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(54) CELLULES DE MAMMIFERES EXPRIMANT DES ANTIGENES DU CYTOMEGALOVIRUS
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(57) Cette invention concerne des protéines du
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CELLULES DE MAMMIFERES EXPRIMANT DES ANTIGENES DU

CYTOMEGALOVIRUS

Domaine de 1'invention

o

(0001} Cette invention c¢oncerne des cellules hote

€G]

exprimant des protéines du cytomégalovirus (CMV) appropriées

pour des utilisations vaccinales.

invention
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[0002] Le cytomégalovirus est un genre de virus qui
appartient a la famille wvirale connue sous le nom de

H
o

Herpeésviridés ou herpésvirus. Lfespéce qui infecte les &tres

humaing est couramment connue sous le nom de cytomégalovirus

s
<

humain {(HCMV) ou d'herpésvirus-5 (HEV-5} humain. Parmi les

le HCMV appartient & la sous—famille des Réta-
herpesviginés, gui cmprend également les cytomégalovirus
d'autres mammiféres,
[0003] Bien qu'on puisse les trouver dans tout le corps,
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o
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>s infections a HCMV sont fréguemment associées aux glandes

salivaires. Le hCMV ir entre 50 % et &80 % des adultes

aux Etats-Unis (40 % dans le monde), comme cela est indiqué

prar la présence orps chez une grande proportion de
nérale. Le HCMV passe généralement inapercu chez

en bonne santé, mais il peut menacer la vie des

sromis, comne les personnes infectées par le VIH,

les receveurs de transplantation d'organe o

les nourrissons

ot

nouveau-nés. Le HCMV est le virus le plus fréquemment transmis
aux feetus en développement. Aprés une infection, le HCMV a la
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25 capacité de demeurer latent au sein du co Tan

1'héte, avec des réactivations occe depuis 1'état
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comms une priocrité abscolue pour la santé publique
et al., (2010} Expert review of wvaccines 9,

1
Schleiss, Expert Opin Ther Pat. Apr 2010; 20{(4): 5¢

[0004] Les génomes de plus de 20 souches différe

HCMV ont été séguencés, y compris ceux a la fois de scuches
de laboratoire et d'isolats. Par exemplile, les souches

: 15557395¢). Les socouches du HCMV AD1IGY9, Towne et Merlin
peuvent étre obtenuss auprés de 1'American Type Culture
Ceollection (ATCC VR538, ATCC VROT77 et ATCC VR1590,
respectivement) .

[0005] Le CMV contient un nombre inconnu de complexzes de

]
s

protéines membranaires. Parmi les approximativement
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connues dans l'enveloppe virale, la gH et
ia gL sont apparues comme dtant particuliérement

intéressantes en raison de leur présence dans pl

usieurs
complexes différents : le dimére gH/gL, le trimére gH/gL/g0
{également connu comme le complexe gCIII), et le pentamere
(la pULL31l est également appslée

ou « UL1I312A » ; les sous-unités

sont parfols également appelées

ULl28, UL130, UL131) On pense que le CMV utilise 1

[
w

complexes pentaméres pour es cellulec

[0}

et endothéliale

par endocytese et fusion

U}

dépendante d'un pH bas mais on pense qu'il pénétre dans les

fikroblastes par fu

%3]

ion directe a la membrane plasmatique

dans un  pProcessus impliguant le complexe gB/ gL ou

-

éventuellement gH/gL/g0. Le{s} complexe(s) gH/gL et/ou

gH/gL/g0 est/sont suffisant (s) pour l'infectior

o
@

fibroblastes, tandis gue le complexe pentamére est requis

pour infecter les cellules sndothéliales et épithélizles,.
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[00086] Le est considéré comme une BE2016/5877

cible majeure contre le CMV. Les génes

virauxz UL128, UL130 et UL131 sont nécessaires a la pénétration
Virology
2004; 78: 10023-33). Les scuches a tropisme non =ndothélial

adaptées aux fibroblastes contiennent des mutations dans au

noins trols de c¢ss génes. La souche Towne,

contient une insertion de 2
décalage du cadre dans le

contient une insertion de 1 paire de bases dans le gene ULL31.

A la fois Towne et ADISY9 ont pu étre adaptées pour une

crolssance dans des cellules endothé

cas, les mutations de décalage du cadre dans les génes UL130
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nécessaire pour un tropisme des cellules épithéliales. Le
brevet US 7 704 510 divulgue égalemsent que la piUllZ28 et 1la
pUL130 forment un mplexe avec gH/gL, gui est incorporé dans
les virions. Ce complexe est nécessaire pour infecter les
cellule endothéliales et épithéliales mails pas les

fibroblastes. Il a été découvert que des anticorps anti-CD46

inhibent 1'infection par le HCMV des cellules épithéliales.

58418

®

(o008} Des vaccins contre le CMV testés dans des
cliniques comprennent le vaccin a3 base de Towne, des chimeéres
Towne~-Toledo, un réplicon d'alphavirus avec la gB comme
antigeéne, un vaccin & base de gB/MF39, un vaccin a base de ¢B

vroduit par GlaxoSmithKline, et un wvaccin a bas d'ADN

®

a pp6d est une protéine virale
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gqui est un inducteur pulssant des réponses CD8+
contre le CMV. Ces vaccing sont tous des inducteurs médiocres

d'anticorps gui bloguent la pénétration du wvirus dans les

=}

cellules endothéliales/épithéliiales (Adler, S.
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British Medical Bulletin, 10
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[0009] On pense e facon générale que des anticorps
neutralisants dirigés contre le complexe pentamére

3

gH/gLpULl28/pULl130G/pULL31l)  seront significativement plus

N

pulssants que des anticorps neutralisants dirigés contre la
sous-unité B, ou le conmplexs dimére gH/gL du CMV. Par

conséguent, pour développer un vaccin efficace contre le CMV,

5
=

il existe un besoin urgent de production gquantités

(par exemple, & des échelles commerciales) lu  complexe
pentamere du CMV,

[0010] Toutefols, la production recombinante du complexe
pentamére du CMV demeure un défi. Les cing sous-unités doivent

Nt 1té

A1)
N

dans une qgu

stre exprimées (de

[s

substantiellement égale, et de préférence pendant une pério

Dr
Qn
{

(o}
D

de temps prolongée), repliées correctement, et assemblées

N
-

®

smert

facon correcte en un pentamsare. En outre, il exist

®
e

&ga

,.
-t

un besoin d'éviter l1l'assemblage non souhai de complexes

’

contaminants (comme le dimére gH/glL, le tétramere gH/gl (deux

s
copies de gH et deux copies de gL}, le tétramére
-

gH/gLpUL.

(0011}

‘Z/jULlBO, etc.}.

T)
K
o]
5
o
(6]
W

l_:
O
=

recombinante dfun tel compl

protéines eucaryotes écessitera l'identification de

cnstructions approprides et d'hdtes appropriés, pour

l'expression de quantités suiffisantes de protéines repliées

corractement pendant une péricde de temps prolongée, qui

peuvent ensuite s'assembler correctement en complexes de

-
H
A

En outre la sé&.

ection d'un héte d'expression
un impact significatif sur le rendement et la

. i,

protéines, ainsi gue sur les colts véritables du

[6012] Il est divuigué et exemplifié ici des cellules
tes de mammiferes, en particulier des cellules CHO, dans

esquelles la/les séqguence(s) codant pour les :ines du

et

BE2016/5877
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CMV gH, gL, pUL128, pUL130, pULl131 {(ou 1'un de leurs fragments

peut étre produit e facon
recombinante.

(0013} Dans un aspect, l'invention propose une cellule de

recombinante, comme uns cellule de rongeur (par

exemp

e, une cellule CHO) comprenant une ou plusieurs
séquences polynucléotidiques codant  pour le complexe

entamére du cytomégalovirus (CMV), ou ledit complexe

e

pentamére comprend {1} la gl ou 1'un de ses fragments forman

un complexe, (ii) la gL ou l'un de ses fragments formant un

complexe, {iii) 1a pULI1Z8 ou i'un de ses fragments formant un

complexe, (iv) la pULL130 ou 1'un de ses fragments formant un

ot
G
h
o}
H
=
{u
=
=
us

complexe, et (v} la pUL131 ou l'un de ses fragment

n complexsa cu  lesdites une ou  plusieurs séguences

-

polynuciéotidiques sont intégrées dans 1'ADN génomique de
ile  de mammiféere. Parce que les séquences
nucléotidiques sont intégrées de facon stable dans 1'ADN
génomigque de la cellule, elles peuvent étre transmises a la
descendancs comme faisant partie des séguences génomigues. De
telles cellules sont souvent qualifiées dans 1l'art de lignées

cellulaire

-

s stables. En parnt

[t

iculier, la ce

(_‘
=
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pas les séquences virales du CMV qui po

de virus CMV infectieux. Dans certains modes de

réalisation, la cellule de mammifére est une cellule CHO.

- ] » e o s
Iorsquelle est tivée dans des conditions appropriées,

ledit complexe pentamére du CMV est

~imé par ladite cellule

[0014] Les cellules CHO appropriées comprennent, par
emple, toutes les lignées cellulaires CHO disponibles a
falal = T

1'American Type Culture Collection {ATCC) ou a 1'European

Collection of Cell Cultures (ECACCH.

BE2016/5877
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cellulaires CHO comprennent, par exemple, les cellules CHO- BE2016/5877

¥l, CHO-DUXB11, CHO-DG44, ou CHO-S. ©Pour faci

hétes peuvent étre déficientes pour la dihvydrofolate
réductase (DHFR). L'expression de protéines de recombinaison

dans des lignées cellulaires déficientes pour la DHFR ou

compé tes pour la DHFR peut étre également
sélection au méthotrexate (MTX).

[0015] La cellule héte peut comporter une ou plusieurs
modificatio supplémentaires pour encore mplifier  la
production du complexe pentamére du CMV. Dans certains modes

de réalisation, le taux

protéine Cl2o0rf35 est réduit dans la cellule héte,

comparativement & un témoin. Dans certains modes de
réalisation, le taux d'expression ou l'activité de la protéine
FAMGOA est réduit dans la cellule héte, comparativement a un
témoin. Dans certains modes de réalisation, le taux
d'expression ou l'activité de la matriptase est réduit dans

- I
L

La cellule  héte, comparativement & un  témoin. Les

modifications décrites 1ci peuvent é&tre utilisédes seules ou

[0018] Le complexe pentamére du CMV produit de facgon
recombinante peut étre soluble (par exemple, auguel il mangue
le domaine transmembranaire de la gH). Pour faciliter 1la
production, le complexe pentamére du CMV produit de fagon
recombinante peut &itre sécrété a partir de
dans le milieu de culture.

(6017} Les cel

|..4

tes de mamnmiféres décrites ici sont

(@3

ules h

(ﬁ

particuliérement appropriées pour une production & grande

échelle, comme des cultures gui ont une taille d'au moins

©

20 litres ({(par exemple, 50 litres, 100 litres, etc.). Dans
certains modes de réalisation, le rendement du complexe
pentamére du CMV est d'au moins 0,05 g/1, ou d'au moins 0,1

/1.
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Bréve description des figures

[0018] La figure 1 illustre diverses stratégies de
ception pour la coexpression des cing composants du
pentamére,

[00619] La figure 2 représente les cartes plasmidiques des

vecteurs d'expression

r:)

:'J

cellules

@]
i
jusd
O

[0020] La figure 3 zreprésente 1'analyse SDS-PAGE du
pentamére purifié produit avec les 12 principaux clones.

0021} La figure 4 illustre les coriceptions
expérimentales utilisées pour étudier la stabilité des 12

principaux clones.

Description détaillée de 1'invention

N A7
. Généralités

il

[6023] L'une des cib]

es principales pour une vaccination

,...x

contre ie MV est le complexe pentamnere
(gH/gL/pULL128/pUL130/pULL31) . Pour produire un pentamére
recombinant du CMV & une échelle commerciale, 11 existe le

besoin d'identifier des constructions appropriées et des

hétes appropriés, de telle facon que les cing sous-unités du

pentamére peuvent étre exprimées dans des

antes pendant une période de temps prolongée, et peuvent
s'assembler correctement en un complexe pentamére. Le
pentamére du CMV est une cible primaire des anticorps

neutralisants dirigés contre le CMV humain.

