GAC CTC TGA; SEQ ID NO:1) para el epitopo del
marcador myc EQK LIS EED L (SEC ID NO: 2).

A diferencia de RhUL128, los ORF de RhUL130, RhUL131A, RhgL y RHgH se insertaron con secuencias Kozak
en el extremo 5 (GCC ACC ACC (RhUL130 y RhUL131A; SEQ ID NO: 3), GCC GCC CCG (gL; SEC ID NO: 4), o
GCC GCC ACC (gH; SEC ID NO: 5)) que preceden a los codones de inicio ATG. En la siguiente etapa de clonacion,
el marcador de resistencia a kanamicina (KanR) aphAl y el sitio de restriccion de endonucleasa de asentamiento
(«homing») I-Scel del plasmido pEPkan-S2 (Tischer et al. 2006), se amplificaron por PCR con cebadores que
proporcionaron duplicaciones de genes de 50 pb y se insertaron en sitios de restriccion Unicos de los genes
clonados. Las secuencias de los cebadores utilizados para amplificar el casete aphAl -I-Scel y el sitio de restriccion
utilizado para clonar el producto de la PCR se muestran en la tabla 1 a continuacién. En las construcciones
resultantes, los casetes aphAl -I-Scel de los genes estaban flanqueados por duplicaciones de genes de 50 pb (fig.
1A). Todos los insertos clonados fueron confirmados por secuenciacion. Las secuencias completas de todos los
plasmidos de transferencia estan disponibles previa solicitud.

Tabla 1. Cebadores de clonacion.
Cebador para la clonacion de aphAl -I-Scel y la duplicacion de genes en genes de RhCMV

Gen® Secuencias de los cebadores (5'a 3')8 Sitio®
GTACAATTGGTTCCTTAAGAAGCTCCTAGAATATGGAAAAAATGATACTT
UL128 ATCTAGGGATAACAGGGTAATCGATTT (SEQ ID NO:6) | Mfel

GCCCAATTGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC (SEQ ID NO:7)
CGGTAGCCTCTAGCGTGACGATATAGTTCCGCCTGGCTGTTTAGGCGG

UL130 CATTAGGGATAACAGGGTAATCGATTT (SEQ ID NO:8)  kpnl
CGGTACCGCCAGTGTTACAACCAATTAACC (SEQ ID NO:9)
GTACAATTGITGGAAAAAATAATTAATGCGTCAGTCTCGTATCATTACGC

UL131 TACTAGGGATAACAGGGTAATCGATTT (SEQ ID NO:10) el
GCCCAATTGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC (SEQ ID NO:11)
GTACTGCAGAAAGAAGAGCCATATTTGCATTTGAAACAGGACTGTGCTC

gH  ICTATAGGGATAACAGGGTAATGGATTT (SEQ ID NO:12) | pstl

GCCCTGCAGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC (SEQ ID NO:13)

GTACACGTGIGTAGATAATGTGTGCCGCGCGTACGACCTTCGATATCTC

ACATTAGGGATAACAGGGTAATCGATTT (SEQ 1D NO:14) bl

GCCCACGTGGCCAGTGTTACAACCAATTAACC (SEQ ID NO:15)

A Gen diana clonado en pZero2-mHS5.

B Cebador para amplificar aphAl -I-Scel de pEPkanS2. Las secuencias subrayadas
proporcionaron la duplicacion del gen de 50 pb.

C Sitio de restriccion utilizado para insertar el casete aphAl -I-Scel en el gen de RhCMV
respectivo.

gL

Mutagénesis «en passant». Los genes de RhCMV clonados se insertaron en el MVA-BAC mediante mutagénesis
«en passant» basada en la recombinacién mediada por Red de dos pasos en la cepa GS1783 de E. coli de acuerdo
con el protocolo publicado (Tischer et al., 2010). En resumen, las secuencias de los genes con el promotor mH5
aguas arriba, la sefial de terminacién de virus vaccinia corriente abajo y el casete aphAl -I-Scel flanqueado por una
duplicacion del gen de 50 pb, se amplificaron mediante PCR a partir de los plasmidos de transferencia pZero2-
mH5 con cebadores que contenian extensiones de 50 pb para recombinacion homéloga, y se introdujeron en el
genoma viral mediante una primera recombinacién mediada por Red (fig. 1A). Después de eso, el marcador de
seleccion KanR se escindié limpiamente de los genes insertados mediante la introduccién de una rotura de doble
cadena del ADN en el sitio I-Scel por expresion de la enzima de asentamiento y una segunda recombinacion
mediada por Red posterior de las duplicaciones de los genes de 50 pb (fig. 1A). Mediante la aplicacion sucesiva
de estas reacciones, los cinco genes de RhCMV se insertaron sucesivamente en cuatro sitios de insercién de MVA
tradicionales como se muestra en la fig. 1B. Las secuencias de los cebadores utilizados para amplificar los casetes
de expresion, asi como los sitios de insercién de genes, se muestran en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2. Cebador para la recombinaciéon mediada por Red

Cebador para la recombinacién mediada por Red de los casetes de expresion de los genes de RhnCMV
en MVA-BAC

Gen” Secuencias de los cebadores (5'a 3')8 Sitio®

AAAAAATATATTATTTTTATGTTATTTTGTTAAAAATAATCATCGAATACTAT
AAAAATTTTTATGGCGCG (SEQ ID NO:16)

UL128 Del2

GAAGATACCAAAATAGTAAAGATTTTGCTATTCAGTGCACTCGATGATTEG
AAAAATTGAAAATAAATACAAAGG (SEQ ID NO:17)

TTGTACTTTGTAATATAATGATATATATTTTCACTTTATCTCATTTGATTTTTA
TGAAAAATTGAAAATAAATACAAAGG (SEQ ID NO:18)

UL131 IGR3

ATTCCGAAATCTGTACATCATGCAGTGGTTAAACAAAAACATTTTTATTCTAT
AAAAATTTTTATGGCGCG (SEQ 1D NO:19)

ATATGAATATGATTTCAGATACTATATTTGTTCCTGTAGATAATAACTAATA
TAAAAATTTTTATGGCGCG (SEQ ID NO:20)

gH G1L/I8R

GTGGAAAATTTTTCATCTCTAAAAAAAGATGTGGTCATTAGAGTTTGATTTT
TATGAAAAATTGAAAATAAATACAAAGG (SEQ ID NO:21)

TTGGGGAAATATGAACCTGACATGATTAAGATTGCTCTTTICGGTGGCTGE
TATAAAAATTTTTATGGCGCG (SEQ ID NO:22) extremo
izquierdo del
UL130 vector BAC en

TACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTTGGCCGGCC — Del3
GAAAAATTGAAAATAAATACAAAGG (SEQ ID NO:23)

CAAAGTGGATGAATTCCCAGATCCGGCCTTCCCGGCCTCCAGGGCCEGE
CGAAAAATTGAAAATAAATACAAAGG (SEQ ID NO:24)

extremo
derecho del
vector BAC en

ACAAAATTATGTATTTTGTTCTATCAACTACCTATAAAACTTTCCAAATATAT Del3
AAAAATTTTTATGGCGCG (SEQ ID NO:25)

gL

A Gen de RhCMV clonado en pZero-mH5 y que contiene un casete interno de aphAl -1-Scel flanqueado
por una duplicacién del gen de 50 pb.

B Cebador para la amplificacion del casete de expresion del gen clonado en pZero2. Recombinacion
mediada por las secuencias subrayadas.

C Sitio de insercién en MVA del casete de expresion en MVA-BAC.

Reconstitucion de virus. La reconstitucion de virus a partir de los MVA-BAC se realizé en células BHK utilizando el
reactivo de transfeccion Fugene HD de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche) de forma similar a los
procedimientos descritos anteriormente (Cottingham et al. 2008; Domi y Moss 2002). Primero, el ADN de BAC se
purifico a partir de células GS1783 de E. coli con el Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Aproximadamente 1 x 10° células
BHK se sembraron en un formato de seis pocillos y se transfectaron 16-20 h mas tarde con 2 ug de ADN de BAC
purificado mediante los complejos lipidicos Fugene HD. Las células se infectaron 4 horas después con el virus de
la viruela aviar HP1.441 (Mayr y Malicki 1966) (proporcionado amablemente por Bernard Moss, NIAID) a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,1. Después de 2 dias de incubacion, las células se diluyeron en una proporcién
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de 1 a 2, y la reconstitucion del virus se controld por la expresion de GFP y la formacién de placas. La etapa de
dilucién se puede repetir hasta que mas del 90 % de la monocapa celular quede infectada.

Antisueros policlonales. Se generaron antisueros policlonales de conejo contra las proteinas de RhCMV con el
Express Complete Peptide Polyclonal Antibody Package de GenScript contra las siguientes secuencias peptidicas:
Se us6 CID SDS YPY EED IDG (SEC ID NO: 26) para el antisuero contra RhUL128; CTP RSA PAK QVA PKP
(SEQ ID NO: 27) para el antisuero contra RhUL130; CVR PGE IDE CLY RQQ (SEQ ID NO: 28) para el antisuero
contra RhUL131; CFT GET FSP EDD SW (SEQ ID NO: 29) para el antisuero congra RhgL; y HNS TKC NNN GTR
RNC (SEQ ID NO: 30) para la generacion del antisuero contra RhgH.

Transferencia Western (WB). La WB se realizé de manera similar a los protocolos estandar publicados (Wang et
al. 2004). En resumen, se infectaron células BHK confluentes al 80-90 % sembradas en placas de 6 pocillos con
MVA a una MOI de 0,1. Después de 36-40 h, las células se recogieron y se centrifugaron a 300 g, y los lisados
celulares totales se prepararon en 200 pl de tampdn de muestra SDS (SDS al 2 %, ditiotreitol 100 mM (DTT) o B-
mercaptoetanol al 10 % y Tris-HCI 125 mM/pH 8,8). Para detectar proteinas secretadas en el medio, se infectaron
monocapas confluentes de células CEF en placas de 6 pocillos a una MOI de 0,1 y se cultivaron durante 36-40 h
en 2 ml de medio de produccion de virus sin suero (VP-SFM; GIBCO). El medio se recogio, se aclar6 por
centrifugacién a 300 g y se concentré aproximadamente 20 veces utilizando las centrifugas de filtracion Amicon®
Ultra (10 MWCO, Millipore). El medio concentrado se prepardé luego para la WB mezclando con tampdn de muestra
SDS concentrado 5 veces. Se prepararon lisados de células CEF infectadas tal como se describe para las células
BHK. Las muestras se hirvieron y se separaron por electroforesis en porciones de 10-20 ul de las proteinas
desnaturalizadas en geles de SDS al 10 % en poliacrilamida, luego se transfirieron a una membrana de fluoruro
de polivinilideno (PVDF). Se aplicaron antisueros policlonales de conejo en una dilucion de 1/5000. Se uso
anticuerpo monoclonal de ratén anti-c-myc en una diluciéon de 1/1000. Se empled un anticuerpo secundario anti-
conejo o anti-ratén acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) en una dilucion de 1/50.000. Las bandas de
proteinas se visualizaron finalmente por deteccion quimioluminiscente (Pierce).

Co-inmunoprecipitacion (Co-IP). Se infectarin células BHK (80-90 % confluentes) en una placa de cultivo tisular de
100 cm? con MVA-RhUL128CA a una MOI de 5 y se incubaron durante 16-22 h. Las células se recogieron en PBS
enfriado en hielo y se resuspendieron en 1 ml de tampodn de lisis celular enfriado en hielo que contenia 1 % (p/v)
de Triton X-100, Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) NaCl 300 mM, etilendiaminotetraacetato 4 mM (EDTA), 0,02 % (p/v) de
azida de sodio, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF) y comprimidos de coctel inhibidor de proteasas
Complete Mini (Roche). Después de incubar durante 30 minutos en hielo, los residuos celulares se eliminaron por
centrifugaciéon a ~10.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El lisado celular se aclaré previamente durante 30 minutos
a 4 °C con perlas de Protein A/G PLUS-Agarose e IgG de ratén (Santa Cruz Biotechnology). En paralelo, se incub6
perlas de Protein A/G PLUS-Agarose y 1-2 ug de clon de anticuerpo de ratén anti marcador c-myc 4A6 (Millipore)
o0 anticuerpo IgG de raton irrelevante de control durante 2 h en PBS enfriado en hielo, se lavd 2 veces en PBS, y
luego se combind con 500 pl de lisado celular aclarado previamente. La mezcla se incub6 durante 2 horas o toda
la noche a 4 °C. Después de eso, las perlas de agarosa se lavaron 3 veces en PBS y se hirvieron en 50 pl de
tampon de muestra SDS. Las muestras (10-20 pl) se analizaron mediante WB como se describe anteriormente.

Animales. Para estos estudios se utilizaron macacos rhesus (Macaca mulatta) genéticamente modificados del
Centro Nacional de Investigacion de Primates de California (CNPRC), confirmados repetidamente como
seronegativos para RhnCMV. Su edad era de aproximadamente de 1-2 afios en el momento de la inoculacién con
RhCMV. Los animales fueron alojados por parejas al menos dos semanas antes de la inmunizacién, y
permanecieron alojados juntos hacia el final del estudio 7 semanas después del desafio. El Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de California, Davis (UC Davis), que esta totalmente acreditado por
la Asociacién para la Evaluacién y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio, aprobd todos los
protocolos con animales antes de cualquier procedimiento.

Inmunizacién y desafio. Grupos de 4 MR (3 MR para MVA-RhUL130) se inmunizaron mediante inyeccion
intramuscular con ~5 x 108 unidades formadoras de placa (UFP) de MVA purificado con 6 semanas de diferencia,
como se describié anteriormente (Yue et al. 2008). Ocho semanas después de la segunda inmunizacion, se desafio
a los animales mediante inyeccion subcutanea con 1 x 10% UFP de UCD59 de RhCMV de acuerdo con protocolos
publicados previamente (Yue et al. 2008). La sangre, los hisopos bucales y las muestras de orina para la
determinacion de los titulos de AcN y las cargas virales se prepararon como se describié anteriormente (Yue et al.
2008).

PCR en tiempo real. Se extrajo el ADN del plasma y los hisopos bucales utilizando el procesador automatizado de
ADN QIASymphony (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y los protocolos publicados (Huff et
al. 2003). El volumen de elucién final fue de 300 pl. EI ADN extraido se almacené a -80 °C hasta que se realizo el
analisis por PCR en tiempo real. Se detectaron las copias de ADN de UCD59 de RhCMV en plasma y en los
hisopos bucales mediante un ensayo de PCR en tiempo real previamente descrito (Sequar et al. 2002).

Ensayos de neutralizaciéon. Los titulos de AcN de plasma de mono (anticoagulante EDTA) en fibroblastos se
analizaron mediante el uso de células Telo-RF y la cepa 68.1 de RhCMV para la infeccion como se describio
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anteriormente (Abel et al. 2011; Abel et al. 2008). Los AcN de las células MKE se determinaron como sigue.
Brevemente, se incubaron 25 UFP de UCD59 con diluciones en serie semilogaritmicas (1:31 a 1: 100) de plasma
inactivado por calor (56 °C, 30 min) en un volumen final de 500 ul de DMEM:F12 con 10 % de suero bovino fetal.
Se incluy6 una mezcla combinada de plasma de ocho monos rhesus no infectados con RhCMV como control
negativo. La mezcla de virus/plasma se incubd durante 2 horas a 37 °C y luego se afiadié por triplicado a
monocapas de células MKE en placas de 24 pocillos (500 pl/pocillo), que se habian sembrado el dia anterior a una
densidad de 6 x 10 células/pocillo. Las células de tres pocillos se incubaron solo con medio de crecimiento.
Después de 4 horas de incubacién, se eliminé la mezcla de virus/plasma y las células se lavaron dos veces con
DMEM:F12, luego se cubrieron con agarosa al 0,5 % y 2 ml de medio de crecimiento. Después de 10-12 dias, se
contaron las placas. El titulo de neutralizacion (NT) porcentual para cada dilucidn se calculé de la siguiente manera:
NT = (1-(ndmero de placas con plasma inmune)/(ndmero de placas con plasma de control negativo)) x 100. El titulo
gue dio un 50 % de reduccion de las placas (titulo NT50) se calculdé determinando la pendiente lineal de la gréafica
que representa el NT frente a la dilucién del plasma.

Analisis de los datos. Los nimeros de copias de la carga viral se resumieron para cada animal como el area bajo
la curva (AUC) total durante 16 semanas después del desafio. El AUC entre dos puntos de tiempo sucesivos (T1
y T2, en semanas) se calculé como el area del trapecio formado por las cargas virales (VL) en esos dos tiempos,
de acuerdo con la siguiente formula: AUC (entre T1y T2) = 1/2(VLt1 + VL12) X (T2 - T1). La suma de las mediciones
de las AUC individuales representd el AUC total para cada animal.

Analisis estadistico. Se calcularon las pruebas de suma de rangos unilateral y bilateral para las diferencias
estadisticas entre los grupos por la prueba de Wilcoxon.

Ensamblaje de RhgH/gL/UL128-UL131A en un solo vector MVA. Para ensamblar casetes de expresion de los cinco
genes de RhCMV dentro de un Gnico genoma de MVA, se utilizé6 un MVA-BAC en combinacion con la insercion de
secuencias sin marcadores por mutagénesis «en passant» (Cottingham et al. 2008; Tischer et al. 2010; Tischer et
al. 2006). EI MVA-BAC se construyé mediante la insercion de secuencias del vector pBeloBAC11 junto con un
casete de expresion de GFP en el sitio de delecion 3 (Del3) de MVA (Cottingham et al. 2008). Usando
construcciones de transferencia correspondientes, los cinco genes de RhCMV que incluyen un promotor mH5 del
virus vaccinia aguas arriba y una sefial de terminacion de la transcripcion aguas abajo se introdujeron en serie en
4 sitios de insercion de MVA conocidos por mutagénesis «en passant» en la cepa GS1783 de E. coli sin marcadores
de seleccion bacterianos (fig. 1A). Se insertaron casetes de expresion para RhUL128, RhUL131A o RhgH, bien en
una forma de longitud completa (FL) o en una forma con el TM eliminado (RhgHATM), en el sitio de delecion Il
(Del2), region intergénica 3 (IGR3) (Manuel et al. 2010), y el sitio de insercion entre los ORF esenciales G1L e I8R
(Wyatt et el. 2009), respectivamente (fig. 1B). Ademas, se introdujeron casetes de expresion para RhUL130 y RhgL
en el sitio Del3 en ambos extremos del vector BAC (fig. 1B). La construccion con el TM eliminado se generd con
el razonamiento de que la expresion de un RhUL128C soluble aumentaria la inmunogenicidad (Endresz et al. 2001;
Wang et al. 200415,61). Para facilitar el andlisis de RhUL128C, el TM C-terminal eliminado de RhgH se reemplazé
por una secuencia de codificacion en marco para un marcador de epitopo c-myc. Todas las demas subunidades,
incluida RhgH de longitud completa, no se modificaron para evitar alterar la formacién de RhUL128C (Lilja y Shenk
2008). Cada uno de los genes yuxtapuestos a cada uno de los casetes del promotor mH5 se insertaron en sitios
de insercion separados en orientaciones de transcripcion opuestas para permitir una expresion transgénica similar
reduciendo al mismo tiempo el riesgo de recombinacién homologa intermolecular e intramolecular entre los
elementos promotores (fig. 1B). Las secuencias de RhgH se insertaron en el sitio G1L/I8R porque se ha descrito
que este sitio favorece la propagacion estable de secuencias grandes o toxicas, como las proteinas o las
glicoproteinas que contienen dominios transmembrana (Wyatt et al. 2009). La integridad del genoma de MVA
clonado, asi como la insercion sin marcadores de los genes de RhCMV, se confirm6é mediante analisis de
fragmentos de restriccion, PCR y secuenciacion (no se muestran datos). Estos resultados demostraron que la
mutagénesis «en passant».permitio la insercidn rapida y precisa de las cinco subunidades de RhUL128C en un
unico genoma de MVA clonado como un BAC.

Recuperacién de MVA que expresa RhgH/gL/UL128-UL131A. Para recuperar los viriones de MVA que expresaban
al mismo tiempo RhgL/gH/UL128-UL131A, con o sin el TM de gH, denominados MVA-RhUL128C y MVA-
RhUL128CA, el ADN de MVA-BAC se transfectd en células BHK para reconstituir el virus en presencia del virus
auxiliar de la viruela aviar (FPV) (Cottingham et al. 2008; Domi y Moss 2002). FPV es necesario para iniciar la
maguinaria de transcripcion a partir del ADN "desnudo» de MVA, pero no experimenta recombinacion con el
genoma de MVA ni establece una infeccion productiva en células BHK (Cottingham et al. 2008; Domi y Moss 2002).
La recuperacion de MVA se confirmé después de 4-5 dias de cultivo celular mediante la observacion del efecto
citopatico (CPE) y la formacién de placas de células que expresan el gen GFP que procede de la construccién
BAC (no se muestran datos) (Cottingham et al. 2008). Las células BHK infectadas con los virus reconstituidos se
analizaron luego por Western Blot (WB). Usando antisueros policlonales de conejo que se generaron contra
secuencias peptidicas de cada una de las subunidades de RhUL128C, se confirmd la expresién de los 5 genes de
RhCMV insertados para ambos vectores MVA (fig. 2A). Los tamafios de proteina detectados fueron ~55 kD para
RhUL128, ~43 kD para RhUL130, ~23 kD para RhUL131, ~32 kD para RhgL y ~95 kD para RhgH. Todos los
tamafios de proteina eran mayores que los tamafios de proteina calculados tedricamente basandose en la
composicion de aminoéacidos, lo que sugiere que todas las subunidades de UL128C de RhCMV se madifican
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postraduccionalmente en las células BHK (Lilja y Shenk 2008). Las dos formas de RhgL que migran mas rapido
probablemente pueden explicarse por proteinas no procesadas que requieren O-glicosilacion como proceso de
maduracion postraduccional tardia, como se ha demostrado para el VHS (fig. 2A) (Johnson y Spear 1983). Como
se esperaba, la eliminacion del TM dio como resultado la expresién de RhgH con un peso molecular mas bajo que
la RhgH de longitud completa (fig. 2). También se generaron MVA que expresaban solo una, dos o las tres
proteinas de las subunidades RhUL128-UL131A con la asistencia de la tecnologia de BAC (fig. 2B). La coexpresion
de todas las subunidades de la proteina RhUL128C dio como resultado un aumento de las cantidades
citoplasmicas de UL128-UL131A, lo que podria explicarse por el aumento de la estabilidad o de la expresion (fig.
2B). Se generaron MVA con insertos de un solo gen en 2-3 semanas, y se generaron MVA-RhUL128C y MVA-
RhUL128CA en 4-5 meses. En conclusion, la tecnologia de BAC se utilizd con éxito para generar rapidamente
vacunas de MVA que expresan solo subconjuntos o los cinco genes de RhUL128C.

Coexpresioén estable de RhgH/gL/UL128-UL131A en MVA. Como siguiente paso, se investigo la estabilidad de la
expresion genética y proteica de MVA-RhUL128C tras la propagacion del virus. Se realizaron 5 pases de MVA-
RhUL128C en células BHK y los niveles de expresion relativos de los 5 genes de RhCMV insertados se
determinaron por WB después de cada pase del virus. Se confirmaron cantidades constantes de las cinco proteinas
de RhCMV durante los 5 pases del virus MVA-RhUL128C (fig. 3). La expresion estable de los genes RhCMV
insertados también se confirm6 durante 5 pases del virus MVA que coexpresaba RhUL128, RhUL130 y RhUL131A
(no se muestran datos). Ademas, la expresion Gnicamente del gen RhUL128 por un vector de vacuna generado
por la tecnologia de BAC o por un vector de vacuna derivado de la estrategia de transfeccion/infeccion de MVA
convencional demostrd niveles de expresion similares en 10 pases de virus (no se muestran datos) (Earl et al.
2001). Estos resultados demostraron que MVA-RhUL128C coexpresaba de forma estable todos los genes de
RhCMV durante los pases sucesivos del virus y que MVA derivado de BAC proporcionaba una estabilidad de
insercién comparable a los recombinantes derivados convencionales. En consecuencia, el pentdmero y otros MVA
recombinantes con subunidades de RhCMV se consideraron adecuados para la expansién a gran escala para
preparar disoluciones madre para estudios de inmunizacion.