(00241 Le pentamére du CMV a été produit de facon

s}

recombinante en utilisant des cellules HEKZ283 en tant que

-
1
.

cellules hdtes. Voir, le document WO 20147005959, Toutefois,

La lignée

-
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1'art comme 1'une des meilleures lignées de cellules hétes
pour une expression transitoire de génes. Voir, Meyer et al.,
PLCS One, 2013 Jul 17;8(7) 068674, doi:

1068674, Toutefeils, 11 sera

mainte

u pentamére pendant une péri

temps prolongée dans des celliules HEKZ93 transfectées de facon

transitoire. outre, dans les exemplss divulguészs dansz le
document WC 2014/00595%, les cing sous-unités du pentamére
ont eté introduites dans des cellule HEKZ83 par

intermédiaire de cing plasmides différents. Dans cette

configuration, il sera facile de maintenir
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chague sous-unité du pentamére

égal. Une quantité inégale de sous-unités peut réduire
1

6]

1tefficacité de l'assemblage du pentameére, d'autant plus gue
ces sous-unités ont déjad une tendance & former des complexes
contaminants, comme le dimére gH/gL, le tétramére gH/gL

J

(z copies de gH et 2 copies de gl}, le tétramére
gH/gLpUL128/pUL130. En outre, le plasmide codant pour la gH
a été sélectiocnné par la néomycine, les gquatre plasmides

codant pour les gL, pULL28, pUL130, et pULi31, respectivement,

)
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kanamycine, la perte d'un seul plasmide dans une cellule hbte

ne pourra pas étre facilement détectée, mais la perte d'un

seul plasmide empéchera l'assemblage du pentamére.

[0025] Comme cela est divulgué et exemplifié ici, les
inventeurs ont surmonté les difficultés de la production
recombinante du pentamére du CMV en utilisant des cellules
d'ovaire de hamster de Chine (CHO). Dans ces cellules CHO,

les séguences codant pour les gH, gL, pULl28, pULi30, pULl31

{ou 1'un de leurs fragments formant un complexe} sont
intégrées de facon stable dans le génome des CHO. En

-
H
L

intégrant les séquences codant pour le pentamére dans

génome de ia celiule CHO, les inventeurs ont obtenu uns

BE2016/5877
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expression génomigue stable du pentamére recombinant, avec BE2016/5877

une efficacité et une stabilité génomique élevées. Comme ce

est dans la section des exemples, 11 a été
découvert que, comparativement aux celliules HEKZ293

transfectées de fagon transitcoire, les lignées CHO stables
ont obtenu de facon réguliére des rendements 100 fois

readant ces

lignées cellulaires CRO

particulierement appropriées pour la production commerciale

ot

du pentamére du CMV. L'intégration stable permet également

une manipulation aisée d'une culture cellulaire a grande

échelle, comparativement aux cellules HEK transfectées de

clones principaux ont produit le pentamére avec un rendement

prroduction du pentamére du CMV sont également fournies ici.
En  particulier, trois cellulies hétes modifiées sont

exempliifiées : (i) des cellules hdtes dans lesguellies le taux

comparativement & un témoin ; (ii) des celliules hdétes dans
les le taux d'expression ou 1

FAMG6CA est réduilt, comparativement a un témoin ; (iii) des

9]
®
—
-
o
[
M
9]
[

10tes dans lesquelles le taux dfexpression ou
activité de la matriptase est réduit comparativemsnt & un
témoin, Il a é&té découvert que la réduction du taux

d'expression ou de l'activité de la protéine C

-

a protéine FAMGOA entraine une augmentation significative du
taux d'expression d'une protéine recombinante. Il a été
également découvert gque la réduction du tauzx dlexpression ou
de l'activité de la matriptase diminue significativement la

dégradation protéclytigque {« coupure ») d'une protéine

recombinante. Ces modifications peuvent étre uvtilisées seules

cu dans n'importe quel
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[8027] Par conséquent, 11 est proposd ici des cellules

hoétes de mammiféres, en particulier des cellules CHO, dans

pour le complexe pentamére du CMV comprenant les gH, gL,
PULLZ8E, pUL130, pULL31l {(ou l'un de leurs fragments formant un

complexe) sont intégrées de facon stable dans 1'ADN génomique.

des conditions appropriéss,

esdites

par

sé ici un complexe pentamére

du cvtomégalovirus {CMV}) produit par les celliules d

{

mammiféres décrites ici.

100629] I1 est également proposé 1ci un procédé de

.A

production du complexe pentamére du cvtomégalovirus (CMV),

AR

edit complexe pentamére comprend : la gH ou l'un

~

de ses fragments formant un complexe, la gL ou 1'un de ses
fragments formant un complexe, la pULLI28 ou 1
fragments formant un complexe, la pULI30 ou l'un de ses
fragments formant un complexe, et la pULI3l ou 1'un de ses

ragments formant un complexe, comprenant : (i) la culture de

la cellule de mamnifere telle que décrite ici dans des

conditions appropriées, exprimant de cette facon ledit

complexe pentamére ; et la récolte dudit complexe pentamére
a partir de la culture. Le complexe pentamére psut étre en
outre purifié. Il est également proposé ici un complexe

pentamére du cytomégalovirus (IMV) produit par ce procédé,

[0030] I1 est également proposé
comprenant le complexe pentamére décrit ici. La composition
peut comprendre un complexs pentameére du CMV purifié quil est

approprié pour une administration in vi

el
3

Q

.

Par exemple, le

complexe pentamére dans une telle compesition peut avoir une

c

pureté dlau meins 85 %, d'au moins 86 %, dfau wmoins 87 %,

0

d'au moins 88 %, d'au moins 89 %, d'au moins 90 %, d'au moins

9 3 A

91 %, dfau moins 92 %, d'au moins 93 %, d'au moins %94 %, d'au

BE2016/5877
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moins 95 %, d'au moins 9¢ %, d'au moins 87 %, d'au moins 98 %,

cu diau moins 99 %, en masse. La composition peut comprendre
en outre un adjuvant, comme un s=l dfaluminium, ou le MESS9.

[0031] Il est également proposé ici une composition pour
une utilisation dans 1'induction d’une réponse immunitaire
contre le CMV. L'utilisation de la composition décrite ici

contre 1la CMV et

dfune réponse immuni

¢ lci  dans la

~ion de la composition

fabrication dfun médicament desting & 1l'induction d'une

réponse immunitaire contre le CMV sont également fournies.

2. Complexss pentameres du CMV et séquences codantes

A, Complexes pentaméres du CMV

(0032} Dans un aspect, l'invention propose une cellule
héte de mammifére qui exprime le complexe psentamérs du CMV,
ou ledit complexe pentamére comprend (i) la gH ou l'un de ses

fragments formant un complexe

93]
{
w

‘ragments formant un complexe, {(iii) la pUL1Z8 ou 1'un de

‘un de se

D
[63)

f
fragments formant un complexe, (iv}) la pULL30 ou

et {v) la pULI31I ou 1'un de

fragments formant un compl

ses fragments formant un compliexe. Les séqueances
polynuciéotidigques codant pour le complexe pentameére du CMV
sont intégrées dans 1'ADN génomigue de la cellule hote, et,

iorsgutelles sont cultivéses dans des conditions appropriéss,

]...
[
&,
}._J
¢t
\._
3
O
’D
b
®
o]
[
:21_
[
=
0}
-
D
o
@]
=

st exprimé par ladite cellule

[0033] Dans certains modes de réalisation, ledit compl

pentamére est soluble. Le complexe pentamére soluble peut

=tre obtenu, par exemnple, en un fragment de la gH

dans lequel le domaine transmembranaire de la sous-unité gH

-
H
it

&té, comme cela est décrit en détail ci-dessous.

[0034] Dans certains modes de réalisation, ledit complexe

rapporté que la présence des cing socus-unités, gH, gL, pUL1ZS,

BE2016/5877
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PUL121, et pULLI31l, est suffisante pour 1'assenblage du

complexe pentamere dans le RE avant son exportation vers

fomt

fappareil de Golgi. Voir, Ryckman et al., J Virol. Jan 2008;
82(1ly: &0-70. En wvariante ou en outre, un peptide signal

approprié peut étre utilisé dans une ou plusieurs des cing

n

sous-unités (par exemple, en fabriquant une protéine de fusion

avec un signal Les séguence signal

cassette d'expression) pour la production de

de téte ont une longueur de 5 & 30 acides aminés, st

gé lement présents a l'extrémité N-terminale
protéine nouvellement synthétisée. Le ceeur du peptide signal
contient généralement une longue séguence d'acides aminés
hydrophobes qui a tendance & former une seule hélice alpha.
En outre, de nombreux psptides signal débutent par une
séquence d'acides aminés chargés positivement, qui peut aider

a l'appiication de la topologs

Te)
O
[
I
0]
(9]
-t
O

du polypeptide durant
la transiocation. A la fin du peptide signal, 11 v a
généralement une séquence d'acides aminés qgul est reconnue et

clivée une signal peptidase. La signal peptidase peut

o L

cliver soit durant solt apres a

o)}
o
=3
o]
—
D
ot
O
j]
[0}
D
i

translocation pour produire un psptide signal libre et une

o
+

protéine mature.

[0035] La glycoprotéine H

gH} du CMV humain, codée par

le géne UL75, est une glycoprotéine de wvirion qui est
essentielle a l'infectivité et qui est conservée parmi les
membres des alpha-, béta~ et gamma-herpesvirus. Elle peut
former un complexe stable avec la gL, et la formation de ce

comple facilite 1l'expression & la surface cellulaire de la

gH. En se basant sur les structures cristallines des complexes
gH/gl du HSV-2 et de 1'EBV, la scus-unité gL et les résidus

5
}

N-terminaux de la gH forment un domaine globulaire & une
extrémité de la structure {la « téte »), gui est impliqué

dans les interactions avec la gB et 1'activation de la fusion
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N e

membranaire. Le domaine C-terminal de la gH, proximal a la

-
1
.

membrane virale (la « gueue »), est également impligué dans

a fusion membranaire. La gH affiche des déterminants qui
sont reconnus par le facteur de 1'hdte TLRZ, et elle interagit
directement avec un hétérodimére formé entre les facteurs de

1'héte TLR2Z et TLR1. Le TLR2 médie l'activation du NF-xB et

et

es des c¢ytokines dinflammatoires a

cellules.

[(0036] La gH provenant de la souche du CMV Merlin est
représentée Daxr SEQ I

d'acides aminés). La gH provenant de la souche du CMV Towne
est  représentée par SEQ ID NO : 2 {(GI:138314, é&galement

742 résidus d'acides aminés). La gH de Towne a été

glycosylation {au niveau des résidus 55, 62, &7, 182, 641 et

700} : (iiy une séquence signal hydrophobe a son extrémité N-

ectodomaine (résidus 24 a 717) qui se projette hors de la

cellule dans 1l'espace extracellulaire ; (iv) un domaine

transmembranaire (TM) hydrophobe (résidus 718 a 7306) ; et

e
O
N
e
A
=
ot
[s))
to}
8]
O
WO
o)
s
WO
()}
e
Q.
2.
a
o}
ot
-
o+
foN
1o
8]

séquence
d'acides aminés avec SEQ ID NO : 1, et la gH provenant de la
souche du CMV AD16S (G1:138313, SEQ ID NO : 3),
respectivement.

(0037} Généralement, la séguence signal N-terminale de la
pvrotéine gH pleine longueur est clivée par une signal
peptidase de la cellule héte pour produire une protéine gH
mature. En tant que telle, & la protéine gl exprimée par la
il peut manquer la séquence signal

a gH est codée par une séguence

il manque la séguencs codant pour la

séquence signal N-terminale).

BE2016/5877
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[0038] Scont  également englobés dans l'linvention, des
fragments formant un complexe de la gH, comme un fragment de
la gH augquel il mangue le domaine transmembranaire (TM) (par
exemple, les résidus 718 3 736 de SEQ ID NC : 2), le domaine
C-terminal (par exempls, les résidus 737 3 742 de
SEQ ID NC : 2), la séguence signal N-terminale (par exemple,

b

les résgidus 1 a 23 de SEQ ID NO : 2}y, ou 1'une leurs

ombinaisons. fragment complexe de la gH peu

étre toute partie ou port a protéel gH qui conserve
x& avec uns autre protéine du
CMV. Dans certains modes de réalisation, un fragment formant
un complexe de la gl forme une partie du complexe pentamére

/

gH/gL/pUL128/

Q.
o
|_._l
W

pUL130/pUL131. Par exemple, l'expression

w

séquence de la gH pleine longueur peut géner la purificatio

5

du complexe pentamére soluble parce gque le domaine TM de la
gH est hydrophobe. A la place, le complexe pentamére peut
comprendre un fragment de la gH avec au moins une portion du
domaine TM de la gH délétée.

[0038] Par exemple, un fragment de la gH comprenant la
séguence signal N-terminale et 1'ectodomaine de la gH, mais
pas le domaine TM, peut étre utilisé. Un fragm

z

de la gH peut également comprendre une

l'ectodomaine de la gH (par exemple, au moins

au moins envircen 80 %, au moinsg envircn 85 %, au moins environ

90 %, au moins environ 95 %, au moins environ 96 %, au moins

a

environ 97 %, au moins environ 98 %, ou au moins environ 99 %

T

de la séguence de l1l'ectodomaine de la gH), mais aucune, ou

6]

(

seulement une petite portion du domaine TM. En variante, au

fragment de la gB décrit ici, il peut manquer

e

20 résidus d'acides aminés (par exemple 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 résidus

d'acides aminégs, ou il manque 1 a 20 résidus, 1 a 15 résidus,

Q.
s
<
=
D
n
a
joR
o}
n
=
N
Q
(e
-

]
[O8
197]
.
jo)
=
[92]

~
N
s
el
&2
iy
D
65}
[
[OR
—
<
197]

~
N
-
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a llextrémité N-terminale et/ou a8 l'extrémité C-terminale de

l'ectodomaine pleine longueur. On pense que les résidus au

niveau des domaines C-terminaux ne sont pas nécessaires a
"immunogénicité., Un exemple de fragment approprié de la gH
décrit ici est représenté par SEC ID NC : 4, qui correspond

aux résidus d'acides aminés 1 a 715 de SEQ ID NO : 1. Un autre

icli est représenté par

SEQ ID NO : 5, auguel 1l mangue la séguence signal N-
terminale, le domaine TM et le domaine C-terminal
et correspond aux résidus d'acides aminés 24 a 715 de

SEQ ID NC : 1. Un autre exemple de fragment de la

signal  N-terminale =ntié

l'ectodomaine, mais auguel il mangue le domaine C-terminal.
[C0401 L'ectodomaine de la gH correspond au domaine

sxtracellulaire de la gH. La localisation et la longueur de

l'ectodomaine dfune gH {ou de l'un de ses homologues ou de

[83]
o
o+
n
-
K
ot
=

ses variants) peuvent étre preédites en se basa

[dp)

alignement par paires de sa séquence avec les SEQ ID NO : 1,

2, 3, 4, ou 5, par exemple en alignant la séquence d'acides
aminés d'une gH avec SEQ ID NO : 1, et en identifiant la

séquence gqui staligne avec les zrésidus 24 & 717 de

similaire, les de la

SEQ 3> NG : 1. De facg
ségquence signal, du domaine TM, et du domaine C-terminal
peuvent étre prédites en alignant la séquence d'acides aminés

d'une gH vec les SEQ IDNO ¢ 1, 2, 3, 4, ou 5, et en

4]

identifiant les séquences gqui s'alignent avec les régions
corraspondantes (par exemple, les résidus 1 3 23 (ségquence

signal), 718 a 736 (TM) et 737 & 742 {domaine

SEQ ID NC : 1, respectivemsent). En variante,
et la longueur
domaine TM, et
se basant sur une analyse informatigue de 1'hydrophcbicité
e long d'une séguence de gH donnée. La séquence signal

et le domaine TM les taux les plus é&levés

BE2016/5877
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d'hydrophobicité et ces deux régions flanquent l'ectodomaine,

complexe approprié de la gH

déterminé

: At e Aera ] e +
reut etre eegalement

classiques connus dans l1l'art, comme un test de co-

immunoprécipitation,

£

la réticulation, ou la co-loc

O

par coloration flucrescente, etc. Une SDS-PAGE

le, en

une

Western blot peut étre également utilisée (par exsmp

sont présentes dans

certains modes de réalisation,

b--
]
Hh
b~

35

(o]
B
O
-
3
us
Hh
o]

rmant un complexe de la gH (i) forme une partie

(11} comprend au moins un épitope provenant de SEQ ID NO : 1,
SEQ ID NO @ 2, SEQ ID NO @ 3, SEQ ID NO : 4, ou

et/ou  {(iii) anticorps
in vivo guil présentent une réactivité croisée

du CMV

immunologigue

87}
D
3

c

=]

ﬂ

O

=]

ropriées peuvent &tre des

s

divers degrés d'identité

4, cu 5, comme au meins identiques

2o oA o a5 o
93 % ; U4 B 95 %

citée dans

9
SEQ ID NC : 1, SEQ ID WO : 2, SEQ ID NOC : 3, SEQ ID NO : 4,

ou SEQ ID NC ¢ 5, modes de réalisation, les

protéines vari: ment une partie du

o

complexe
{1i)

hnay NI
SEQ ID NO

ou SEQ
anticorps in vivo qui
immunolegique avec un virion du CMV.

codée

[G043] La glycoprotéine L (gi) du CMV humain =st
0

ar le

s

-
1
4

géne UL115. On pense que la gl est essentielle & la

\

fonctionnelles

réplication wvirale et toutes les

ko)
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connues de la gL sont directement associées & sa dimérisation BE2016/5877

avec la gH. Le complexe gL/gH est nécessaire pour la fusion

des membranes virale et plasmatigue menant 3 la pénétration
du virus dans les cellules hétes. Il a été rapporté que la gL
provenant de la souche du CMV Merlin (GI: 36842115,

SEQ ID NO : 6) et de la scuche du CMV Towne (GI: 238809463,

SEQ ID NC : 7) a une longueur de 278 acides aminés.

rapporté que la gl provenant de la souchs du HCMV ADL6S

aminés, avec une séquence signal 3 son extrémité N-terminale
{résidus d'acide aminés 1 & 35, deux sites de N-

il mangue un domaine TM. La séguence signal N-terminale dans
SEQ ID NO : 6 est prédite pour comprendre les résidus

d'acides aminés 1 & 30. SEC ID NO : 7 partage 98 % d'identité
de séguence d'acides aminés avec SEQ ID NO : ¢. Le séguencgage
du gene de la gL pleine longuesur provenant de 22 & 39 iszolats
clinigues, ainsi que de souches de laboratoire AD16%, Towne

o cans  iLes

[C044] Gén:

proteéine gl plein r est
de la celliule héte pour produilre une protéine gl mature. En

tant que telle, & la protéine gL exprimée par la cellule hbte
décrite ici, 1l peut mangquer la séquence signal N-terminale

{(par exemple, la gl. est codée par une séquence nuciéotidique

z

a4 laquelle il manque la séguence codant pour la séquence

N

~terminale). Un exemple d'une gL & lagquellie il manque

a séguence signal est SEC ID NO : 9, ¢ comprend les résidus

d'acides aminés 31 a 278 de SEQ ID NO : 6, et & laguelle il
T

manque une séguence signal N-terminale de SEQ ID NO : 6. ILa

séquence signal d'autres protéines gL peut étre déterminée
prar alignement des séquences ou des outils dlanalyse des

séquances tels que décrits ci-dessus.
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[0045] Sont englcbés dans 1'inventicn des BE2016/5877

fragments formant un complexe de l1la glL. Un fragment formant

un complexe de la gL peut étre toute partie ou portion de la

avec uns autre du CMV. Dans certains modes de

réalisation, un fragment formant un complexe de la gl forme

une partie du complexe pentamére gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131,
[G048] Un fragment formant un complexe approprié de la gl
preut étre obtenu ou déterminé par des tests classigues connus
dans l'art, comme un test de co-immunoprécipitation, la

réeticulation, ou ia co~localisation par coloration

fluorescente, etc. Une SDS-PAGE ou une analyse Western

veut étre également utilisée {par exemple, en montrant gue

g sous—-unités sont présentes dans une électrophoreése

x

=3
<

')
..
{
tae
o]

et

rtains modes de réalisation, le fragment

D
l._.
-
o
o
('I\
9]
®

sur gel

formant un complexe de la gL (i} forme une partie du complexe

urn épitope provenant de SEQ ID NO : 6, SEQ ID NC : 7,

o T

SEQ ID NC : 8, ou SEQ ID NO : 9 ; et/ou (iii) peut

des anticorps in viveo qul présentent une réactivi
immunologique avec un virion du CMV.

[0047] D'autres protéines gl appropriées peuvent &tre des
variants de la gL {et des fragments de wvariants) qui
présentent divers degrés d'identité avec SEQ ID NO : 6, 7, 8,

N . - o e
es a %0 %, 70 %, 80 %, 85 %,

O
jor
e
-
@]
O
=3
=1
D
ol
B
o)
[
OJ
|-<
)
+
-
O
—
fon
o}

90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, Y5 %, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 %
avec la séquence citée par SEQ ID NO : &, SEQ ID NO : 7,
SEQ ID NC : 8, ou SEQ ID NO : 8. DbDans certains modes de
réalisation, les protéines variantes de la gL : (i) forment
une partie du complexe pentamere gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 ;
(ii) comprennent au raoins un épitope provenant de
SEQ ID NO : 6, SEQ ID NC : 7, SEQ ID NO : 8, ou

SEQ ID NO : 8 ; et/ou {(iii} peuvent déclencher des anticorps
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in vive présentent une réactivité croisée
un virion du CMV.

[0048] I1 a été rapporté que
souche du CMV humain Merlin (GI: 38842124, SEQ ID NO : 10}
comporte 130 résidus d'acides aminés, et avec 1 substitution
de nucléotide provoquant une terminaison prématurée. Il a été
provenant des

ID NO : 11) ef

séquence

toutefois,

SEC ID NO @ 12).
[0049] I1 est prédit gue la pULl28 comporte une ségquence

signal N-

terminale, guil est localisée au niveau des résidus

i
,
N

> 7
[« AN i

de SEQ ID NO : 10, mais il est predit qu'il luil manque

un domaine TM. La de la protéine

pUL128 pleine longueur peut étre clivée par une signal

peptidase de Llule hdéte pour produlre une protéine pUL1ZS8

il

mature. En tant que telle, a la protéine pU

1128 exprimée par
ia cellule hdte décrite ici, 1l peut manqguer
xemple, la pULLlZ28 est codée par une

quelle i1l mangue la ségquence codant

correspond aux

résidus d'acides aminés 28 a 171 de SEQ ID NO : 11%.

SEQ ID MO : 13 correspond également aux acides aminés 28 a

- ’ Y

{00501 Sont  également englobés dans 1'invention des

fragments formant un compl de la pULlZ8. Un fragment

b
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formant un complexe de la pULLZE peut é&tre toute

portion de la protéine
avec une

complexe autre protéine du CMV. Dans

certains modes de réalisation, un fragment formant un complexe

de la pUL128 forme wune partie du complexe pentameére

gH/gL/pUL128/
[G0511] Un
pULL2E

pUL130/pUL131.

crming par des

=<
o
urt
D)
Ias
I
®
o
'O"
( D
v
=
o
~
S
o
£
¢
t

de co-immunoprécipitation,

également utilisés (par exemple, en montrant que

B : Yaria 1ime AT et I
Les Cing sous—unités cans une &lew_rophorese

sont présentes

sur gel). Dans certains modes de réalisation, le fragment

V:

formant un complexe de la pULLIZ8 (i}
complexe pentamére gH/gL/pUL128/pUL130/pULL13L ;

(ii) comprend au moins un épitope provenant de

SEQ ID NC : 10, SEC ID NO @ 1i, SEQ ID NO : 12Z, ou

-2

SEQ ID NG 3 ; et/ou (iii) peut déclencher des

anticorps

[

in vivo gui présentent une réactivité croisée
avec un virion du CMV.