Interaccion de las subunidades de RhUL128C. Para demostrar la formacion del pentdmero RhUL128C, se
analizaron las interacciones entre las proteinas RhgH/gL/UL128-UL131A expresadas por MVA por co-
inmunoprecipitacion (co-IP). Las células BHK infectadas con MVA-RhUL128CA se recolectaron y procesaron para
la IP de RhgHATM mediante deteccién con anticuerpo monoclonal anti-marcador c-myc. Las proteinas
inmunoprecipitadas se analizaron por WB utilizando antisueros policlonales para la deteccion de cada una de las
subunidades de RhUL128C. La IP de RhgHATM resulto en la co-IP de todas las demas subunidades de RhUL128C
(RhgL, RhUL128, UL130 y UL131A) (fig. 4). (Ver Wussow et al. 2013). Estos resultados demuestran que RhgHATM
interactda con RhgL y RhUL128 cuando se coexpresan a partir de MVA-RhUL128CA, lo que proporciona evidencia
de interacciones clave que conducen a la formacion de un RhAM128C pentamérico.

Secrecion mejorada de RhgHATM tras la coexpresion con Rhgl y RhUL128-UL131A. Ryckman et al. demostraron,
utilizando vectores de expresion basados en adenovirus, que la secrecion de una gH con TM eliminado (QHATM)
se potencia mediante la coexpresion de todas las subunidades del pentdmero UL128C (Ryckman et al. 2008b). La
interaccion de las subunidades que forman el complejo del pentamero RhUL128C de RhCMV se caracterizé de
manera similar, comparando la eficacia de secrecion de RhgHATM expresada por MVA sola o en combinacién con
RhgL, o con RhgL y UL128-UL131A (MVA-RhUL128CA). El enfoque fue analizar el medio concentrado libre de
suero y los lisados celulares de células CEF infectadas con construcciones de MVA por WB usando antisuero
policlonal anti-gH. Como se esperaba, la coexpresion de todas las subunidades de RhUL128C (MVA-RhUL128CA)
conduce a los niveles mas altos de secrecion de RhgHATM cuando se compara con su expresion sola o en
combinacion con gL (fig. 5). Ademas, las cantidades secretadas de RhgHATM expresada sola, o en combinacién
con RhgL, o en combinacion con todas las demas subunidades de RhUL128C fueron mayores que las de RhgH
de longitud completa coexpresadas junto con todas las demas subunidades de RhUL128C (MVA-RhUL128C) (fig.
5), lo que sugiere que la presencia del TM de RhgH anclaba los complejos a la superficie celular. De manera
interesante, el tamafio de RhgHATM o RhgH detectable en el medio fue ligeramente mayor que el observado en
los lisados celulares (en relacion con el marcador de tamafio de 95 kD), lo que sugiere que las formas secretadas
de RhgH (con o sin TM) se modifican postraduccionalmente de manera diferente que en células equivalentes.
Junto con los datos anteriores de co-IP, estos resultados reafirman que la coexpresion de RhgHATM con RhgL y
RhUL128-UL131A conduce a un complejo pentamérico que promueve una mayor secrecion de RhgHATM, lo que
es consistente con los estudios de una forma soluble de gH de HCMV (Ryckman et al. 2008b).

Induccion de AcN especificos de Epi/EC en MR vacunados con MVA-RhUL128C. Para lograr el objetivo central
del programa de vacunas, se investigo la capacidad de MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA para generar AcN
en MR. Dos grupos de cuatro monos negativos para RhCMV se inmunizaron dos veces cada uno, con 6 semanas
de diferencia, bien con MVA-RhUL128C o con MVA-RhUL128CA (N = 4 MR/vacuna). También se usaron MVA
que expresaban RhUL128 o RhUL130 (N = 3 MR) solas, o0 MVA que coexpresaban RhUL128-UL131A para la
inmunizacién. Los titulos de AcN que dieron una neutralizacion del 50 % (NT50) se determinaron en células
epiteliales de rifidbn de mono (MKE) utilizando la cepa UCD59 de RhCMV para la infeccion. Como controles
adicionales se analizaron muestras de plasma de monos inmunizados con RhgB o el marcador bacteriano gus en
un procedimiento de refuerzo con MVA de inmunizacion primaria/doble con ADN de un estudio previo (Abel et al.
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2011). Los titulos NT50 de MR vacunados con MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA dos semanas después de la
vacunacion fueron comparables al rango normativo de NT50 de MR infectados de forma natural y oscilaron entre
108 y 402 (mediana 146) o entre 88 y 513 (mediana 209), respectivamente (fig. 6A). El rango normativo del NT50
de UCD59 medido en células MKE para monos de 3 a 4 afios alojados en corrales es de 67-1060 (mediana 662)
(Yue et al, no publicado). Por el contrario, los titulos NT50 de MR vacunados con MVA que expresan solo
subunidades de RhUL128C o RhgB permanecieron por debajo del limite de deteccion del ensayo (fig. 6A). Solo
un animal del grupo de MVA-RhgB tenia un titulo de NT50 de 72 (fig. 6A). En consecuencia, los titulos de AcN
medidos en células MKE de MR vacunados con MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA fueron significativamente
mas altos que los del grupo de control de MVA-venus, y también de todos los otros grupos de vacunas (fig. 6A). A
las 6 semanas de la segunda inmunizacion, los titulos NT50 disminuyeron y oscilaron entre 70 y 101 (mediana 79)
para monos inmunizados con MVA-RhUL128C y de 36 a 94 (mediana 56) para los animales vacunados con MVA-
RhUL128CA. Estos titulos de AcN todavia estaban en el extremo inferior o ligeramente por debajo del rango
normativo de NT50 determinado en células MKE. Los titulos de AcN determinados para los grupos de vacunas de
MVA-RhUL128C y MVA-RhUL128CA no fueron significativamente diferentes (p = 0,69 a las 2 semanas y 0,2 a las
6 semanas) (fig. 5B). Estos resultados indican que es necesaria la coexpresién de las 5 subunidades de
RhUL128C, expresadas con una forma de gH transmembrana anclada o soluble, para obtener AcN especificos de
células epiteliales.

Generacion de AcN especificos de fibroblastos en MR vacunados con MVA-RhUL128C. El plasma de MR
inmunizados con vacunas de MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA se analizé para determinar su capacidad para
inhibir la infeccion de fibroblastos telomerizados de macaco (Telo-RF) con la cepa 68-1 de RhCMV.
Sorprendentemente, ambas construcciones de vacunas indujeron una fuerte actividad de AcN que prevenian la
infeccion por RhnCMV de células Telo-RF (fig. 6C). Dos semanas después de la segunda inmunizacion, el plasma
de MR inmunizados con MVA-RhUL128C demostro titulos NT50 de 590 a 785 (mediana de 608), y los sueros de
animales vacunados con MVA-RhUL128CA tuvieron un titulo NT50 de mayor magnitud en el rango de 450 a 864
(mediana 732). Estos titulos NT50 estaban en el rango normativo de NT50 de los MR infectados de forma natural
medidos en Telo-RF, que varia de 231 a 3348 para animales infectados a largo plazo (Abel et al. 2011). En
particular, AcN medidos en Telo-RF de MR vacunados con MVA-RhUL128C o MVA-RhUL128CA en la semana 2
después de la vacunacion fueron significativamente mas altos que los de MR vacunados con MVA-RhgB (3 veces,
p = 0,01) y los de animales con vacunacion de control (p = 0,005) de un estudio previo (fig. 6C). Seis semanas
después de la segunda inmunizacion, los titulos de AcN disminuyeron, pero aun variaron de 160 a 383 (mediana
de 216) para los MR vacunados con MVA-RhUL128C y de 148 a 350 (mediana de 226) para los animales del grupo
de vacuna de MVA-RhUL128CA. Los AcN en la semana seis todavia se mantuvieron en el extremo inferior o
ligeramente por debajo del rango normativo de los valores de NT50 medidos en fibroblastos (fig. 6D). Al igual que
con el titulo de AcN medidos en células MKE, los titulos de AcN determinados en Telo-RF de los grupos de vacunas
de MVA-RhUL128C y MVA-RhUL128CA no fueron significativamente diferentes (p = 0,49 y 0,89) (fig. 6). En
comparacion con RhUL128C con gH de longitud completa, la eliminacion del TM de gH para generar complejos
solubles no mejoré los titulos de AcN de las células MKE vy los fibroblastos de macaco. Estos resultados
inesperados demuestran que MVA que expresan gH/gL/UL128-UL131A de RhCMV inducen una actividad de AcN
gue no solo inhibe la entrada en Epi/EC, sino que sorprendentemente también bloquea la infeccion de fibroblastos
por RhCMV.

Reduccion de la carga viral en MR vacunados con MVA-RhUL128C después del desafio con RhCMV. A
continuacién se evaluaron los 2 grupos de vacunas de MVA que expresaban diferentes formas de RhUL128C que
generaron actividad de AcN para determinar su eficacia protectora frente al desafio con RhCMV. Los MR
inmunizados con MVA-RhUL128CA o MVA-RhUL128C se inocularon por via subcutanea 2 semanas después de
la inmunizacién de refuerzo (en la semana 6) con la cepa de RhCMV epiteliotrépica UCD59 (Oxford et al. 2011).
Para servir como control, los animales no vacunados también fueron desafiados. El nUmero de copias del genoma
de RhCMV se midi6 luego mediante gPCR en plasma y en muestras de hisopos bucales obtenidas cada 1 a 2
semanas. La fig. 7 presenta la carga viral en plasma acumulada del virus de desafio UCD59 determinada
calculando el area bajo la curva (AUC) en un intervalo de tiempo de 16 semanas que comienza en el momento del
desafio. Mientras que la carga viral en plasma de los animales inmunizados con MVA-RhUL128C (mediana del
AUC del nimero de copias del genoma = 584) fue 21 veces menor que la de los MR de control (mediana del AUC
del nimero de copias del genoma = 12.652), la carga viral de los animales vacunados con MVA-RhUL128CA
(mediana del AUC del numero de copias del genoma = 5247) fue solo 2,4 veces menor que la de los animales no
vacunados de control. La carga viral de la mayoria de los MR vacunados con MVA-RhUL128C fue menor que en
los MR no vacunados (p = 0,03). Tres de los cuatro animales vacunados con MVA-RhUL128C tenian un ndmero
muy bajo o nulo de copias de RhCMV en plasma (fig. 7). Por el contrario, dos MR del grupo de vacuna de MVA-
RhUL128CA no mostraron carga viral, pero los otros dos tenian una carga viral alta (fig. 7). En consecuencia, los
autores no pueden inferir ninguna mejora en la carga viral de los MR vacunados con MVA-RhUL128CA en
comparacion con los controles (p = 0,33), ni ninguna diferencia con el grupo de MVA-RhUL128C (p = 0,64). Sin
embargo, la combinacién de los dos grupos de vacunas y la comparacion de las cargas virales con los animales
de control no vacunados arroja una probabilidad significativa de p = 0,07, muy cercana a la significacion estadistica
inequivoca. Estos datos indican que la vacunacién de MR no expuestos a RhCMV con MVA-RhUL128C redujo la
carga viral en plasma en la mayoria de los MR a los que se administro un virus de desafio virulento. Los resultados
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de AcN y del desafio son indicadores sélidos de que el pentamero UL128C sera un componente necesario para
una vacuna profilactica exitosa para los monos y, lo que es mas importante, para los humanos.

Epi/EC desempefian un papel fundamental para la entrada, difusion, persistencia y transmision de HCMV de un
huésped a otro (Sinzger et al. 2008). Una estrategia de vacuna para la prevencion efectiva de la infeccién por
HCMV probablemente dependera de la capacidad de inducir AcN potentes que inhiban la entrada del virus en
estos tipos de células (Revello y Gerna 2010; Schleiss 2010). Las estrategias de vacunacion anteriores basadas
en gB recombinante o Towne no lograron obtener un titulo alto de AcN que inhibiera la infecciéon por HCMV de
Epi/EC (Cui et al. 2008). Dado que las proteinas UL128-UL131A que forman un complejo de virién pentamérico
con gH/gL son necesarias para la entrada en Epi/EC y sirven como dianas de AcN potentes en individuos
seropositivos para HCMV, estas proteinas se han propuesto como dianas de vacunas para la inmunizacién primaria
(Gerna et al. 2008; Hahn et al. 2004; Macagno et al. 2010; Wang y Shenk 2005b). Los estudios descritos
anteriormente demuestran que los MVA que coexpresan los cinco equivalentes en RhCMV de UL128C de HCMV
inducen AcN que bloquean de manera potente la infeccion viral de células MKE Yy fibroblastos de macaco. Una
vacuna que exprese estas proteinas puede ser una candidata efectiva para inhibir multiples rutas de entrada de
HCMV.

Al combinar la tecnologia de BAC con la insercién de secuencias sin marcadores por la mutagénesis «en passant»
(Cottingham et al. 2008; Tischer et al. 2010), los casetes de expresion para los 5 genes de RhCMV podrian
insertarse rapidamente en sitios de insercién separados de un solo genoma de MVA (fig. 1). Un enfoque
comunmente utilizado basado en la recombinacion homoéloga en células eucaridticas con los laboriosos
procedimientos de cribado posteriores habria llevado considerablemente més tiempo para generar estos
recombinantes (Earl et al. 2001). Esta es la primera descripcion de MVA con casetes de expresion génica en 5
sitios de insercion distintos, lo que lleva a MVA a una nueva categoria para el disefio de vacunas con antigenos
multiples. MVA-RhUL128C mantuvo la expresion estable de los cinco genes de RhCMV durante 5 pases de virus
(fig. 3), lo que indica que esta construccion de vector es un candidato factible para el desarrollo de vacunas. Si
bien cada una de las subunidades de UL128C podria expresarse a partir de vectores separados, la administracion
simultdnea a una sola célula para permitir el ensamblaje del pentamero funcional sera dificil de lograr en un entorno
in vivo en lugar de en un entorno de laboratorio in vitro. Se identificd un enfoque Optimo para el ensamblaje y la
funcion del pentamero que tiene profundas consecuencias de traslacionales como componente basico de una
vacuna contra HCMV.

La evaluacion de la vacuna contra HCMV en modelos animales puede estar limitada debido a la estricta
especificidad de especie de los CMV, pero los CMV de roedores y sus respectivos huéspedes contindan sirviendo
como modelos animales vitales para desarrollar posibles vacunas para HCMV. Dado que el CMV de cobaya
(gpCMV) infecta al feto de forma transplacentaria, el modelo de gpCMV/cobaya es particularmente util para disefiar
estrategias de vacunas para la infeccion congénita (Schleiss 2010). Ademas, la evaluacion de la vacuna de RhCMV
en MR representa un modelo de primate no humano para desarrollar estrategias de vacunas analogas a las
dirigidas contra HCMV (Barry et al. 2006; Yue et al. 2003). Desde una perspectiva evolutiva, los MR son los
animales mas cercanos a los humanos que se pueden investigar experimentalmente (Barry et al. 2006). Ademas,
el contenido del genoma y los patrones de persistencia viral y patogénesis del huésped de RhCMV se parecen
mucho a los de HCMV, con la salvedad de que no se ha verificado la transmision transplacentaria de RhCMV
(Barry et al. 2006; Schleiss 2010). Sin embargo, a diferencia de los CMV de roedores, RhCMV codifica un conjunto
completo de ortélogos de UL128, UL130 y UL131A de HCMV (Hansen et al. 2003; Lilja y Shenk 2008; Oxford et
al. 2008; Rivaliller et al. 2006; Schleiss et al. 2008; Yamada et al. 2009).

Algunos investigadores han demostrado que las proteinas de fusion marcadas o los péptidos derivados de UL128,
UL130 o UL131A inducen AcN especificos de Epi/EC contra HCMV en ratones o conejos (Adler et al. 2006;
Saccoccio etal. 2011; Wang y Shenk 2005b), sugiriendo que estas subunidades de UL128C podrian ser suficientes
para generar actividad de AcN en humanos. Sin embargo, la generacién de inmunidad en animales pequefios
contra un xenoantigeno puede reflejar solo una propiedad inmunolégica en lugar de una inmunidad dirigida contra
CMV de huésped restringido. Esta conclusion se basa en el hecho de que las secuencias de péptidos UL130 y
UL131A utilizadas para generar AcN en conejos no se unieron a los anticuerpos séricos de seropositivos para
HCMV (Saccoccio et al. 2011), lo que sugiere que estos epitopos lineales Unicos no serian inmunogénicos en
humanos. Ademas, con la excepcion de un solo anticuerpo caracterizado contra UL128, todos los otros AcN
monoclonales humanos caracterizados que inhiben exclusivamente la entrada de HCMV en Epi/EC, son epitopos
conformacionales diana formados por dos o méas subunidades de UL128C (Genini et al. 2011; Macagno et al. al.
2010). Los resultados descritos aqui son consistentes con la dependencia mencionada anteriormente de la
coexpresion de miltiples subunidades de UL128C para producir AcN funcionales para inducir actividad de
neutralizacion de RhCMV especifica de Epi/EC en MR comparable a la inducida después de una infeccion natural
(fig. 6). La adicion de RhgH/gL es probablemente importante para anclar las subunidades restantes de RhUL128C
y estabilizar la formacion de los epitopos conformacionales (Ryckman et al. 2008a; Ryckman et al. 2008b). En
consecuencia, las observaciones en el sistema de RhCMV son analogas a los estudios de HCMV, y sugieren con
fuerza la similitud de la funcién de los UL128C de ambas especies y la necesidad de formar un pentdmero para
generar AcN efectivos. Los datos analizados anteriormente apoyan que los pentameros UL128C deben ser parte
de una vacuna profilactica integral contra HCMV que puede usarse sola o con uno o mas determinantes de
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neutralizacion adicionales (por ejemplo, RhgB, RhgM/gN, RhgO) y/o una o mas dianas principales de la inmunidad
celular (por ejemplo, Rhpp65 o RhIE1). Ademas, se puede administrar una vacuna profilactica integral contra
HCMV en combinacion con cofactores adicionales, moléculas estimuladoras de células B (por ejemplo, CD40L).

Los MR no expuestos a CMV vacunados con RhUL128C deben generar AcN que inhiban la infeccion por RhnCMV
de células MKE, porque el pentdmero RhUL128C es analogo a la version humana de UL128C. Sin embargo, un
hallazgo adicional e inesperado fue el descubrimiento de que podian producirse AcN en MR vacunados con
RhUL128C que inhibian la infeccién de fibroblastos de macaco por RhCMV. Estas observaciones sugieren que la
construccién de vacuna descrita en el presente documento es capaz de estimular simultdneamente AcN contra los
complejos UL128C y gH/gL. Igualmente notable es que los titulos de AcN medidos en MKE o fibroblastos fueron
comparables a los observados en monos seropositivos para RhnCMV (Fouts et al. 2012; Macagno et al. 2010; Urban
et al. 1996). Significativamente, los AcN generados en MR vacunados con MVA-RhUL128C que inhibian la
infeccion de fibroblastos de macaco por RhCMV tenian titulos 3 veces mayores que los AcN generados en
animales vacunados con MVA-RhgB como se describié previamente (Abel et al. 2011) (figura 6C). También se
confirmé que los MR vacunados con MVA-RhgB desarrollaron solo niveles minimos de AcN que inhibian la
infeccion por RhCMV de células MKE (figura 6A), lo que apoya firmemente que MVA-RhUL128C es superior a
MVA-RhgB para inducir AcN que inhiben la entrada de RhCMV tanto en fibroblastos como en Epi/EC. Estos
resultados amplifican el andlisis reciente de la globulina hiperinmune de CMV que demostrd que los AcN que
inhiben la entrada en Epi/EC o fibroblastos actian principalmente sobre los epitopos de los complejos UL128C o
gH/gL, y que los AcN contra gB desempefian un papel menor en la inhibicién de la entrada de HCMV en ambos
tipos de células (Fouts et al. 2012). Estos datos respaldan las estrategias de vacunacién contra HCMV basadas
en UL128C y/o gH/gL, ya que son mas efectivas que las estrategias que solo se basan en gB para generar AcN
que bloquean la infeccién de multiples tipos de células. Sin embargo, una combinacion de los dos enfoques puede
proporcionar actividades de AcN mayores y mas amplias que las estrategias basadas solo en uno de estos
determinantes de neutralizacion importantes.

En resumen, la tecnologia de MVA-BAC se examind en combinacion con la insercion de secuencias sin
marcadores mediante mutagénesis «en passant» para generar MVA que coexpresaban de manera estable los
cinco equivalentes en RhCMV de UL128C de HCMV, que son necesarios para la entrada del virus en Epi/EC. Se
encontré que los MR negativos para RhCMV inmunizados con estas vacunas no solo desarrollaban una fuerte
actividad de neutralizacion que prevenia la infeccion de las células epiteliales por RhCMV, sino que también
desarrollaron una fuerte actividad de AcN que inhibian la infeccién de fibroblastos. Ademas, el titulo de AcN medido
en ambos tipos de células fue comparable al de los monos infectados de manera natural. Ademas, los MR
inmunizados demostraron una menor carga viral en plasma. Este estudio es valioso por al menos las siguientes
razones: (1) se confirmé que las 5 subunidades de UL128C son suficientes para inducir AcN que inhiben la
infeccion por RhCMV tanto de Epi/EC como de fibroblastos, aunque cada una de las subunidades UL128, UL130
0 UL131A por separado o sus combinaciones no lo son; (2) los titulos de AcN son igualmente fuertes si el sustrato
de infeccion son Epi/EC o fibroblastos, lo que sugiere que una vacuna Unica compuesta por subunidades de
UL128C puede eliminar la necesidad de una vacuna de la subunidad gB; (3) se determin6 que las vacunas contra
HCMV gque actualmente se estan evaluando clinicamente deben incorporar componentes de UL128C para prevenir
la transmision horizontal o se corre el riesgo de que sean inadecuadas para la tarea de prevenir la infeccion por el
CMV de las dos entradas de infeccion principales, reduciendo su efectividad (Bernstein et al. 2009 ; Griffiths et al.
2011; Kharfan-Dabaja et al. 2012; Pass et al. 2009).

Ejemplo 2: Construccién y expresion de pentamero UL128C de HCMV expresado por MVA

Expresion por MVA de subunidades de UL128C humano. Se generaron MVA que expresaban el pentamero de 5
subunidades UL128, UL130, UL131, gL y gH humanas de longitud completa (H-UL128C-MVA) mediante tecnologia
de BAC similar a la descrita en el ejemplo 1.

Como se muestra en la fig. 8, las 5 subunidades de UL128C humano (H-UL128C) se expresaron con éxito, segin
se evalué mediante AcM (gH, UL128, UL130) o antisueros policlonales (UL131A, gL) que se usaron para detectar
subunidades individuales. EI PM de cada una de las subunidades es acorde a los valores publicados, y proporciona
pruebas sélidas de que la expresion basada en MVA es fiel a la estructura de estas subunidades expresadas por
HCMV. En la fig. 8 también se ilustran composiciones en las que se coexpresan estructuras de gH alternativas (por
ejemplo, gH con un dominio transmembrana eliminado, gHATM) con las otras 4 subunidades de H-UL128C (una
composicion con la gHATM alternativa se muestra en UL128CA, y gH de longitud completa (gH-FL) se muestra en
UL128C). El complejo pentamérico puede investigarse para determinar las propiedades funcionales evaluadas in
vitro utilizando un procedimiento de inhibicion de la infeccion de una linea celular epitelial por HCMV (Ryckman et
al. 2008a). Este experimento se puede realizar utilizando lineas celulares ARPE-19 y MRCS5, utilizando dos virus
MVA diferentes, H-UL128C-MVA y gB-MVA. Este estudio in vitro debe confirmar la actividad funcional de H-
UL128C expresado por MVA y debe ser un modelo efectivo para los estudios de AcN descritos aqui.

Interaccion de las subunidades de H-UL128C. Para demostrar la formaciéon del pentdmero H-UL128C, se

analizaron las interacciones entre las proteinas gH, gL y UL128-UL131A humanas expresadas por MVA por co-
inmunoprecipitacion (co-IP) (fig. 9). Las células BHK infectadas con MVA-H-UL128C se recolectaron y procesaron
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por IP de gH con anticuerpo monoclonal de ratén anti-gH 14-4b o anticuerpo de control irrelevante acoplado a
proteina A/G agarosa. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por WB utilizando antisueros policlonales
para la deteccién de cada una de las subunidades de RhUL128C. Los resultados de la fig. 9 muestran la co-IP de
las 5 subunidades de UL128C después de IP de la proteina gH. Esto demuestra que las subunidades individuales
de H-UL128C interacttan entre si, formando un pentamero funcional cuando se coexpresan a partir de MVA.