[0052] D'autres protéines pULL128 appropriées peuvent étre

fragments de variants) gui

o

présentent divers degrés d'identité avec SEQ ID NO : 10, 11,

on o 4 e in o a o ar o o - ] .
S0 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, Y5 %, 9¢ %, 97 %, 98 % ou 99 %
avec la citée par SEQ ID NC : 10, SEQ ID NO : 11,

SEQ ID NC : 12, ou
réalisation, les protéines
(1) forment une partie du

moins un

[N
o
g
4
o]
et
=
-
w
-}
.
o]
[
P
w
j-d
-
—
1
'}..I -
_—
@]
9
=
S}
“'4
“_‘3
=}
D
o}
jart
8]
jor

gH/gL/pULL
épitope provenant de SEQ ID NO @ 10, SEC ID NO ¢ 114,

SEQ ID NO : 12, ou SEQ ID NO : 13 ;

BE2016/5877
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déclencher des anticorps in vivo qguili présentent une

irion du CMV.

[0053] UL130 est le gene central et le plus grand
14 codons}) du locus UL131A~128. La traduction conceptuelle

N-terminale

Asnll8) au
gein d'un domaine de chimiokine putatif (acides aminés 4

-
1
A

120}, et un site supplémentaire de N-glycosvlation (Asn20

proche de 1l'extrémité d'une région C-terminale unique. Il ast

prédit gu'a la pUL1I30 il mangue un domaine TM. Il a été
capporté gu'il s'agit d'une glycoprotéine luminale guil est

sécrétée de facon inefficace a partir de cellules infectées

enveloppe du virion sous une

3

mails gui est incorporée dansg ]

.

forme mature apres passage dans 1l'appareil de Golgi. Les

séquences de la pUL1I30 provenant des souches du CMV humain

Merlin et Towne sont disponibles au pul

dfacides aminés ; et

N
-
o
Y
[0
63}
’._J
Q.
=
o
9]

SEQ ID NO : 14,
GI: 2393809473, SEQ ID NO : 15, 229 résidus d'acides aminés,
respactivemnsant) . I1 a été rapporté yue SEQ ID NO : 15
contient une mutation de décalage du cadre dans la région C-

terminale de la pUL130, et elle partage 94 % d'identité avec

-

a SEQ ID NO : 14 du HCMV sur la pleine longueur de
SEQ ID NO : 14.

(0084} La séguence signal N-terminale de la protéine

longueur peut é&tre par une signail

la cellule héte pour produire une protéine pULL3D

mature. En tant que telle, a4 la protéine pULLI30 exprimée par

la cellule héte décrite ici, i1 peut manguer la séguence
signal N-terminale (par exemple, la pULl120 est codée par une
séquence nucléotidique & laguelle 1l mangue la séguence codant

pour la séguence signal N-terminale). Un exemple d'une
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mangue une séquence signal N-terminale, et quil correspond aux

5 . . ISWA

résidus d'acides aminés 26 a 214 de SEQ ID NO : 14.

[0055] Sont  également eng:

50

fragments formant un complexe de 1a pUL130. Un fragment

o}
c

formant un comple: & la pULi30 peut &tre toute parti

prortion de la protéine pUL130 gui conserve la capacité de
former un complexe avec une autre protéine du CMV, Dans

formant un comple

exe approprié de la

des tests classigues
connus dans l'art, comme un test de co-immunoprécipitation,

ia réticulation, ou la co-localisation par coloration

les cing sous-unités sont présentes dansz une électrophordse
sur gel). Dans certains modes de réalisation, le fragment
formant un complexe de la pULL3D (i) forme une partie du

complexe pentamdre gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 ;

-
G
3
=1

e
o
o]
e

i) end au moins un épitope provenant de
SEQ ID NG @ 14, SEQ ID NO : 15, ou SEQC ID NO : 16 ; et/ou

(iii) peut déclencher des anticorps in vivo qui présentent

une réactivité

immunclogigue avec un virion du CMV.

(0087} D'autres protéines pULli30 appropriées peuvent Stre

des PULL30 (et des fragments de variants) qui
pvrésentent divers degrés d'identité avec SEQ ID NO : 14, 15,
ou 16, comme au moins identigues & 60 %, 70 %, 80 %, 85 %,

A0

Is Q 1 C o) b =~ 9 o oo o >
S0 %, %1 %, 92 %, 93 %, 94 %, S5 %, 96 %,

o)
~
a0
NeJ)
[o0]
o
o]
it
O
o)
@

avec la séquence citée dans SEQ ID NO : 14, SEQ ID WO : 15,
cu SEQ ID NO : 16. Dans certains mnodes de réalisation, les
130 @ (1) forment une partie du

gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 ;

un spitope provenant ae
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NO e ID NG @ 1¢ ; et/ou

1A [ad
o1 44, :

EQ ID

F

- i~ . ac o
S EQ ID NO : 15, ou SEQ

~
(iii} peuvent déclencher des anticorps in vivo gul présentent
une réactivité croisée immunologique avec un virion du CMV.

[0058] La fonction de la pULLI31A est regquise pour la

réplication du CMV humain non seulement dans les cellules

'1
[

-héliales.

endothéliales mais également dans les cellules épit

Il a été rapporté la pULi3lA provenant des souches du MV

humain Meriin (GI: 3984212¢, SEQ ID NO @ 17, 1:

S acidss

Q ID NO @ 18, 129 acides

L_l

aminés) et Towne {(GI: 239909474, SE

aminégs) et ADIGYS {(GI: 2158879712, SEQ ID NC : 18, 76 acides

)
2

aminés). Il est prédit gque la PULLIZ1A contienne une séguence

signal M-terminale, qui est localiisés au niveau des részidus

1 & 18 de SEQ ID NC : 18, et a laquelle il manque un domaine
™. Il a été rapporté que la pULLI31lA provenant de la souche

AD169 contient une inssrtion de 1 paire de bases, gul provoqu

¢

un décalage du cadre. SEQ ID NO : 17 est identique a 96

avec SEQ ID NO : 19 sur les 28 acides aminés N-terminaux,

du cadre dans le géne ULLI31A de AD16Y.
[0058] La séquence signal N-terminale de la protéine

pULL31 pleine longueur

dtre clivés par une signal

reptidase de la cellule héte pour produire une protéine pUL131

nature. En tant que telle, a la ne pULL31

exprimée par

To a7 e A 4+ A s s 4t 3T oy PN 4 N1 o~ SRR |
ia cellule hdte deécrite ici il peut mangquer la séquence signal

>

i~terminale {(par exemple, la pUL1l31l est codée par une séquence

nucléotidique a laguelle il manqgue la séquence codant pour la

N

séquence signal N-terminale). Un exem

*O
e
0}

de protéine pULL3(
mature est SEQ ID NO : 20, a laguelle 1l mangue une séquence
signal N-terminale et qgui correspond aux résidus d'acides

aminés 19 & 129 de SEQ ID NO : 17. SEQ ID NO :

également aux résidus dfacides aminés 19 & 129 de

BE2016/5877
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[0060] Sont englobés

fragments formant un complexe de la pULI3I. Un

formant un complexe de la pULi31l peut é&tre toute partie ou
portion de la protéine pULL31 gui conserve la capacité de

former un complexe avec une autre protéine du CMV. Dans

certains modes de réalisation, un fragment fo

rmant un complexe

de la pULL3L forme

compliexe
gH/gL/pUL128/pUL130/pULL31.
{0061} Un fragment formant un complexe

PUL31 peut étre obtenu cu déterminé par des tests classiques

connus dans 1'art, comme un test de co-immunoprécipitation,

co-localisation par coloration

a
etc. Une SDS-PAGE ou une analyse Western blot

{(par exemple, en montrant que

certains modes de réalisation,

sur gel). Dans

complexe de la pULLI31 (i) forme une

complexe pentamére gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 ;

(i} provenant de

SECQ ID NO : 17, SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19, ou

anticorps

Py

in vivo qui sntent une réactivité croisée immunclogique

avec un virion du CMV.
[0062] D'autres protéines pULI31 appropriées peuvent &tre
des variants de la pUL131 (et des fragments de variants) qui
présentent divers degrés d'ic avec SEQ ID NCO : 17, 18,

a.

comme au moins identigques a 60 %, 7C %, 80 %, 85 %,

la séguence citée

SEQ ID NC ¢ 19, ou SEQ

réalisation, les protéines wvariantes de la pULL3L :
(1) forment une partie du complexsa pentamére

QO
o
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<
O
C
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~
ire)
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SEQ ID NOC : 169, ou SEQ ID NO : 20 ; et/ou (iii)} peuvent

déclencher des anticorps in vivo gul présentent une

réactivité croisée immunologigue avec un virion du CMV,
(60632} Dans ¢ertains modes de réalisation, les gH, gL,
pUL128, pUL130, pULL31 (ou 1'un

ici peuvent contenir des

supplémentaires, comme des extensi

terminal

De telles extensions peuvent comprendre un ou

rlusieurs marqueurs, gul peuvent facil:
exemple, un marqueur épitopique pour la détection par des
anticorps monoclonaux) et/ou la purification {(par exemple, un

margqueuvr polvhistidine pour permettre la purification sur une
résine chélatrice de nickel) des protéines. Les exemples de

marqueurs pour la purification par affinité comprennent, par

cemple, 1l marqueur His (hexahistidine (SEQ ID NO : 36}, se

lie aux ions métalligues), la protéine de liaison du maltose

Tamyiose), la glutathion-S-transférase {(GST)

-

a

,\
—
5
[us]
vl

~——

—_—
wn
0]
E_.I
E._A -
0]

{se lie au glutathion), le margueur FLAG (Asp-Tyr-Lys—-Asp-

3 4

Asp-Asp-Asp-Lys (SEQ ID NO : 37), se lie & un anticorps anti-
Flag) . le marqueur Strep (Ala-Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-Gly
(SEQ ID NC : 383, U Trp-Ser- His~Pro-Gln-Phe-Glu-Lys

(SEQ ID NO "un de ses

W
Ne)

-
]
-
®
p
W

ol

dérivés) .
[0064] Dans un certain mode de réalisation, des lieurs

clivables peuvent étre utilisés. Ceci permet de séparer le

5

5
ko]

ps!

f

D

hidt

)..

[oR

u complexe purifié, par

agent capable de cliver le lisur.

clivables différents sont connus de 1'homme du métier. De

tels lieurs peuvent &tre clivés, par exemple, par irradiati
d'une liaison photolabile ou hydrolyse catalysée par un acide.

Il existe tgalement  des lieurs polypeptidiques gui

incorporent un site de reconnailssance de protéase et qui
peuvent é&tre c¢livés par l'addition d'une enzyme protéase

appropriée,
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res modes de réalization, 11 peut #&tre

souhaitable dfavoir les protéines gH, gl, pULL128, pULL30,

PULL131 (ou l'un de leurs fragments) gui ne comprennent pas d

(o3
D

O,
(

séguence marqueur exogéne, par exemple, pour des raisons

sécurité clinigque ou d'efficaciteé.
[0086] Bien qgu'il

parfois fait référence

. ;
protéines gH,

a des glycoprotéines, cette

nomenclature ne devra pas étre

‘O

rise comme signifiant que ces
doivent &tre glycosylées lorsquiel
utilisées avec l'invention. Alors qutil 3 été fait référence
ci-dessus a des souches spécifiques, i1l faudra comprendre que

gL, pUL128, pUL130, puLli3l

différentes du CMV

utilisées. A titre d'exemple non limitati

bt
th
~
—
D
9]
)]
jort
ot
=
D
&)
0
\,
p
9
oy
D
0

du CMV peuvent comprendre les souches

[0

Merlin, TB2G, et VRiI814.