Ejemplo 3: Construccion y evaluacion de un MVA-BAC clinicamente aceptable para uso humano

Los estudios preclinicos que utilizaron RhCMV fueron facilitados por un vector MVA-BAC construido anteriormente
(Cottingham 2008). Todas las vacunas que utilizan componentes de RhnCMV se ensamblaron utilizando este MVA-
BAC. Sin embargo, dado que se desconocen los origenes de MVA, se utilizara un vector de vacuna diferente para
uso humano. Este MVA-BAC también se construird de manera que las secuencias de vectores se puedan eliminar
después de la reconstitucién del virus para evitar la permanencia de cualquier secuencia bacteriana funcional no
deseada, una propiedad que probablemente requerird la FDA para su aprobacién. Los elementos del vector se
insertaran en el locus TK para reconstruir los sitios de insercion disponibles para la expresion transgénica. La
construccion de un MVA-BAC para uso en humanos se realizé utilizando el 1974-MVA, que proporcioné el Dr.
Bernard Moss del NIAID. El uso clinico de este MVA ha permitido el desarrollo de miltiples vacunas, muchas de
las cuales estan ahora en ensayo clinico. Por lo tanto, 1974-MVA deberia ser seguro para su uso en humanos. En
la fig. 10 se muestra un esquema para construir un MVA-BAC autoescindible basado en 1974-MVA (1974-MVA-
BAC). Se desarrollé6 un mapa de sitios de restriccién para predecir los tamafios de los fragmentos generados por
las enzimas de restriccion (ER) de 6 pb que tienen perfiles conocidos en el genoma de 1974-MVA completamente
secuenciado (no se muestran datos). El perfil de las ER es compatible con el rescate de un clon genémico de
longitud completa de MVA. Para demostrar la funcion de 1974-MVA después de la clonacion en BAC, se insertaron
casetes de expresion de mRFP en tres sitios de insercidon conocidos de MVA, y los 1974-MVA-BAC resultantes se
usaron para transfectar células BHK-21. La fig. 11A muestra placas virales que presentan la expresién de proteina
roja (casete de expresion insertado) y verde (casete de expresién de GFP contenida en el vector BAC) en
monocapas de CEF que demuestran la expresion funcional y la produccién de virus por el clon BAC después de
la transfeccion de CEF y la produccién de virus. Ademas, el nuevo MVA-BAC se ha utilizado para la generacion
de un CD40L que expresa MVA recombinante, que se utilizara en diferentes dosis para mejorar las respuestas de
anticuerpos al pentdmero UL128C después de la inmunizacion de ratones.

Se evaluaron tres sitios de insercion de 1974-MVA-BAC utilizando 3 antigenos de prueba de proteinas de CMV
humano diferentes. Los 3 sitios de insercion expresan el gen HCMV insertado en la proteina (fig. 11B), lo que
demuestra la integridad funcional de 1974-MVA-BAC y su capacidad para ser modificado con subunidades de
UL128C de HCMV y su aplicacion a estudios de vacunacion.

La tecnologia de MVA-BAC se utilizé para ensamblar un RhCMV-UL128C funcional que induce AcN que inhiben
la infeccién de células epiteliales por un aislado de RhCMV natural (UCD59) con una regién de virulencia UL/b’
funcional. También se puede desarrollar una construccion de MVA-BAC similar del equivalente del complejo
pentamérico UL128C humano y esta construccion puede evaluarse en MR negativos para RhCMV. Si bien la
restriccion de la gama de huéspedes de HCMV impide realizar un estudio de desafio en MR, se puede extraer el
suero de MR vacunados y evaluar su capacidad para inhibir la infeccion por HCMV de células ARPE-19 permisivas
con el virus como criterio indirecto de evaluacion clinica. Probablemente una vacuna de proteccion total deba inhibir
la infeccién por el virus simultdneamente en las vias de endocitos y de fibroblastos, lo que puede resolverse
desarrollando construcciones de MVA adicionales que expresen gB sola o combinada con UL128C. Se puede
investigar la infeccion de MR y la evaluacion de la inhibicién por parte de AcN en suero de la infeccién in vitro de
fibroblastos y células ARPE-19. En Ultima instancia, las investigaciones llevadas a cabo realizando ensayos clinicos
pueden establecer mejor la capacidad de estas construcciones de HCMV para prevenir o limitar la infeccién o la
viremia. Las personas que serian candidatas para la vacunacion incluyen, pero no se limitan a, mujeres en edad
fértil, adolescentes que excretan VHCM o0 no han estado expuestos y se beneficiarian de la inmunizacién al
interrumpir la posibilidad de transmitir la infeccion en casa y de infectar a una madre no infectada en edad fértil.
Todos estos individuos son candidatos para la inmunizacién con los vectores descritos en los modos de realizacion
de esta solicitud de patente.

Ensamblaje de Hu-UL128C en 1974-MVA-BAC, andlisis in vitro de la expresién v la funcién.

Los datos descritos anteriormente demuestran que la expresion de UL128C de RhCMV en MVA es valida usando
un modelo homélogo de MR negativos para RhnCMV en el que se demuestra que se forman AcN especificos de
RhCMV después de la inmunizacién con UL128C-MVA (Ejemplo 1). Esto proporcioné una solida evidencia que
guio el desarrollo de UL128C utilizando los genes de HCMV vy la expresion en MVA, lo que se demuestra en la fig.
8 (ejemplo 2). Ademas, la inmunoprecipitacion de gH seguida de un andlisis por WB con anticuerpos monoclonales
para la deteccién de gH, UL128 y UL130 demostr6 el ensamblaje de las subunidades de UL128C expresadas a
partir de MVA (fig. 9) (ejemplo 2). Para lograr la relevancia traslacional que acompafia a la produccién de una
vacuna para uso humano, el vector debe asociarse con un MVA que haya sido aprobado por la FDA en lo que
respecta a su seguridad en estudios de evaluacion clinica. En consecuencia, 1974-MVA se insertd en un vector
BAC autoescindible (fig. 10) y su funcionalidad se demostré in vitro (fig. 11). A continuacion, se pueden insertar las

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 720 T3

cinco subunidades de UL128C de HCMV en 1974-MVA-BAC, y se miden la expresién, la funcion y la estabilidad
de las subunidades. La respuesta eficaz a la vacuna acompafiada de un analisis de la seguridad deben respaldar
contundentemente la aprobacion de la FDA para realizar estudios clinicos con la misma vacuna de HCMV-MVA
que se investiga en MR.

Construccion y ensamblaje de HCMV 1974-MVA-BAC. El 1974-MVA-BAC construido como se describe en la fig.
10 puede usarse para insertar cinco antigenos de UL128C como se ha descrito para el MVA-BAC que se muestra
en la fig. 1A. También se pueden usar otros sitios de delecion o regiones intergénicas para el ensamblaje del
pentamero UL128C o transgenes adicionales como gB, pp65 o IE. MVA-BAC generalmente requiere un virus
auxiliar para iniciar la replicacion que se resuelve de la forma mas conveniente mediante el uso de un virus de la
viruela aviar no replicante de calidad BPFc (FPV, obtenido del Dr. Bernard Moss, LVD, NIAID) en CEF permisivos
de la replicacion de MVA. Después, el vector ensamblado se evalla de manera similar a la de las figs. 2 a 5, ya
gue cada subunidad se inserta exitosamente, luego es expresada por MVA. Se puede realizar una WB para
determinar el perfil de expresién de todas las subunidades coexpresadas. Las subunidades UL128, UL130,
UL131A, gL y gH se insertan en ese orden en el 1974-MVA-BAC. La insercién final de gH se puede lograr usando
dos formas de la glicoproteina: la forma ATM o la forma FL. La etapa final del analisis de expresion de la
construccion pentamérica puede ser la expresion simultdnea de las 5 subunidades. El objetivo es un nivel de
expresion aproximadamente igual de cada subunidad, ya que la hipétesis de trabajo sugiere una proporcion igual
de las subunidades en el complejo pentamérico final. Los niveles de expresion de todas las subunidades pueden
normalizarse con referencia al antigeno BR5, que no deberia mostrar diferencias en los niveles de expresion,
independientemente de la composicion de los antigenos de la vacuna de MVA (fig. 2). Ambas construcciones
pentaméricas (UL128C-1974-MVA y UL128CA-1974-MVA) pueden estudiarse individualmente para determinar su
funcién in vitro e in vivo para determinar cuél genera mejor neutralizacion de los aislados de HCMV.

UL128C-1974-MVA-BAC puede producirse en CEF, un sustrato celular aceptable para la FDA. Esta opcién puede
requerir la obtencion de un aislado de FPV que tenga una procedencia rastreable no expuesto al agente de la
enfermedad de las vacas locas (EEB). Dado que las células CEF son permisivas con FPV, puede llevarse a cabo
la inactivacion del virus usando una combinacion de psoraleno y luz UV como se describié previamente (Lubaki et
al. 1994). Alternativamente, se pueden usar células BHK-21, que no son permisivas con la infeccién por FPV,
aungue es necesario un banco celular maestro registrado por la FDA.

Inhibicién funcional de la infeccién por HCMV de células ARPE-19 permisivas por la expresion de UL128C. Se
puede demostrar que H-UL128C-MVA previene la infeccion por el virus endoteliotrépico HCMV TB40/E (u otras
cepas de virus con tropismo intacto por Epi/EC como TR, VHL-1, etc.), de Epi/EC permisivas como las células
ARPE-19, o HUVEC. Este ensayo funcional es importante para establecer criterios de éxito para generar AcN, ya
que puede detectar el ensamblaje correcto de un complejo pentamérico que interfiere con la infeccion de las células
ARPE-19 por HCMV. Este estudio puede llevarse a cabo con controles adecuados, como gB y subunidades
individuales de H-UL128C expresadas por MVA seguido de infeccion de las células de fibroblasto (MRC-5) para
establecer la especificidad de la inhibicién de la infeccion por HCMV TB40/E. Esto establece las condiciones en
las que una monocapa de células ARPE-19 o MRC-5 expresa GFP a partir de H-UL128C-MVA (1974) o MVA de
control (variar MOI de 1-5), antes de investigar la inhibicion de la infeccion por HCMV. Alternativamente, se puede
usar una monocapa de células ARPE-19 con expresion de GFP uniforme si la coexpresion de las subunidades de
H-UL128C inhibe la infeccion por TB40/E version mCherry de células ARPE-19 con un rango de MOI entre 1-100
UFP/célula. Estos ensayos pueden realizarse en placas de 96 pocillos para conservar el virus, y para cada
condicion, se pueden contar las placas en 6 pocillos idénticos mediante fluorescencia roja y/o AcM anti HCMV-IE.
Se pueden utilizar las siguientes condiciones: H-UL128C-MVA, gH/gL-MVA, UL128/130/131-MVA, gB-MVA o GFP-
MVA. Se deberia observar una inhibicion significativa de la infeccion por TB40/E Unicamente con UL128C-MVA, y
solo se deberia observar una inhibicion minima o nula con cualquier otro MVA en las células ARPE-19. Por el
contrario, las células MRC-5 pueden ser permisivas con la infeccién por TB40/E con inhibicion moderada (~40 %)
por gH/gL-MVA evaluada por tincién con AcM anti Hu-IE.

En caso de que la prevencion de la infeccion por TB40/E sea exitosa, también se puede examinar la inhibicion de
la infeccion usando otros aislados de HCMV naturales heter6logos (TR o Toledo) para evaluar la capacidad para
prevenir la infeccién de una cepa hetero-subtipica.

Analisis de estabilidad de UL128C-MVA evaluada por WB y gPCR. La estabilidad tras el pase de UL128C-MVA se
puede medir mediante un procedimiento que se describio previamente (Wang et al. 2010). El andlisis de estabilidad
es importante porque los pases son necesarios para la amplificaciéon de virus suficientes para el uso futuro en MR
0 en humanos. Se pueden realizar diez pases sucesivos de UL128C-MVA, junto con la titulaciéon de los virus, el
andlisis de la expresion y el analisis genético de cada pase. La estabilidad se basa en la evaluacion de los niveles
de expresion de cada uno de los cinco insertos de HCMV y el antigeno de MVA-BR5 en cada pase en comparacion
con el virus fundador denominado PO. Los niveles de expresion de cada antigeno insertado pueden compararse
en cada pase y compararse con el antigeno BR5 para evaluar el grado de estabilidad. Dado que pueden ocurrir
pequefios cambios en la estabilidad que reflejan observaciones comunes con MVA (Wyatt et al. 2009), una
disminucion de la sefial de < 20 % respecto al virus fundador en el PO se define como aceptable. También se puede
medir cualquier variacion genética que se acumule después de los pases. Usando los mismos procedimientos para
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el pase de virus descritos anteriormente, en cada pase se realiza un andlisis basado en gPCR de cada antigeno,
asi como del antigeno TK endégeno que forma parte de UL128C-MVA ensamblado. Se puede aceptar una sefial
de gPCR que se reduzca < 20 % en el P10 en comparacion con el PO. Los detalles del enfoque de la qPCR para
la cuantificacion del inserto se pueden encontrar en un estudio anterior. Los cebadores para cada uno de los 5
insertos y el gen MVA-TK pueden derivarse de la informacién de las secuencias y validarse utilizando el ADN
original de MVA-BAC que contiene los cinco insertos y el gen MVA-TK. Este control positivo también se puede
usar para desarrollar una curva de patrones para estimar el nimero de copias en cada pase de UL128C-MVA.

Ademas, se puede secuenciar todo el UL128C-MVA para demostrar su estado inalterado después del pase por el
paso intermedio de MVA-BAC estableciendo su idoneidad como candidata a vacuna humana.

Funcién inmunitaria del pentdmero HCMV UL128C en ratones BALB/c.

Animales y régimen de inmunizacion. Se puede usar un total de 200 ratones BALB/c hembra (> 2 meses de edad)
para confirmar la expresion y la inmunogenicidad humoral de antigenos candidatos descritos en este ejemplo y en
el ejemplo siguiente. El enfoque puede ser evaluar el suero de ratones inmunizados para detectar AcN que inhibiran
la infeccion in vitro por HCMV de lineas celulares humanas sensibles. Los ratones pueden vacunarse con rMVA 'y
pueden usarse extracciones de sangre prospectivas para evaluar la produccién de AcN.

Es esencial realizar estudios de inmunizacion en ratones antes de los estudios de inmunizacion en MR al menos
por dos razones. La primera razén es que deben confirmarse los vectores MVA con antigenos candidatos para
determinar la expresion auténtica de la region codificante antes de los estudios en macacos. Estos estudios no se
pueden realizar en cultivos de tejidos porque las pruebas de la formacion de AcN requieren un sistema inmunitario
intacto. Se estima que pueden construirse 10 vectores rMVA que expresen genes de HCMV y usarse para la
infeccion de ratones (N = 10 ratones/construccion de rMVA). El nimero de ratones por grupo se basa en la
experiencia previa para obtener resultados minimamente consistentes que puedan evaluarse estadisticamente.
Cada raton puede ser inmunizado por via intraperitoneal, subcutanea o intramuscular con rMVA espaciados por
un intervalo minimo de 3 semanas y se les puede extraer sangre periédicamente durante el transcurso de 180 dias
antes del sacrificio humano. Las extracciones de sangre de cada ratdn pueden espaciarse al menos 2 semanas.
La sangre se puede extraer de la vena caudal y se puede extraer un maximo de 0,25 ml/ratén cada vez (<1 % de
peso corporal). El objetivo es comprobar qué rMVA produce AcN contra la infeccién por HCMV como se describe
a continuacion.

Los ratones BALB/c se inmunizaron por via intraperitoneal o intramuscular dos veces con UL128C-MVA o
UL128CA-MVA de HCMV que tenian una gH de longitud completa o una gH con dominio transmembrana eliminado
para examinar los requisitos para generar AcN. Se empled un régimen de inmunizacién en el que 4 ratones/grupo
recibieron 10-50 millones de UFP de UL128C-MVA, UL128CA-MVA, UL128-UL130-UL131A-MVA, gL/gH-MVA,
gB-MVA o venus-MVA de control (Wang et al. 2004a). Los ratones recibieron 2 inmunizaciones espaciadas por 3
semanas, y 1 semana después de cada inmunizacion y también 20 semanas después de la primera inmunizacion,
se obtuvo suero para evaluar el contenido de AcN empleando la linea de células epiteliales ARPE-19 o de
fibroblastos HFF-1. Aproximadamente 100 UFP de las cepas VHL-1, TB40/E o TR de HCMV se incubaron con
sueros en dilucién en serie semilogaritmica de ratones inmunizados, comenzando con una dilucién de 1:100. La
mezcla se incubd durante 1 hora a 37 °C y se afiadio por triplicado a monocapas confluentes al 80-90 % de células
epiteliales ARPE-19 o células de fibroblastos HFF-1 que se sembraron el dia anterior en un formato de placa de
96 pocillos. Después de 22 horas de incubacion, las células se tifieron para determinar la expresion de IE1 y las
células positivas se contaron al microscopio. Se analizaron los sueros de tres ratones no inmunizados como nivel
basal para determinar el titulo de neutralizacion (NT) para cada dilucion de la siguiente manera: NT = (1-(nGmero
de células positivas para IE1 con plasma inmune)/(nimero de células positivas para IE1 con plasma de control
negativo)) x 100. El titulo que dio una neutralizacion del 50 % (titulo NT50) se calculé determinando la pendiente
lineal de la gréafica que representa el NT frente a la dilucién de plasma (Wussow et al. 2013).

A la vista de las observaciones realizadas en MR vacunados con MVA-RhUL128C, es probable que el suero de
ratones inmunizados con cualquiera de las dos vacunas de pentdmeros contenga AcN que inhiban la infeccion de
las células ARPE-19 y también de los fibroblastos MRC-5 con cepas de HCMV como TB40/E, TR, o Toledo.
mientras que las cepas deficientes en la region UL/b’ (AD169 y Towne) no seran infecciosas para las células ARPE-
19. En cambio, los ratones infectados con gB-MVA deberian tener una menor actividad de neutralizacion en ambos
tipos de células utilizando preparaciones de suero idénticas. Ninguno de los animales vacunados con subconjuntos
de <5 subunidades de UL128C deberia producir AcN. Ademas, pueden compararse UL128C-MVA que expresan
gH-ATM o gH-FL para determinar cuél estimula una mayor cantidad de AcN. Los ratones inmunizados 2 veces se
pueden inmunizar por tercera vez, 3-6 meses mas tarde para investigar el aumento de los AcN ya existentes, como
se hizo utilizando gB-MVA en un estudio previo (Wang et al. 2004a). Finalmente, se puede caracterizar una
subclase de Ac IgG utilizando un kit comercial para estudiar la evolucién de la especificidad de los anticuerpos
generados por la inmunizacion. IgG2A debe ser predominante cuando hay una estimulacién exitosa de AcN (Wang
et al. 2004a).
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El tiempo entre las inmunizaciones y el periodo posterior a la segunda inmunizacién se pueden aumentar para
obtener suero si la neutralizacion es demasiado baja. Ademas, se puede agregar una tercera inmunizacion antes
de los 3-6 meses propuestos y luego se puede obtener el suero para evaluar la neutralizacion.

Inmunizacién de MR utilizando UL128C-MVA (1974) y caracterizacién de AcN.

Animales y régimen de inmunizacion. Los animales pueden obtenerse de cohortes de reproduccién no infectadas
con RhCMV en corrales al aire libre en el Centro Nacional de Investigacion de Primates de California (CNPRC).
Los animales utilizados en los estudios descritos a continuacion se alojan juntos en todas las partes de este
proyecto. Este es un estudio no terminal con procedimientos minimamente invasivos, y los animales pueden ser
devueltos a la colonia del CNPRC al finalizar el estudio. Se puede usar aproximadamente el mismo ndmero de
machos y hembras, aunque el sexo del animal no es un factor determinante para la inclusién o exclusién en estos
estudios.

Para este ejemplo se pueden inmunizar 30 macacos no infectados por RhnCMV con vectores MVA recombinantes
(N = 6 por vector), cada uno de los cuales expresa individualmente 1 de 3 vacunas de MVA con subunidades de
UL128C diferentes (UL128C, gL/gH, UL128/130/131A), o un MVA de control. También se pueden usar MVA que
expresan otras combinaciones de subunidades de UL128C. Ademas se puede inmunizar un quinto grupo (N = 6)
con hasta 200 pg de viriones TB40/E de HCMV inactivados con formalina (FI-HCMV) con el adyuvante Montanide
ISA 720, un adyuvante de aceite en agua, administrado por inyeccion intramuscular (IM).

El objetivo de este estudio es investigar el potencial de cada vector para obtener AcN funcionales. Los animales
pueden inmunizarse por via intramuscular (IM) tres veces en las semanas 0, 6 y 26 con 5 x 108 UFP/dosis de MVA
recombinante en PBS. Las muestras de sangre venosa y la saliva prospectivas pueden obtenerse de animales
anestesiados (ketamina) utilizando protocolos estdndar del CNPRC. Las extracciones de sangre se pueden realizar
cada 1-4 semanas en el transcurso de 28 semanas (respecto a la inmunizacion primaria en la semana 0). Las
extracciones de sangre no excederan las recomendaciones del CNPRC (12/mes/kg de peso corporal). La sangre
puede procesarse para obtener plasma y monocitos de sangre periférica mediante protocolos estandar, y se
pueden usar alicuotas para determinar el hemograma completo (HC) y los analisis bioquimicos de la sangre (Chem
20). En resumen, la saliva se recoge con 2 hisopos de Dacron colocados en el abazdn. Cada hisopo se satura con
0,2 ml de saliva, y cada hisopo se coloca en un tubo que contiene 1,8 ml de PBS, lo que representa una dilucion
de la saliva de 1:10. Este volumen deja suficiente material para multiples ensayos. La saliva se puede analizar en
diluciones en serie semilogaritmicas a partir de la dilucion recogida 1:10. La saliva puede procesarse para la
evaluacion de los titulos de AcN igual que las muestras de suero en COH. Los animales vacunados pueden alojarse
juntos en un granero.

La expresion in vitro y los estudios de inmunizacién en animales pequefios relativos al UL128C validan la funcion
y la capacidad de producir AcN del pentamero UL128C descrito en el presente documento. Sin embargo, el mejor
modelo experimental para evaluar la capacidad para obtener AcN relevantes para enfermedades humanas es el
estudio en primates. Por lo tanto, se pueden realizar estudios que usan MR negativos para RhCMV para evitar la
posibilidad de reactividad cruzada con HCMV por parte de los AcN contra RhCMV ya existentes. El objetivo es
llevar a cabo vacunaciones intramusculares (IM) tradicionales como se hizo anteriormente (Abel et al. 2010) y
cuantificar los niveles de AcN utilizando la neutralizacién in vitro de HCMV (ver figuras 6 y 12). Puede investigarse
la durabilidad de AcN en el suero y la mucosa (saliva), el nimero éptimo de vacunaciones, el nivel de dosis, el
impacto de la estructura del antigeno gH en la frecuencia de AcN, la afinidad y la seguridad de la vacuna en MR
que sean aplicables a los seres humanos. No solo se evallian las propiedades funcionales de la vacuna en estos
estudios, sino que se puede investigar la seguridad que es relevante para una futura solicitud a la FDA utilizando
un virus idéntico fabricado con procedimientos de OGM. Otros estudios también pueden centrarse en un enfoque
de vacuna 6ptimo para la inhibicién in vivo del desafio viral utilizando una vacuna de RhCMV homéloga en MR
negativos para RhCMV que incluya tanto UL128C como las subunidades gB/pp65 de RhCMV. Combinados, los
resultados de los estudios sobre RhCMV y en humanos permitiran la traslacion de una vacuna de HCMV que actle
sobre la infeccién congénita por HCMV.