B. Acide nucléigue codant pour les protéines et les complexes

du CMV

100873 Sont également proposés ici des acides nucléiques
codant pour les protéines et les complexes du CMV pour une

nte du

intégration gérnomique, et l'expression subséqus

ventamere du CMV.

o
®

6068} Une ou plusieurs constructions d'acide nucléiq

2
-

codar décrits 1

1t pour les protéines et

les complexes du CMV

I
<

génomigue. Par

:igque codant pour

PULL31 (ou leurs

introdult dans une cellu héte. En

&tre

leurs fragments) peuvent &tre portées par deux constructions
d'acide nucléigque ou plus,

lule héte simulitandment ou séguentiellement.
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[0068] Par exempls, dans un exemple de wmode @ de

-
H
Al

réalisation, 1'invention propose une seule construction

d'acide nucléigue codant pour : 1l'ectodomaine des gH, gl,

-1

pUL128, pULi30, et pULli3l. Dans un autre exemple de mode de
réalisation, l'inventicon propose deux constructions d'acide
nucléigque codant pour : l'ectodomaine des gH, gL, pUL1ZSG,

PN

131, Voir, figure 1. Dans les deux exenmples,

b

N
T

a été obtenu une intégration génomigue couronnée de succes,

[(8070] La constructicon d'acide nucléique peut comprendre

de 1'ADN génomique qui comprend un ou plusieurs introns, ou
de 1'ADNc. Certains génes sont exprimés plus efficacement
lorsque des introns scnt présents. La séguence génomigue

native c¢odant pour la pULl28 comprend deux introns, 1

o

séquence génomique native codant pour la pULL31 comprend un
exon, tandis que la séquence génomigue native codant pour la

PULL30 ne comprend aucun intron. La séquence génomigue native

il

codant pour ]

a pULlZ28 comprend trcis exons, la séquencs

-

génomigque native codant pour la pUL131 comprend deux exons,
et la séquence génomique native codant pour la pUL130 comprend
un exon. En particulier, la séquence d'acide nucléigue sast
appropriée pour l'expression de polypeptides excgénes dans
ladite cellule de mammifere,

(0071} Sont également proposés ici, des vecteurs qui

-

comprennent des séquences codant pour les gH, gL, pULl2E,

pUL130, et/ou »pULI31 (ou 1'un de leurs fragments). Les

es de vecteurs comprennent des plasmides gui sont

de facon autonome ou d'étre répliqués

dar 1lule de mamnmifére, Les vecteurs d'expression types
contiennent des promcteurs, des amplificateurs, et deas
terminateurs appropriés gqui sont utiles pour la régulation de

ltexpression de la ou des séguences codantes dans la

construction dfexpressicn. Les vecteurs peuvent &galement
comprendre des marqueurs de sélection pour fournir un trait

phénotypilqus pour la sélection des 1lules hdétes

BE2016/5877
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transformées (comme la transmission d'une résistance a des

-
H
A

antibiotiques tels que l'ampicilline ou la néomycine).

[0072] Les promoteurs appropriés comprennent, rar
exemple, le promoteur du CMV, un adénovirus, EFlqa, le
promoteur de la GAPDH métallothionéine, le promoteur précoce
du SV-40, le promoteur tardif du SV-40, le promoteur du virus
de la tumeur mammaire de la socouris, le promoteur du virus du
sarcome de Rous, le promoteur de la polyhédrine, etc. Les

promoteurs peuvent &tre constitutifs ou inductibles. Un ou

plusieurs wvecteurs peuvent étre utilisés {par exemple, un

vecteur ccdant pour les cing sous-—wu fragments de
celles—-ci, ou deux vecteurs ou plus ensemble codant pour les
cing scous-unités ou des fragments de celles-ci) ; voir, par
exemple, la figure 1.

(6073} Lorsque la cellule héte est une cellule CHO, le

_4
t
o
!:
o
9]
-t
O
Q

+
-

[=3
©
=]
2]

promoteur, l'amplificateur, ou le inate

les cellules CHO. Un promoteu fréguemment utilisé est le

promoteur pour le précoce (IE) du

cytomégalovirus humain (hCMV). Le promoteur de ce géne diri

des taux élevés d'expression de transgene dans une large

diversité de types L'activité de ce promotsur

dépend d'une série de répéititions imparfaites de 17, 18, 19,

et 21 pb, dont certaines lient des facteurs

des familles de la protéine de liaison sensible a 1'AMPc
{CREB) NF-xB et du facteur nucléaire 1.
[0074] Un promoteur fort est un promoteur gui provogue

l'initiation des ARNm a wune fréguence é&levée é&gale ou

e

supérie

re du fragment promoteuvr/amplificateur
central du hCMV (décrit dans le brevet US No. 5 168 0€62) dans
une celiule CHO. Un tel promoteur peut étre un promoteur fort
dépendant du type cellulaire, comme ceux décrits dans le
brevet US No. 5 589 382, ou un promoteur fort actif de facgon
ubiguitairs. Les exemples de promoteurs viraux actifs de fagon

constitutive comprennent, par exemple, les promoteurs précoce

BE2016/5877
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et tardif du wvirus SV4Q0, le promoteur immédiat preécoce du

cytomégalovirus humain (hCMV) ou du cytomégalovirus murin
{(mCMV), le promoteur de la thymidine kinase (TK} ou le wvirus
Herpes Simplex, ou le promoteur des longues répétitions
terminales du wvirus du sarcome de Rous (RS-LTR). Dfautres
exemples comprennent, par exemple, le promoteur MIE du hCMV

le fragment Pst

b

ot /ou dans

(e)o)
%
W
O]

ou une partie fonctionnelle de celuil-ci possédant une activité
de promcteur

0075} Des séquences de sites internes d'entrée du
ribosome (IRES) et de peptide ZA peuvent étre également

ide 2A fournissent des variantes

for
+
}_.A
,_
!._J
wn
[ON
b
\/J
=
{D
w
=l
el
el
n
0]
o
T
0]
o]
ﬂ
|,_l

d'approches pour la coexpression de séguences multiples. IRES
est une séguence nucléotidigue qui permet l'initiation de la
traduction dans le milieu de la séquence d'un ARN messager

{(ARNm} faisant partie du plus grand processus de synthése des

;,.LA

protéines. Habituellement, chez les eucaryotes, la traduction

peut étre initiée uniguement a l'extrémité 57 de la meolécule

N

eres

d'ARNm. Les éléments IRES permettent l'expression de

LQ

Q-

multiples dans un transcrit. Des vecteurs polycistroniques

d'IRES, quil expriment des protéines multiples a partir

et
b

MCLOK

8%

©
0
—~
3
C
o]

d'un transcrit, peuvent réduire 1'échappement des clone

]

exprimant de la sélecticn.

(0076} Le peptide 2A permet la traduction de protéinss

multiples dans un seul cadre de lecture ouvert dans une

aa

U

polyprotéine qui est ensulte clivée en protéines

individuelles par 1l'intermédiaire d'un mécanisme de saut

rikosonique. Le psptide

Z

égquilibrée de multiples

(00771 Les exemples

exemple, les IRES de 1'EVT

VHC.
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[8078] Pour 1'i génomique, l'intégration peut

étre spécifique du site ou aléatoire. Une recombinaison
spécifigue du site peut étre obtenue par introduction d

ou de plusieurs séguences homologues dans les constructio

o
o]
[
f')

nce homologue

d'acide nucléigue décrites ici. Une telle gé

au niveau

1'héte. En
variante, une intégration aléatoire peut étre utilisée.
Parfois, le taux d'expression d'une protéine peut varier selon

Par conségquent, 1l peut étre

®©
('I\
=
ot
®
o
,./_.
-
=]
s
[ON
(e
=
u
(a1
=
)
=]
g

sélectionner un certain nombre de clones selon

pression de la protéine recombinante pour

identifier un clone gui atteint le taux d'expression souhaité.

(0079} Dans un autre aspect, L1'invention propose des

celluliaes hdtes dans lesquelles las séquences ccdant pour le

pentamére sont intégrées de facon stable dans le génome des
cellules hdtes, et, lorsgutelles sont cultivées dans des

conditions appropriées, elles expriment le pentamére du CMV

tel gue divulgué ici. Dans certains modes de réalisation, la

. Dans certains modes

cellule | est une cellule de mammifeéer

de réalisation, la cellule héte est de rongeur.
£ perd

[C080] Les exemples de lignées de rongeurs

comprennent par exemnple, les lignées i de rein du

P
.1 de

hamster béhé (BHK)

ple, BHKZ
souris {(TM4}), de foie du rat buffalo (BRL 3A}, de tumeur
nammaire de la souris (MMT), d'hépatome du rat (HTC}, de

myé&lome de la souris (NS0), dfhybridome murin {Sp2/0), de

"

thymome de la souris (EL4), d'ovaire du hamster de Chine {(CHO)
et des dérivés des cellules CHO, embryonnaires murines

(NIH/3T3

(O8]
=}
(O8]
[
}__:

myocardigues du rat (H9¢2), de myoblastes

de la scuris (C2C12), et de rein de la souris (miMCD-3).
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(60811 Dans un mode de réalisaticn, la cellule de rongeur BE2016/5877

1-d
ot
-

est une cellx s CHC appropriées comprennent,

<

e
var exemple, les lignées DUXB11 et DG44. Ces deux lignées
cellulaires sont déficientes en activité dihvdrofolate
réductase (DHFR), et par conséguent dépendantes dfune source

exogéne de précurseurs nucléotidigues pour leur croissance.

La déficilence =2n DHFR

Liement manipulé

pour sélectionner intégratio génomique et

est accomplie par transt

d'expression pour le géne d'intérét et un géne DHFR. Aprés la

Q
D
L—J
:

transfection, les les sont placées dans un milieu de

P

sélection auguel il manque les précurseurs nucléotidigues.
o821 L'expression de protéines de recombinaison dans

lulaires déficientes en DHFR peut étre &n outr

(" )]
[
o}
(D]

amplifiée par lfaddition de méthotrexate (MTX) aux cultures
con gu'il est possible de sélectionner un nombre
élevé de copiles du vecteur d'expression introduit. Le MTX est

un inhibiteur compétitif de l'enzyme DHFR. L'application de

cette pressicon de sélection supplémentaire en plus de
X i i

1tabsence des précurseurs nuc
et 1'iscolement de la populaticon mineure de cellules qui ont

subi une amplification spontanée du vecteur d'expression
intégré contenant le marqgueur sélectionnable DHFR et, dans ia
olupart des cas, e géne d'intérét. La présence de copies

multiples du géne permet d'obtenir un taux élevé d'expression

a sélection par le MTX
peut étre réalisée indépendamment de la déficience en DHFR
{(c'est~a~-dire, 1'utilisation de MTX pour sélecticonner une
cellule hdéte qui est a l'origine compétente en DHFR}, comme
cela est exemplifié dans les exemples divulgués ici.

[0083] Une

lignée cellulaire CHO-X1 de type sauvage, et son dérivé CHO-
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[0084] Un procédé de sélection couramment utilisé pour BE2016/5877

les lignées cellulaires CHO-K1 consiste en la sélection par
la glutamine synthétase (GS). En l'absence d'une source

exogéne de glutamine, la survie cellulaire dépend de 1l'enzyme
G3 pour produlre la giutamine. Avec des lignées de cellules
hdétes telles que les cellules N3/0 dérivées de myélome murin
CHO

1

et les cellule

S vmatique
GS endogeéne relativement basse, le procédé permet un schéma
de sélection simple lors de 1l'utilisation d'un marqueur
sélectionnable GS dans le vecteur d'expression st d'un milieu
de sélection dépourvu de glutamine. Similaire au systéme
DHFR/MTX, 1'inhibiteur compétitif de la GS, le méthionine

sulfoximine (MSX) peut &tre ajouté au milieu pour appliquer

£ .

t_-.l

une pression supplémentaire et sélectionner le

’)

ce!
qui dirigent des taux é
intégré.

[G085] Les cellules CHO-KIL, cu toutes autres cell
couramment utilisées, peuvent é&tre également sélectionnées en
se bhasant sur la déficience en DHFR comme il a été décrit ci-
dessus. Par exsmple, une celiule CHO-K1, ou tout autre type

de cellule CHBO, peut présenter une déficience en DHFE, comme

laguelle au moins une copie de la ségquence
génomigque du géne de la dihydrofolate réductase (DHFR), ou au
rwoins 30 % (par exemple, au moins 40 %, au moins 50 %, au
moins 60 %, au meins 70 %, au moins 80 %, au moins 90 %, ou
100 %) de la séguence codante dudit geéene DHFR, est délétée.
Dfauvtres moyens pour introduirs une déficience en DHFR
comprennent la création de mutations dans le géne DHFR
endogéne Les lignée celliulaires peuvent E&tre en outre

amplifiées par l'addition de méthotrexate (MTX) aux cultures

8}
fD\
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comme il

[o08e] Les cellules CHO-K1, ou toutes autres

O

couramment utilisées, peuvent &tre éga

nt sur le MTX, avec ou sans ¢

se bas:
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sélectionnées en se basant sur le MTX, sans déficience en
DHFR (c¢'est-a-dire que la

1tintégration génomigue est compétente pour la DHFR) . Dans un

tel systéms, généralement, le nombre de copies des séguence

exogénes {par exemple, les séquences codant pour les protéines

du CMV) est généralement bas. Il est estimé gue

les lignées

cellulaires dans les exemples décrits ici comportent environ

1 a4 10 copies des séguences exogenes codant pour les protéines

du CMV, au niveau d'un nombre tras limité de sites

~

Yintégration {par exemple, 1 ou 2 sites d'intégration). En

lorsqu'une lignée cellulaire déficiente en DFHR est

,,__I

général
utilisée, le nombre de copiles des séquences exogsnes est
généralement de beaucoup supérieur, parfois aussi élevé que
quelques centaines de copies. On s'attend & ce que les deux
prrocédés solent appropriés pour la production des lignées
cellulaires CHO divulguées ici, hien que lorsque le nombre de

o~ 4 ~ 2~ 2 b
copies est é&levé, la

O

cellule héte puisse perdre une ou

;...

plusieurs copies des séguences exogeénes durant le repiguage

et/ou 1 la lignée cellulaire.

[oos7]

CHC appropr

rention  d par exemple, de&s
cellules CHO-ICAM-1, et des cellules CH

génétigquement modifiées permettent une

;Q

recombinant dans un géne spécifigque ou u

des celivles, l'ampliification de 17ADN

des cellules présentant un taux élevé d'expression de

foG88] Les lignées cellulaires CHO

=

IZniar 7

ion of Cell Cultures {(ECACC)

cnumérés dans le tableau 1. Toutes les cellules CHO

N

sont

énumérées dans le tableau 1 peuvent étre utilisées.
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Nom de la
iignée

ulaire

Mot

s—clés

CHC Ovailre de hamster de Chine
CRO Ovailre de hamster de Chine

{dépourvue

protéines)

-CHRM1

CRO-

Récepte

muscarini

récept

transfeac

héte

=S5

(S

CHO-

r de

ltac

gue Mi h
r couplé
tée, InSCE

K1.

étyl

umain,

prot

choline

CHRM1
éine

SCREE?

s

"~
S Gy

ifle

(’\

0
g
o
2
X
:

!—j
=
~

CHO-CHEMZ

Récepteur de l1l'ac

muscarinicue

récept

.
eur coupl

MZ T

[N

étylcholine

‘I’I‘M.U"'

REENeX

CHRMZ

am

SCREE!D

14

Nfle

GPCR,

xXTM,

Tran

héte

=10

fectée,

eur de 1°
inigue M5 h

© couplé

CHO-KI1.

umain,

aux

acétylcholine

CHRMS5,

protéines G,

-

DR

LY o Wty

InSCREENeX SCREENflexT

CHO-CNR1

geéene 1268,
nes G, GPCR,

trans

humai

£ e A
recte

y

CNRL,

InSCREENeX SCREENTlexTM, hdte CHO-KIL.
CHO-FFARZ Récepteur 2 des acides gras libres

humain, FFARZ, récepteur couplé aux

protéines G, GPCR, transfectée,

£lexTM,

CHO-GFPR120

CREENeX SCREEN
cepteur GPR120

GFPR12C,

récepteur

{(orphe

couplé




(O3]
(&3]

G, GPCR, transfectée, InSCREENeX

SCREENflexTM, héte CHO-KI.

BEZ

CHO-K1

Ovaire de hamster de Chin

o

CHO-K1-AC-

free

Ovaire de hamster de Chine, dépourvue

CHO-K1/SF

Ovaire de hamster de Chine (adaptée au

CHO-NPY1R

Récepteur du neuropeptide ¥ humain,

NPY1R, ID du géne 4886, récepteur

bl
[op]

GPCR,

transfaectée, InSCREENeX SCREENflexTM,

CHO~OPRLL

Récepteur des opiacés de type 1 humain,

récepteur coup

5, GPCR, transfectée, InSCRER?

SCREENflexTM, hdéte CHO-KI1.

2
1
4

Récepteur 1 d a somatostatine humain,

®

SSTR1, récepteur coup

G, GPCR, transt

P—‘\
[¢)
(@]
o+
(P
®
-
s
2
(@]
)
=
=1
2
w
b

SCREENflexTM, héte CHO-KI1.

CEO/dhFr-

valire de hamster de Chine

CHO/dhFr-

AC~-free

Ovaire de hamster de Chine, dépourvue

de sérum

RR-CHOKI

Ovaire de hamster de Chine

T02J-10/10
(CHO-GCGR

(GCGR}}

Récepteur du glucagon humain, GCGR,

réceptaur couplé aux protéines G, GPCR,

ransfectée, InSCREENeX SCREENflex™,

héte CHO-KI1.

(60891 Diverse

disponibles a
(ATCCY, comme

3357™), ETT.4

(ATCC® CRL-11965™

3

N
res
z 1

lignées cellulaires CHO sont également
de 1'American Type Culture Collection
ignées cellulaires CHO hCBEl1l (ATCC® PTA-

C® PTA-37¢5™), hLT-B : R-hGl CHO No. 14

MOR-CHC~ MORAL-(003-RCE (ATCC® PTA-T7552™),

016/5877
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AQ.C2 clone 11B (ATCC® PTA-3274™), AQ.C2 clone 11B (ATCC®
PTA-3274™), hsAQC2 dans CHO-DG44 (ATCC® PTA-33506™), =xrsd

(ATCC® CRL-2348™), CHO-K1l (ATCC® CCL-61™), Lecl [nommée a

L'origine Pro-5WgaRI3C} (ATCC® CRL-1735™)}, Pro-5 (ATCC® CRL~
1781™y, ACY1l-E {(ATCC® 65421™), ACYI-E (ATCC® 65420™), pyskE-

606 (ATCC® CRL-2246™)}, CHO-CD36 (ATCC® CRL-2092%), pgsC-605

(ATCC® CRL-2245™), MC2/3 (ATCC® CRL-2143™), CHO-ICAM-1 (ATCC®

)
)
1
D
<o
O
o
]
&
~
0]
o
3
[(®
w
t
t
o))
=
@
—
e
(@]
@]
5
b}
d
t
N
[\
PN
;_4
-:
o
ot
o
2
o
(9]
b-
o
9]
3
<G
o
(D]

[0080] D'autres lignées cellulaires CHO disponibles dans

No. 4 816 5
[6G92] [ us de ellules CHO, d'autre 2llules de
mammiféres peuvent &tr tilise nt gu'hdtes.
Les exemples cellules

BHKZ1, des cellules

EL4, des cellu s NIB/3T. ie & iles 3T3- es cellul

S
ES-D3, des cellules HYc2, des cellules C2C12, ¥YB2/0, des
cellules mimcd 3, etc. Leg exemples de celliules humaines

comprennent : des cellules SH-SYLY, des cellules IM 32, des

'/)

-
H
.

B T 3 3 - [V 17 k. 3 . 0 T
cellules LAN, des cellules MCFIOA, des cellules 2937, des

cellules SK-~BR3 cellules huvec, des cellules huasmc, des

(A )
-
[0
]
633
¢

cellules HKB-1, des cellules hmsc, des cellules U283, des

cellules HE 293, des cellules PERCE®, des cellules Jurkai,

o

des celliules HT-29, des cellules lncap.FGC, des

des celliule epg?, des

1, des cell Capan-1,

DU145, et d

BE2016/5877
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6023} Par exemple, la lignée cellulaire PERCO®, les
es N30 de wmyélome de souris, les cellules de rat de
namster Lébé (BHK} , et la lignée cellulaire de rein
embryonnaire humain (HEKZS53} ont regu une approbation
réglementaire pour la production de protéines recombinantes.
[00%4] Les exenples de lignées cellulaires de primates

non humains uvtiles dans des procédés fournis icil comprennsent

les lignées cellulaires de rein de singe (CVI-T76), de rein de
singe vert d'Afrigque (VERO-70}, de fibroblastes de singe vert

par le 5V40  {C0S-7). Dlautres lignées cellulaires de
mammiféres sont connues d'une personne ayant des compétence
moyennes dans le domaine et sont cataloguées a l1l'American

Type Culture Collection (Manassas, VA

~—

[0095] Dans certains modes de réalisation, les cellules

hdtes sont appropriées pour une croissance dans des cultures

en suspension. Leszs cellules hétes compétentes en suspension
sont généralement monodispersées ou se développent en

agrégats léches sans agrégation substantielle. Les cellules

adaptation ni manipulation (par exemple, des cellule

hématopoiétiques, des cellules lymphoides) et des cellules

quil ont &té renduss compétentes en suspansion par modification

o

ou adaptation de cellules dépendantes de la fixation (pa

- <1
H

emple, des cellules épithéliales, des fibroblastes).

[00S6] Dans certains modes de

héte est une cellule dépendante

cultivée et maintenue dans une culture es exemples

de lignées cellulaires adhérentes humaines utiles dans des

N

3

rocédés fournis ici comprennent les

.
H
L

lignées cellulaires de

o

neuroblastome humain (SH-SY5 Y, IMR32, et LANS), de carcinome

du col de 1'utérus humain {(Hela), de 1'épithélium de sein

BE2016/5877
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humain (MCFIOA), de rein embryonnaire humain (283T}, et de
R3) .
Génes ClZorfl35 et protéines Cl2o0rf35

[0097] Dans certains modes de réalisation, la cellu

hdéte est une cellule dans lagquelle le taux d'expression ou

(0]

Ltactivité de ia proté

ne cl2

et

(-1

cparativement & un  témoin. Dans un  certain mode de

- -
1
4.

le cellule est une cellule CHO. La demande

TR
U

de brevet US provisoire No. 61/919 313, déposée le 20 décembre
2013, et incorporée ici en référence, fournit une description

ae

(0N
bt
-
.jm

tailiée de celluiss de mammiféres dans lesguelles ie taux

d'expression ou 1'activité de la protéine Cl20ri35 est réduit
comparativement A un témoin.

(60981 Divers témoins peuvent étre utilisés. Le taux

d'expression ou l'activité de la protéine Cl20rf35 a partir

d'une cellule de type sauva

(.u

en tant que témoin. En variante, un témoin peut étre un taux
prédéterminé ou un taux seuil qui peut é&tre identifié dans

I3

ase de données.

R
(23]

littérature ou une
[0098] Le géne ClZorf35 humain se rapporte & la séquence

ruclé pour le cadre de lecture ouvert 35 du

chromosome  12. a protéine Cl20rf35 codée n'est pas
pense que l'homologuse chez Cricetulus

Chine) du géne Cl20rf35 humain, nommé

calisé sur le c¢hromosome 8. On pense que

ot
=ST

T

lthomologue chez Mus musculus du geéne ClZorf35 humain

@

T T4 & SR s “ T T Ao Ao 1 - e Y
localisé sur le chromosome 6. L'ID de gene pour le gene CHO

1'ID de géne GenBank No. 100762086 ;
et pour le géne ClZorf35 humain, il est publié comme 1'ID de
géne GenBank No. 553196. Les informations concernant le géne

Clz2orf35 chez Cricetulus griseus, la ségquence codante et la

S

rotéine ClZ2o0rf35 prédite sont également disponibles 2

GenRank par le numéro d'accession NCBI : XM 003512865,

BE2016/5877
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eucaryotes
d'espeéces de mnammiféres comme 1
hamster. La protéine prédite co

iy

une grosse protéine

séquences présente des exemples
cu de séguences

par le

nammiféres comme

dTADN codante)

représentée par Sl

de 1'UTR en 5' (veoir
3" (voir SEQ ID NO : 27) de 1'A
a été

Chine séquencée,

[6101] Chez 1'étre

appelé KIAALS51. Le géne
type ClZori35 ou homolo
2810474019R1k chez la

alloués dans différentes espéces
et des variantes non
énumérées ci-desszus dans

cette divulgation, les

différentes espéce:

w
O
c
o+
O
=

surprenant
1'activité

a un témoin

var introductiocon de mutations),
recombinante est significativement

celiules hétes de

0
[
—
=
-
o
-
D
n
@]
oA
e
8]
o
[
a

un taux d'expr

o
dée par le géne ClZorf35

Cl2orf35

par délétion

mammi

esSsion ou une

facon endogeéne

que, par exemple,

2tre

o
=
}_
)
0]
oot
(0]

humain, la s

®
W
ct

de séqguences

ID NO : 25. En outre, une

RNm de ClZorf35 du hamster de

humain, le géne Cl2orf35 est également

6
o
s

appelé
hamster ou
peuvent é&tre

5
H
4

pour la protéine ou le géne
sont également

dans

comparativement

du géne ClZorf35, ou

BE2016/5877
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de la preotéine Cl20rf35 sont particuliérement appropriées
pour la production recombinante du complexe pentamére.