Regimenes de inmunizacién con MVA de MR negativos para RhCMV. Se pueden estudiar cuatro vacunas de MVA
con subunidades diferentes de UL128C (UL128C o UL128CA, gL/gH, UL128/130/131A) o gB-MVA 0 una vacuna
de MVA-venus de control para determinar sus propiedades para generar AcN funcionales en el suero y la mucosa
de MR vacunados. También pueden incluirse otras combinaciones de subunidades de UL128C expresadas por
MVA como vectores de vacunas. Se pueden usar vacunas que utilicen MR negativos para RhCMV de entre 1y 2
afos. Para conseguir significacion estadistica, se incluyen 6 animales en cada grupo de vacunas, y se administran
5 x 108 UFP/por dosis a cada animal dos veces, espaciadas por un intervalo de 6 semanas [Wussow et al, 2013].
Las extracciones de sangre y los hisopos de saliva se obtienen 2 semanas, 6 semanas, 3 meses y 6 meses
después de la segunda vacunacién para cada animal (ver la la técnica de obtencién en Animales vertebrados). A
los 6 meses, se puede administrar una tercera vacunacion y el suero y la saliva se obtienen 2 semanas después
para comparar con AcN del suero y la saliva después de la segunda vacunacién.
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Alternativamente, se puede administrar una dosis de 5,0 x 108 UFP/dosis dos veces, separadas por un intervalo
de 6 semanas que se puede alterar para administrar menos vacuna de MVA (2,0 x 108 UFP) o una cantidad mayor
(1,0 x 10° UFP). Estas cantidades propuestas funcionan de manera éptima en MR segun los resultados anteriores.

Evaluacién de suero y saliva de MR inmunizados. La neutralizacion in vitro puede ser la prueba principal para
detectar la actividad de AcN. El objetivo de las mediciones de la neutralizacién es idéntico al de los estudios con
ratones, y los virus a investigar y las lineas celulares a infectar pueden ser idénticas. Se puede introducir un cambio
técnico en la dilucién del suero de mono basandose en la previsién de que los titulos seran mas bajos que en los
estudios con ratones (1:31, 1: 100, 1: 300). Estas diluciones son consistentes con los titulos observados utilizando
vacunas homaélogas de RhCMV en MR (figura 6). Como controles positivos, se obtiene suero de cinco donantes
de sangre humanos positivos para HCMV anénimos. Ademas, se sigue un procedimiento en el que se utilizan
viriones inactivados con formaldehido TB40/E de HCMV (Abel et al. 2010) para inmunizar MR negativos para
RhCMV (N = 6), y se puede extraer el suero y obtener saliva como controles positivos adicionales, como se
describié recientemente (Wang et al. 2011). La saliva puede analizarse en diluciones en serie semilogaritmicas a
partir de la dilucion inicial 1:10 de forma similar a la dilucion del suero. La medicion de AcN con controles asociados
deberia ser lo méas informativa respecto a la eficacia de UL128C-MVA de HCMV para provocar respuestas
neutralizantes contra HCMV y una comparacion de los titulos de AcN con los encontrados en humanos infectados
de forma natural.

Ejemplo 3: Ensamblaje de UL128C-MVA con gB en una vacuna o una combinacion de 2 vacunas de MVA
(UL128C + gB) para desarrollar AcN en MR para inhibir las vias de infeccion de fibroblastos y endocitos de
HCMV.

Animales y régimen de inmunizacién. Los estudios descritos anteriormente proporcionaron evidencia de que el
RhUL128C por si solo puede generar AcN que inhiben la infeccion de Epi/EC vy fibroblastos (figura 6). Se pueden
realizar estudios adicionales para combinar UL128C con gB/pp65 para potenciar o mejorar la inhibicion de ambas
vias de entrada de HCMV. Estos estudios pueden realizarse en 3 fases. En la primera fase, pueden inmunizarse
macacos no infectados con RhCMV (N = 18 en total) con vectores MVA recombinantes (N = 6 por vector), cada
uno de los cuales expresa individualmente 1 de 3 vacunas de MVA diferentes: N.° 1: 5-Ag de UL128C (determinado
a partir del ejemplo 2) + gB/pp65; N.° 2: 5-Ag de UL128C solo; N.° 3: gB/pp65 solo. Para el grupo N.° 1, los animales
pueden vacunarse con una mezcla de vacuna que contenga tanto el vector MVA con 5-Ag de UL128C como la
construccion de gB/p65-MVA. Ademas, puede realizarse una inmunizacion simulada de un grupo de control (N =
6) con un MVA de control. Los animales pueden inmunizarse por via intramuscular (IM) tres veces en las semanas
0, 6 y 26 con 5 x 108 UFP/dosis de MVA recombinante en PBS. En la segunda fase, los animales (N = 6) pueden
inmunizarse IM en las semanas 0, 6 y 26, o bien con un complejo de MVA con 7-Ag que expresa los 5 miembros
de UL128C y gB/pp65 dentro de un construccion de MVA. O bien los animales pueden inmunizarse con
inmunizaciones independientes de MVA con 5-Ag y luego de gB/pp65-MVA. Para el ultimo grupo, los animales
pueden inmunizarse IM las semanas 0, 12 y 26 con MVA con 5-Ag, e inmunizarse con gB/pp65 las semanas 6, 18
y 32. Las muestras de sangre venosa y de saliva pueden obtenerse de animales anestesiados (ketamina) utilizando
protocolos estandar. Las muestras se pueden tomar cada 1-4 semanas en el transcurso de 34 semanas (en
relacién con la inmunizacién primaria en la semana 0). Las extracciones de sangre no superaran los 12/mes/kg de
peso corporal. La sangre puede procesarse para obtener plasma y monocitos de sangre periférica mediante
protocolos estandar, y se pueden usar alicuotas para determinar el hemograma completo (HC) y los andlisis
bioquimicos de la sangre (Chem 20). La saliva se puede obtener pasando un hisopo de dacron por las encias y
los abazones y procesarse como se describe anteriormente. Este es un estudio no terminal con procedimientos
minimamente invasivos.

Para la tercera fase, los MR no infectados con RhCMV pueden inocularse por via subcutdnea (SC) con la
formulacion de vacuna preferente en multiples sitios (N = 6) (determinada a partir de las fases 1 y 2 anteriores) o
con MVA de control (N = 3). Se pueden tomar biopsias de piel de 1 cm de diametro de los 9 animales en 1 sitio de
inyeccion 3, 12, 26 y 52 semanas después de la inoculacion inicial en la semana 0. Este es un estudio no terminal
con procedimientos minimamente invasivos. La via de desafio por la que se administrara RhCMV a los MR
vacunados en estudio puede ser a través de una entrada mucosa como la via intranasal o intrarrectal o una ruta
SC. El desafio también puede llevarse a cabo mediante la transmision del virus por cohabitacién con un compariero
de jaula infectado.

Fundamento. La primera vacuna contra HCMV que demostré una eficacia del 50 % en un ensayo en humanos fue
la proteina gB formulada en adyuvante MF59 (gB/MF59) (Pass et al. 2009). Por lo tanto, una estrategia que busque
una eficacia> 50 % probablemente requerird la inhibicion de las dos vias de entrada de HCMV: Epi/EC y
fibroblastos. Los estudios previos de RhnCMV demostraron que gB era un componente necesario para generar AcN
y contribuy6 a la disminucion de la excrecion en el 50 % de los animales que también fueron vacunados con pp65
e IE1 expresadas por MVA (Abel et al, 2011). Sin embargo, no hay garantias de que la combinacién de las vacunas
para las dos vias, de fibroblastos y de Epi/EC, dé como resultado una inmunidad independiente y efectiva para
inhibir ambas vias; o que pueda producirse una inhibicion cruzada. No hay ningun precedente de evaluacion de
vacunas para generar AcN en el que se incluyan estas combinaciones de Ag especificos para UL128C y gB en la
misma formulacién. Por lo tanto, el mejor procedimiento para la administracion de vacunas de MVA se puede
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determinar mediante la realizaciéon de experimentos preliminares en ratones, seguidos de experimentos de
confirmacion en MR. Para este fin, se pueden combinar dos virus MVA, uno que exprese subunidades de UL128C,
y el otro que exprese gB y pp65, para investigar si ambos complejos de antigeno pueden administrarse
simultaneamente para estimular AcN con un nivel igual que con cada complejo de antigeno administrado por si
solo. Alternativamente, se puede determinar si la administracion de UL128C-MVA y gB/pp65-MVA debe
administrarse en inyecciones independientes espaciadas 6 semanas debido a la interferencia entre los dos
complejos de antigenos. Suponiendo, no obstante, que no se encuentren interferencias en la generacion de AcN
especificos para las vias tanto de endocitos como de fibroblastos al incluir los siete antigenos en una sola
formulacion, se puede producir un MVA que exprese UL128C y gB como un enfoque conveniente de vacuna Unica,
dirigido tanto a la via endocitica como fibroblastica de entrada de HCMV. El papel de HCMV-pp65 en la proteccion
requiere un modelo de desafio, ya que pp65 no estimula AcN. Ademas, se puede investigar la insercion de un
séptimo gen (pp65) en UL128C-MVA manteniendo buena estabilidad para reflejar los componentes importantes
(pp65/gB) del complemento de antigeno que obtuvo el mayor grado de proteccion contra la excrecién en estudios
anteriores (Abel et al. 2010). Las formulaciones y los regimenes pueden evaluarse en estos estudios como se
describe en los ejemplos anteriores. El enfoque mas traslacional incorpora todos los antigenos en una Unica vacuna
de MVA que puede administrarse dos veces, ya que se encontré que es efectiva en los estudios de las vias de
fibroblastos (Abel et al. 2010) y endocitos descritos anteriormente (ver figura 6).

Construccién de UL128C + gB/pp65-MVA y expresion in vitro. Pueden construirse MVA que expresen UL128C de
HCMV como se describe en los ejemplos anteriores. Aunque existen construcciones de MVA que expresan pp65
y gB humanos, ambos genes pueden insertarse en 1974-MVA-BAC para mantener la coherencia. Los
procedimientos descritos aqui son los mismos que los descritos en los ejemplos anteriores, y se usa el sitio G1
L/I8R para la insercion de gB-ATM e IGR3 para la insercion de pp65, ambos genes controlados usando un promotor
mH5 como se muestra en la fig. 1B. A diferencia de gH, existe cierta dificultad para expresar gB-FL y la experiencia
con gB-ATM sugiere que la construccion deberia restringirse a una forma tUnica de gB: gB-ATM (Wang et al. 2004a).
Sin embargo, los recombinantes previos de MVA que expresan diferentes formas de gB se generaron en células
eucaridticas utilizando un procedimiento de transfeccién de plasmidos por transferencia/infeccion con MVA, que
no consiguié generar recombinantes estables que expresaran gB de longitud completa. Con la flexibilidad de la
tecnologia de BAC, ambas formas de gB (gB de longitud completa y con TM eliminado) se pueden ensamblar en
un vector viral que permitira investigar sus propiedades para mejorar la generacion de anticuerpos. Ademas, se
puede seleccionar un sitio adicional para la insercion de pp65 y/o gB en UL128C-1974-MVA-BAC de sitios que se
han definido recientemente para la expresion transgénica eficiente y estable (Timm et al. 2006). Alternativamente,
se pueden insertar dos antigenos en cada uno de los dos sitios de insercion conocidos (G1L/I8R, Del3) que se ha
demostrado que permiten la propagacion estable de secuencias muy grandes y/o téxicas. La facilidad con la que
se hacen nuevas construcciones en MVA-BAC (fig. 1) facilita el cribado rapido de sitios de insercion alternativos o
la evaluacién de insertos dobles en un sitio que mantiene genes con estabilidad que son equivalentes a UL128C-
MVA. La simplicidad de agregar nuevos genes a BAC sin manipular un MVA multi-Ag durante la construccion del
vector hara que el proceso sea mucho mas simple que las alternativas en las que la adicion del inserto requeriria
un paso de transfeccién-infeccion eucaridtica (Wang et al. 2008; Earl et al. 2007). No es probable que la
construccion de pp65/gB-MVA sea problemética, y se puede llevar a cabo un estudio de estabilidad de 10 pases
como se hizo para UL128C-MVA para asegurar la expresion adecuada y la estabilidad genética para la fase de
fabricacion del programa. Para amplificar la cepa pp65/gMVA con el fin de tener suficientes virus para los estudios
con monos, es probable que se necesiten <5 pases. De manera similar, puede estudiarse el virus UL128C-MVA
con los insertos pp65 y/o gB agregados para determinar la estabilidad de la expresién y la estabilidad genética
mediante los procedimientos descritos en los ejemplos anteriores. La produccién de virus suficientes para los
estudios en monos requiere <5 pases estables, pero los pases pueden extenderse durante aproximadamente 10
tandas para obtener informacion sobre la estabilidad a largo plazo de la construccién. Si bien no es probable que
haya problemas con estas nuevas construcciones, la insercion de dos genes de glicoproteinas en un MVA debe
evaluarse cuidadosamente para determinar la coexpresion y la estabilidad genética a fin de garantizar que ambas
vias se inhiban por igual mediante la induccion de niveles equivalentes de AcN, que puede evaluarse como descrito
aqui.