X
[0103] La réduction du taux d'expression ou de
d'une protéine ClZorfl35 peut étre obtenue par divers movens.
Par exenmple, le taux dfexpression cu l'activité d'une protéine

ClZorf35 peut étre réduit par inactivation de geéne, mutation

géne, ou

ombinaiscon gquelcongue des pi Adent s inactivation de oéne

incpérant par perturbat

acide nucléigue peut égquence codante,

du géne. En outre, le

P

été, grice a guol l'expression de la protéine Clio

n

Q
(
-
e
®
[
i

— N
()
P
Hh
(9]
n

o

: =
®
b
-
3
®
-
9]
—
]

~
G
s
o
[
i
jor
H

N
O
o
=
P
jor

-l
o,
-

J 1 de ses fragments) peut
rf3E

£3
£3

fonctionnelle est substantiellement éliminée. Par exemple, 1

o

7 . : : p 1 . P

délétion peut étre d'au moeins 30 %, d'au moins 40 %, d'au

moins 50 %, d'au moins 55 %, dfau mecins 60 %, d'au moins 65 %,

dltau moins 70 %, d'au meins 75 %, d'au meins 80 %, d'au moins
85 %, d'au moins 90 %, dfau moins 95 %, ou de 100 % de 1la

séquence codante du
introduire une ou plusieurs mutations dans la séguence
2

codante, ine ClZ2crf35 ncon foncticonnelle

e}
&
=
1)
b
=4

exemple, une ou plusieurs
nutations de décalage du cadre peuvent &tre introduiltes,
produisant une protéine Cl20rf35 non fonctionnelle ou moins

fonctionnelle. En variante ou en cutre, un ou plusieurs codons

Q
=
]
P2
ot
o]
®
o
P
3
(©
X
o]
o
@
¢t
=
®

introduits dans la séguence codante si

bien gqu'il e obtenu une protéine tronqguée, non fonctionnelle

cu moins fonctionnelle. D'autres options comprennent, mais

n'y sont pas limitées, une ou plusieurs mutations dans le

0
n

promoteur, dans 1'UTR en 57 et/ou en 3' ou d'autres éléments

régulateurs, par exemple par introduction dfune délétion du
promoteur ou par introduction d'une construction entre le

le départ de la transcription. Les procédés pour

BE2016/5877
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la perturbation de génes afin de supprimer ou d

l'expression du géne cible sont également bien connus de

I homme du
[0104] Puisque chaque celliule comporte deux copies du
géne CiZorif3: dans son génome, dans certains modes de

, au moins une copie de la séqguence génomique du

I}
[ON

I
’_
'__!
w
o
o+
‘_l

]

géne Ci2orf35, ou au mceins 50 % de la séquence codante dudit
géne Clzorf3s, aat délétée, Dang certains modes de

réalisation, les deux copies des séguences génomigues du géne

Cl20rf35 {ou au meins 50 % de la séquence codante dudit géeéne

art
o)
(O
l.“
D
o
{
®
&

Cl20rf35 a partir de chague copie) son

une région de séquences nucléotidiques répétitives a chaque
extrémité d'une chromatide, qui protége ll'extrémité du

chromosome contre la détérioration ou

des chromosomes voisins., Dans certains

au neins 30 %, au moins 40 %, au moins 50 %, au moins 53 %,

0 %, au moins 75 %,

[Sx]
>
~
s
<
=
&)
-
=
o
w

%, au moins G!

molins

O
)]
pan
o
(el
<
o
~
)
o
d
jo}
O
.
&
[
-

au moins 80 %, au moins 85 %,

ou 100 % de la séguence nucléotidigue de la région télomérique
)

du chromosome 8 df'une cellule CHC est déliétée.

106} Dans certains modes de réalisation, la séguence

=G

delét comprend en outre la déléticn d'un gene choisi dans

1'une de leurs combinaisons.

Une cassure

traitant les

gromycine. D'autres

BE2016/5877
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options pour induire des cassures chromosomigues comprennent,
mais n'y sont pas limitées, des radiations, des irradiations,
des mutageénes, des substances cancérigeénes et la bléomycine.
Des cassures chromosomiques peuvent également se produire
spontanément duorant la transfection, par exemple,
l'électroporation. Des procédés pour induire une cassure
chromoscmigue sont également connus de 1'homme du métier et
ainsi, rnfont pas  besoin d'une description détaillée
quelcongue ici. Apres l'induction d'une cassure
chromosocmique, les cellules sucaryotes comportant le point de
rupture souhaité {(qui produit une délétion du geéne Ci2oril5,
cu de 1'un de ses fragments) peuvent é&tre identifiées, par
exemple, en analysant 1'ADN ou en utilisant le procédé selon
le cingquiéme aspect de la présen

le profil dtexpression des cellul

prour déterminer si le géne ClZorf35
centromérigque du géne ClZorf35 sont exprimés, si
ion est réduite ou si les génes ne sont pas exprimés.

dans le cas de ce

il peut étre analysé si le géne (1
variante ou en outre & ceci, il peut étre ana
choisis dans 1le groupe constituée de 1la
protéine 20 de type méthyltransférase, Denndbb, FAMGO

Caprinz, Ipo8, Tmtcl ou des génes qui sont loca
position télomérique des génes susmentionnés (ou télomérique

a cet égard signifie dans la direction de 1l'extrémité

oS
[0108] La réduction du taux d'expression de la protéine
ClZorf35 peut étre obtenue par un silencage du géne apres la
“ranscription, par exemple, par des nmolécules dtacide
nucléigue antisens, ou des molécules yui  médient une

interférence par ARN. Des exemples non limitants comprennent

BE2016/5877
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des ARNsi, des ARNsh, des miARN, des oligonucléotides
antisens, etc., tous étant bien connus dans l'art.

[0109] Le taux d'expression de la protéine ClZorf35 peut
&tre estimé par des procédés connus dans l'art, par exemple,
en mesurant le taux d'ARNm codant pour la protéine CL20rf£35,

ou la protéine ClZori35 elle-méme.

Luminex, Multiplex, etc.

[0110] Dans certains modes de réalisation,
d'expression ou l'activité de la protéine Cl20rf35 est réduit
d'au moins 3 fois, d'au moins 5 fois, d'au moins 10 fois,

. R N & LA T8 maa v o e [N =D N o en n
dfau moins 20 fois, dfau moins 30 fois, d'au moins 40 fois,

“1)

au moins 50 fois, d'au moins 60 fois, diau moins 70 fois,

d'au moins 75 fois, d'au moins 80 foig, dfau moins 90 fois,

d'au moins 100 fois, comparativement & un témoin.

Génes FAMGOA et protéines FAMGOA

(0111} Dans certains modes de réalisation,

le taux d'e

,
o)
(Fl_t
5
W
|.....
p,
L
®
I_
@

noéte est une cellul

ltactivité de la protéine FAMG0OA est réduit, comparativement

(¢
b

a un témoin. Dans un certain mode de réal

5
4

(’ n
83}

ation, une telle
cellule est une c¢ellule CHO. La demande de brevet US

provisolire No. 61/919% 340, le 20 décembre 2013, et

incorporée ici en référence, fournit une description
iée de cellules de mammiferes dans lesguelles le taux

d'expression ou l'activité de la protéine FAMEGOA est réduit.

o+

(6112} Divers témoins peuvent &étre utilisés comme i1l a
été discutéd ci-dessus. Le taux d'expression ou l'activitéd de
la protéine FAM6CA a partir d'une cellule de type sauvage

correspondante peut étre utilisé en tant gue témoin. En

variante, un témoin peut étre un taux prédéterminé ou un taux
seull qui peut étre identifié dans la littérature ou une base

de données.
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FAMG0A est une scus-unité du

C) {complexe SIN3/HDAC) qui
fonctionne dans la répression de la transcription (Munoz et

2, TEE Journal of Bioclogical Chemistry VOL. 287, NO.
b, pp. 32346-32353 ; Smith et ai., 2012, Mol Cell Proteomics

11 (12)y: 1815-1828). Les Thistone désacétyvlases (HDAC)

catalysent 1°

histones. L'acétylation des histones sur les lysines est un

mécanisme majeur pour la modulation de la conformation de

)

chromatine. L'acétylation des histones favorise un état de la

é
chromatine reldché transcriptionnellement actif tandis que

h

"(

la désacétylation catalysée par les histone désacétylasss
{(HDAC} favorise un état inactif silencieux. L'analyse de bases
de données a révélé la présence d'au mcins un orthologue de

60A chez la plupart des métazoaires, mais pas chez les

es métazosa

}
§

4
D
O
)
0]

1
-2

= A 3 . . h- WA . . -
nématodes. Le gene FAMGOA est conserve

s3]

ire:

»‘
\n

et peut &tre trouvé dans les génomes de tous les vertéhrés et

de a plupart de

s invertébrés qui ont été complétement
séquencés. La recherche de similarité de séguence des
homologues de la FAMSOA indique gue principalement, 11
n'existe quiun seul membre représentatif de cette fami
dans le génoms. Il n'existe qus quelques exceptions. Szlon

ol

Smith et al., 2012, la AMGOA a une séquence unigue

a laquelle il manque n'importe guel domaine connu de protéine.

1

En outre, il a été décrit par Smith et al. 2012, gu'elle ne
présente aucune homologie de séguence avec dfautres protéines

connues dans le protéome humain. La compara

T
a montré que la protéine FAMG0A comprend
régions : (1) une extrémité -terminale comprenant des

gi
segments hautement conservés chez tous les métazoalres ;

(2) une région movenne qui est hautement conservée parmi les
vertébrés tandis gue chez les invertébrés elle est constituée

5 -

d'un espaceur non conserve d'une longueur variable ; {3) une

BE2016/5877
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le comprenant des segments hautement BE2016/5877
les métazoaires. Ainsi, la conservation
&té observée dans les régions N~ et C-

;,.l

indiquent que la protéine FaMBOA
plexes SIN3/HDAC dans divers types de

comme en particuller des cellules de

Des études fonctionnelles récentes (voir Smith et al., 2012)
indiquent que la protéine FAMGOA peut réprimer 1'expressior

génique et régule un sous-ensemble spécifigue de génes. Smith

cancer, les métastases, la migration cellulaire et la

surveillance lmmunitaire. I1 existe des découvertes indiguant
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TGF-béta tandis que cette fonction de la protéins FAMGOA
semble étre pernmise par l'intermédiaire de son rb6le dans le

e la

Ll

ompl SIN3-HDAC. L'appauvriissement c

dans différentes lignées de cellules cancéreuses en utili:

des ARNzi contre la séquence codante de la FAMEOA a produit

-

un  changement de la morphologie normale des cellules

cellulaire dans des cellules U208 (Munoz et al., 2012). Des

expériences de répression de la FAMG0A en utilisant des ARNsi

dirigés contre la FAM60A dans des cellules dfostéosarcome
osseux humain U208 ont révélé gue la protéine FAMBIA restreint

'expression du géne de la cycline [
(6115} A l'encontre de ce contexte scientifigue, 11 a &té

trouvé de fagon surprena

g

1te que la réduction de 1°
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ou de 1l'activité de la protéine FAMG6CA dans une cellule de
mammifére augmente la stabilité de l'expression des protéines
recombinantes, sans affecter négativement d'autres
caractéristiques de la cellule qgui sont importantes pour

1l'expression recombinante. Cette corrédlation entre lesg effets

de la protéine FAMGOA et la stabilité de 1l'expression durant
une cellules était inattend En tant

que telles, des cellules hdétes de mammifé
des cellules CHO) avec un taux dfexpression ou une activité
réduit de la protéins FAMGOA  sont particuliérement
appropriées pour la production recombinante du complexe
pentameére.,

[0116] Le

FAMEOA est exprimé de facon endogene chez

les métazoalres et par conséquent dans des especes de

mammiféres telles que 1fétre humain, la souris, le rat et le
hamster, et la séquence d'acides aminés de la FAMOOA est
hautement conservés dans les espéces de mammiférss ainsi que
chez les vertébrés., Différents noms peuvent étre alloués dans
différentes speces pour la protéine ou le géne et des
variantes de noms non limitantes (alias) sont également
e tableau 2 (ci-desscus). Pour simplilifier,
dans cette divulgation, les homclogues et les orthologues de
différentes espéces sont tous appelés « géne FAMGOA » ou

FAMGOA ».