Inhibicién de la infeccion por HCMV mediante UL128C expresado por MVA. Un objetivo importante es inhibir las
vias de infeccion de HCMV de Epi/EC y fibroblastos utilizando formulaciones de vacunas con 6 o 7 Ag. La inhibicién
de la infeccion por HCMV de células Epi ARPE-19 puede modelarse después de la infeccion in vitro utilizando
construcciones de MVA desarrolladas tanto para las vias de Epi/EC como de fibroblastos. Cualquier interferencia
de H-UL128C con la infeccion por HCMV puede identificarse por las cepas de HCMV que infectan los linajes de
Epi/EC y fibroblastos (TB40/E y TR), y evaluando la efectividad de H-UL128C-MVA para prevenir la infeccién. La
tabla 4 muestra los resultados probables de los experimentos de inhibicién in vitro. La prueba in vitro debe
demostrar el ensamblaje exitoso de H-UL128C por su interferencia con la infeccién por HCMV de las células ARPE-
19, y con controles adecuados, como los fibroblastos MRC-5, que deben infectarse en presencia de H-UL128C
expresado, como han demostrado otros™. Si la coexpresion de gB/pp65 y H-UL128C en células ARPE-19 impide
la interferencia por parte de H-UL128C en la infeccién de las cepas (TR y TB/40E) de HCMV, se pueden alternar
las vacunas de H-UL128C y gB/pp65 para inhibir la via de infeccion de Epi/EC. Hay 3 vacunas de MVA que pueden
ser evaluadas: 1) MVA Unico: H-UL128C-gB-pp65-MVA [7 Ag], 2) dos MVA independientes (H-UL128C-MVA [5
Ag] + gB/pp65-MVA [2 Ag]) introducidos en una mezcla y 3) gH/gL/gO-MVA, que es una modificacion simple de
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gH/gL de HCMV que se puede construir (no se muestran datos). Los resultados in vitro son importantes para los
estudios en raton y en MR.

Tabla 4
Cepas de MVA de|TB40/Ey TR Interpretacién
vacuna
Células ARPE-|UL128C + gB/pp65 Infeccion nula |Interferencia nula de gB/pp65
19
Células ARPE-|UL128C + gB/pp65 Infeccion Interferencia de gB/pp65
19
Células ARPE-|UL128C Infeccion nula |Ensamblaje correcto de H-
19 uL128C
Células ARPE-|UL128C Infeccion Ensamblaje incorrecto de H-
19 uL128C
Fibroblastos UL128C + gB/pp65 Infeccion Esperado (Vanarsdall et al, 2011)
Fibroblastos uL128C Infeccion Esperado (Vanarsdall et al, 2011)
Fibroblastos gB/pp65 Infeccion Esperado (Vanarsdall et al, 2011)
Fibroblastos gH/gL/gO Inhibicién Esperado (Vanarsdall et al, 2011)
parcial

Inmunizacién con la vacuna combinada de UL128C + gB/pp65 en ratones BALB/c. Para determinar la capacidad
de generar AcN para ambas vias de entrada de la infeccion por HCMV, la de endocitos y la de fibroblastos, se
pueden investigar cinco combinaciones diferentes de vacunas con UL128C y gB/pp65 de acuerdo con la tabla 5 a
continuacion. Los detalles especificos de los procedimientos de inmunizacion seran los mismos que los descritos
anteriormente. Deben obtenerse AcN que inhiban las vias de infeccion de HCMV de fibroblastos y endocitos
mediante la inmunizacion de ratones con 1 o0 2 MVA que incluyen las 7 subunidades (tabla 5). Tanto las ARPE-19
como los fibroblastos deben ser resistentes a la infeccién por los dos HCMV tanto Epi/EC-tropicos como fibroblasto-
tropicos después del desafio in vitro solo si H-UL128C-MVA y gB/pp65-MVA (grupos A o E) a la vez o una sola
vacuna que exprese los 7 Ag (grupo D) generan AcN con éxito para inhibir sus respectivas vias de infeccion. La
interferencia provocada por la inyeccion simultanea de los Ag en 1 o 2 MVA permitiria la infeccién de las células
ARPE-19 (tabla 4). En ese caso, H-UL128C-MVA se puede inyectar independientemente de gB/pp65-MVA como
se muestra en la tabla 5, seguido de una evaluacion de los AcN que inhiben la infeccién por HCMV. Si las
inyecciones independientes de cada virus de vacuna aun causan interferencia, también se pueden realizar estudios
en MR para mejorar el poder predictivo.

Tabla 5
Tipo de MVA Grupo Raton Mono
UL128C + gB/pp65 A Si, N=10 Si, N=6
uUL128C B No Si, N=6
gB/pp65 C Si, N=10 Si, N=6
UL128C-gB-pp65 o} Si, N=10 DoE, N=6
UL128C, después gB/pp65 E Si, N=10 E o D, N=6
GFP-MVA F Si, N=10 Si, N=6
Vacunas totales Todos los grupos N=50 N=30

Se proponen estudios en ratones BALB/c utilizando un régimen de vacunas como el descrito anteriormente. La
concentracion de MVA, el tiempo entre las inmunizaciones y la extraccion de suero pueden variar dependiendo de
los niveles de neutralizacion observados.

Los estudios en MR que utilizan formulaciones de vacunas y niveles de dosis se pueden realizar segun los estudios
descritos anteriormente. Los niveles de dosis, el tiempo entre las inmunizaciones y el tiempo hasta las extracciones
de sangre pueden alterarse para mejorar los resultados de neutralizacion in vitro. Si hay evidencia de interferencia,
entonces pueden realizarse estudios de mezclas de MVA en MR para confirmar los estudios con ratones.

Formulaciones de vacunas combinadas contra UL128C y gB/pp65 en MR negativos para RhCMV. Los estudios en
MR pueden comenzar después de obtener los resultados de estudios en ratones y extraer conclusiones. Si bien el
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poder predictivo de los ratones puede ser limitado, permitira reducir la cantidad de opciones para limitar la amplitud
de los estudios en MR. Esto se puede lograr mediante la evaluacion de estrategias utilizando 6 animales por grupo.
Animales genéticamente modificados no infectados por RhCMV (N = 24; ~1-2 afios) se asignaran aleatoriamente
a uno de los 4 grupos en la 12 etapa de la evaluacion (tabla 5; grupos A-C, F). Los animales se analizaran
repetidamente para confirmar que son negativos para RhCMV. A cada animal del CNPRC se le ha realizado un
tipado molecular por mapeo de microsatélites para determinar el parentesco y el haplotipo del MHC de clase |
(Mamu A*01, B*01 y B*17). La distribucién de los animales a cada grupo vacunado se basara en el equilibrado de
la diversidad genética. Los hermanos o medio hermanos se separaran por grupos. El éxito con el enfoque de la
mezcla (tabla 5, grupo A) impulsaria la investigacion de un MVA que exprese los 7 antigenos que comprenden
UL128C y gB/pp65 como una segunda etapa de evaluacion (tabla 5, grupo D). Sin embargo, si la combinacion de
antigenos reduce la capacidad de la vacuna para generar AcN en suero o mucosa para inhibir las vias de infeccion
de endocitos y de fibroblastos, este resultado puede sugerir interferencia. Una segunda etapa de vacunacion
alternativa puede ser UL128C-MVA y gB/pp65-MVA administrados alternativamente en un patron de 6 semanas
de manera que cada vacuna se administre dos veces para procurar que la posibilidad de interferencia sea menor,
si ambas dosis de la misma vacuna se administran repetidamente en lugar de alternativamente (tabla 5, grupo E).
El andlisis de los resultados de la vacunacion mediante la neutralizacion in vitro se llevara a cabo de manera similar
a los estudios en ratones y MR descritos en los ejemplos 8 y anteriores. El objetivo de estos estudios es el
descubrimiento de una vacuna contra HCMV que genere AcN para las vias de infeccion de HCMV de endocitos y
fibroblastos que pueden constituir la base de un registro de la FDA para investigaciones en seres humanos.

En este ejemplo, todas las vacunas contienen pp65, una diana de las células T que se asoci6 con la proteccion
contra la excrecion (Abel et al. 2010). En consecuencia, los monocitos de sangre periférica de cada extraccion de
sangre pueden almacenarse y evaluarse utilizando citometria de flujo de citoquinas después de la estimulacion in
vitro utilizando pp65 superpuestas y bibliotecas de péptidos de control.

Ademas, pueden examinarse los titulos de AcN en suero y mucosa (saliva) utilizando un ensayo in vitro descrito
en el ejemplo 8. Se puede elegir un régimen de vacunas y una formulacién para la evaluacion de la segunda etapa
basada en los titulos séricos de AcN, ya que esas mediciones son mas utilizadas. Sin embargo, se medirdn AcN
de mucosa y se daréa preferencia a la vacuna que genere AcN tanto en suero como en mucosa mejor que a un
candidato que solo genere AcN en suero.

El desafio con RhCMV en animales negativos para RnCMV después de la vacunacion con RhCMV-MVA se puede
realizar por diferentes vias. Si las vacunas contienen subunidades de RhCMV y se inyectan a macacos negativos
para RhCMV, entonces se puede realizar un estudio de desafio formal utilizando cepas epiteliotropicas virulentas
de RhCMV. La via de desafio puede ser mucosa (intranasal), subcutanea como en Wussow et al. 2013, o la
cohabitacion de macacos positivos para RhCMV con animales vacunados negativos para RhnCMV.
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REIVINDICACIONES

Un sistema de expresion que comprende una construccion de cromosoma artificial bacteriano (BAC),
comprendiendo la construcciéon de BAC un vector viral insertado con un conjunto de secuencias de ADN que
codifican un complejo de UL128, en el que el vector viral es un vector vaccinia Ankara modificado (MVA) y en
el que el complejo de UL128 comprende un conjunto de cinco proteinas de CMV, en el que el conjunto de cinco
proteinas de CMV son UL128, UL130, UL131A, gL y gH.

Una composicién de vacuna para prevenir la infeccion por CMV que comprende un vector viral que comprende
un conjunto de secuencias de ADN que codifican un complejo de UL128; y un portador, adyuvante, aditivo o
combinacion de los mismos farmacéuticamente aceptable, en la que el vector viral es un vector vaccinia Ankara
modificado (MVA) y en el que el complejo de UL128 comprende un conjunto de cinco proteinas de CMV, en el
gue el conjunto de cinco proteinas de CMV son UL128, UL130, UL131A, gL, y gH.

El sistema de expresion o la composicion de vacuna de las reivindicaciones 1 0 2, en el que el vector viral tiene
insertadas ademéas una o mas secuencias de ADN adicionales que codifican una o méas proteinas de CMV
adicionales o fragmentos antigénicos de las mismas seleccionadas de pp65, gB o ambas.

Una cantidad efectiva de un vector viral que comprende un conjunto de secuencias de ADN que codifican un
complejo de UL128, para su uso en la prevencion de la entrada de CMV en una célula, en el que el vector viral
comprende un vector vaccinia Ankara modificado (MVA) y en el que el complejo de UL128 comprende un
conjunto de cinco proteinas de CMV, en el que el conjunto de cinco proteinas de CMV son UL128, UL130,
UL131A, gLy gH.

El vector viral para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende ademas una o mas secuencias de
ADN que codifican proteinas de CMV adicionales o fragmentos antigénicos de las mismas seleccionadas de
pp65, gB, 0 ambas, o de gM/gN y gO.

. Vector viral para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la célula es una célula epitelial, una célula

endotelial o un fibroblasto.

Una vacuna contra CMV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3 para uso en el tratamiento de
una infeccion por CMV.

La vacuna de CMV para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la infeccién por CMV es una
infeccion congénita por CMV.
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