(0117} La liste des séguences présente des

séquences d'acides aminés de protéines FAMGJOA connues et/ou

prédites de différentes espéces de vertébrés, notamment Homo

de FAMGOA prédit

P

vras été décrite en détail dans la littérature. Alnsi, il était

surprenant que la stabilité de pression d’

BE2016/5877
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héte recombinante puisse étre améliorée, si le génome de la
le fagon gque le taux

d'expression ou 1factivité de la protéine endogene FAMGOA est

la protéine FAMSOA influence la stabilité de 1l'expression

d'un produilt recombinant d'intérét.

[0118] Les séguences du géne FAMG0OA codant pour la
protéine FAMGOA ont été rapportées chez Homo sapiens {(ID du

géne du NCBI : 58516) ; Rattus norvegicus (ID du gene du

NCBI : 686611) ; Mus musculus {ID du géne du NCBI : 56306} ;

-

Bos Taurus (ID du géne du NCBI : 538649) et d'autres. Des

variants de transcrits

3

euvant exister d'une facon dépendante

de l'espece et dans des nombres differents (par exemple, le

géne FAM6OA humain exprime troils isoformes de transcrits
putatifs gui différent dans les UTR mais qui codent pour la

méme protéine).

-
1
s

_f_
<
_;
"I
[ON

(0119} La réduction du taux d'expression ou de

d'une protéine FAMGOA peut &tre obtenue par divers moyen

W
e

r’D\

Par exemple, le taux d'expression ocu l'activité d'une protéis

,_)

FAMGOA peut étre rédult par inactivation de géne, mutation de
géne, délétion de geéne, silencage de géne ou une combinaison

-
H
4

L'inactivation de gene ezt une

quelconque des précéde
technigque génétique qui rend wun géne inopérant par
perturbation de sa fonction. Par exemple, un acide nucléique
peut étre inséré dans la séquence codante, perturbant de cette
facon la fonction du géne. En cutre,

ongueur (ou l'un de ses fragments) p

a quoi l'expression de la protéine F
bstantiellement éliminée. Par exemple, la délétion peut
0,

Etre d'au moins 30 %, d'au moins 40 %, d'au moins 50 %, d'au

moins 55 %, d'au moins 60 %, d'au moins 65 %, d'au moinsg 70 %,

;..l

d'au moins 75 %, d'au moins 80 %, dfau moins 85 %, d'au moins
90 %, d'au moins 25 %, ou de 100 % de la séguence codante du

geéne FAMGOA. Une autre option est diintroduire une ou

BE2016/5877
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plusieurs mutations dans la séguence codante, ce guli rend une

-
1
A

rrotéine FAMOOA non fonctionnelle ou moins fonctionnelle. Par

exemnple, une ou plusieurs mutations de

<

calage du cadre

O_.

peuvent étre introduites, produisant une protéine FAM60A non

fonctionnelle cu moins fonctionnelle. En variante cu en cutre,

un ou plusieurs codons dfarrét peuvent étre introduits dans

la s=équence codante si b gqu'il est obtenu u
nonn fonctionnelle ou moins fonctionnelle. Dfautres
comprennent, mais n'yv sont pas limitées, une ou
mutations dans le promoteur, dans les UTR en 5

L

37 ou d'autres éléments régulateurs, par exemple par

ction dfune délétion du promoteur

d'une construction entre le promoteur et le départ de la
“~ranscription. Des procédés de perturbation de génes pour

supprimer ou éliminer "expression du géne c¢ib

=

également bien connus de 1*'homme du métier.

[0120] Puisque chaque cellule comporte deux copiles du

géne FAM6CA dans son  génome, dans certains modes de

réalisation, au moins une copie de la séguence génomigue du

e
Jont

géne FAMOOA, ou au moins 50 % de la séqguence codante dudit

- - . 1 3
q

geéne FAM6UA, est délétée. Dans certains modes de réalisation,

les deux copies des séqguences génomigues du géne FAMOOA (ou
au moins 50 % de la séquence codante dudit géne FAMGOA a

rtir de chague copie) sont

Dans certains modes réalisation, 1la séguence

omérique du

comprend une portion de la région té:
chromosome 8 d'une celliule CHO. Une région télomérigue est
une région de séqguences nucléotidigues répétitives a chaque

extrémité d'une chromatide, qui protege 1

chromosome contre la détérioration ou contre la fusion avec

i
e
O
t
H -
O
o}

-

voilsins. Dans certains modes de réa

(o
[
63
9]
joy
In]
O
=
O
n
:)
=
D

C.

5, au moins 40 %, au moins 50 %, au moins 55 %,

o
o
=
o]
-
o
9]
w
-
O}

au moins 60 %, au meins 65 %, au moins 70 %, au moins 75 %,
au meins 80 %, au mcoins 85 %, au meins 90 %, au moins 95 %,
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ou 100 % de la séquence nucléotidique de la région télomérique BE2016/5877
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délétée comprend en outre une délétion d'un géne choisi dans

)

1& de @ CaprinZ et Ipc8, et

le groupe ¢ ne de lesurs

I

ombinaisons.
(0123} Dans certains modes de réalisation, la délétion du
geénse FAMGOA est due a une cassure chromosomigque. Une cassure

chromosomique peut étre induite par des procédés décrits ci-

dessus. Aprés l'induction dfune cassure chromosomique, les
cellules comportant le point de rupture souhaité (gui entraine

une délétion

du géne FAMOCA) psuvent
exemple, en analysant 1'ADN ou en uti

e cinguiéme aspect de la présente diwvi

et

le profil d'expressior

J—

jo
i—l
®
CI\
o+
=
i

des

—

U‘
Q
[D]

e géne FAM6OA ou des genes localisés en

e

pour déterminer si
nérigue du géne FAMGOA sont exprimés, si

reduite ou si les genes ne sont pas exprimés.

lules de souris ou de hamster,
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variante ou en outre & ceci, il peut étre ana

plusieuvrs génes choisis dans le groupe constitué de Bicdl,

ClZ2orf35, protéine 20 de type méthyltransférase, Dennd5b,
Caprinz, Ipo8, Tmtcl ou des génes gui sont localisés en
position télomérique des génes susmentionnés (ou télomérique

a cet égard signifie dans la direction de 1l'extrémité

FAMGOA peut étre obtenue par un silencage de geéne aprés la
transcription, par exemple, par des mnmole
nucléique antisens, ou des molécules yui  médient une

interférence par ARN. Des exemples non limitants comprennent
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des ARNsi, des ARNsh, des miARN, des oligonucléctides

antisens, etc., tous étant bien connus dans l'art.

[0125] Le taux d'expression de la protéine FAMGOA peut
&tre estimé par des procédés bien connus, par exemple, en

INT

mesurant le taux d’ARNm codant pour la

ine FAMGCA, ou la
protéine FAMGOA elle-méme. De tels procédés comprennent, par
exemple, les analyses Northern Db

Western blot, gPCR, RT~PCR, gRT~PCR, ELISA, Luminex,
Multiplex, etc.

[0126] Dans certains modes de réalisation,
d'expression ou l'activité de la protéine FAM60A est réduit

d'au moins 3 fois, d'au moins 5 fois, d'au moins 10 fois,

dfau moins 20 fois, dfau moins 20 fois, d'au moins 40 fois,
d'au moins 50 feois, dl'au moins 60 fois, d'au moins 70 fois,
d'au moins 75 fois, d'au moins 80 foig, dfau moins 90 fois,

d'au moins 100 fois, comparativement & un témoin.

~ ~ 3 vy e P - Mot o e e
Genes de matriptases et matriptases

[0127] Dans certains modes de réalisation,

dans laqguelle le taux d'e
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atriptase est réduit, comparativement a un

Lémoin. Dans un certain mode de réalisation, une telle cellule

o

est une cellule CHO. La demande de brevet US provisoire

T n
|

o. 61/985 589, déposée le 29 avril 20

4 et incorporée ici en

o B e e . . ] Yn v i TTC ~n A e s
référence, et la demande de brevet Us provisoire
NT o1 /01 21N S Ao 1 : P S| + 3 2 A 4~

No. ©1/994 310, déposée le 16 mai 2014 et incorporée icli en

1lactivité de la matriptase réduit.
[0128] Divers témoinsg peuvent &tre utilisés comme 11 a
2té discuté ci-dessus. Le ftaux diexpression ou l'activité de

la matriptase provenant dfune cellule de type sauvage

correspondante peut étre utilisé en tant gue témoin. En

variante, un témoin peut &trs un rming ou un taux

BE2016/5877
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seuil qui peut &tre identifié dans la littérature ou une base BE2016/5877
de données.
[0129] La matriptase a été décrite pour la premiére fois

en 1993 comme une nouvelle activité gélatinolytique dans des

cellules cultivées de cancer du sein. La matriptase appartient
a la famille des sérine protéases transmembranaires de type

-

IT (TT8Py. Des orthologues de la matriptase scnt présents

dans différentes espéces de vertébrés, y compris des espaces
de mammiféres, et ils ont été identifiés, par exemple, chez
1fé&tre humain, le chimpanzé, le chien, la souris, le rat, le
poulet, le poisson zébre, le poisscon-globe & taches vertes st
le poisscn-globe tigre, ce qul suggére uns fonction conservée
dans 1'évelution. La matriptase est énoncée dans la

nomenclature des enzymes TUBMB s0uS la référence

EC 3.4.21.10%. La matriptase est également connue comme une

sérine protéase de type membranaire 1 (MT-SP1} et un
suppresseur de la tumorigénicité-14 (8T14) {(voir Chen et al.,
The Transmembrane Serine Protease Matriptase: Implications
for Cellular Biology and Human Diseases J Med Sci 2012; 32

{
5\

(#S]

y: 097-108). I1 s'agit d'une protéine intégrale de la

nembrane avec un seu domaine transmembranaire proche de

1lextrémité rminale cytoplasmatique. La partie
extracellulaire est constituée d'une région de tige

comaines CUB et 4 domaines

Q.

{comprenant un seul domaine SEA, 2
LDLRA} et du domaine sérine protéase C-terminal qui est
structuralement hautement similaire aux autres TI3P et
comprend une triade catalytique conservée histidine/acide
aspartigue/sérine (HDS) essentielle & lfactivité catalytiqgue
{(voir, var exemple, List et al., Matriptase: Potent
Proteolysis on the c¢ell Surface; Mol Med 12 (1-3) 1-7,
January-March 2006 et Chen =2t al., The Transmembrane Serine
Protease Matriptase: Implications for Cellular Biology and
a

Human Diseases J Med Sci 2012; 32 (3): 097-108). La matriptase

est décrite comme £tant exprimée dans les épithéliiums dans de
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nombreux systémes d'organes tels que la peau, le sein, le BE2016/5877
poumon, 1'épiderme, la cornée, la glande salivaire, les
cavités orales et nasales, la thyroide, le thymus, 1'esophage,

es alvécles, l'estomac, le

’...
o
4
)
o
o)
¢
‘._.
[0
10)]
o
=
g
)
!._a
®©
e
-
’..J

pancréas, la vésicule biliaire, le duodénum, 1fintestin

les vésicu

- - 5 N

sous la forme d'un zymogene inactif et elle est convertie en
sa forme active par l'intermédiaire d'un processus compligué.
Des détails concernant le processus d'activation qui implique
des «c¢livages endoprotéolvtigues sont décrits pour la
matriptase humaine dans List et al. 2006 et Chen ot al. 2012

La matriptase est liée a la membrane en tant que protéine

-4

transmembranaire de type I avec le domaine catalytique

orienté& dans 1l'aspace extracellulaire. En outre, il est décrit
dans la littérature qgu'une excrétion significative de la
matriptase, respectivement sa partie extracellulaire, se
vroduit in vivo {voir List et ai., 2006 et Chen et al., 2012}.
Il est décrit dans la littérature que la matriptase est

emple, complexée

a 1lt'inhibiteur de la sérine protéase de type Kunitz HAI-1.
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ules humaines,
itinhibiteur spécifigue HAI-1 facilite le transport de la

matriptase vers la membrane ce

D
o
1
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=
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gue 1'élimination voire mén ponctuelles

simples dans HAT-1 ménent 3 une accumulation de la matriptase
Dans la littérature, plusieurs

ts de la matriptase en dehors

comme HAI-2, 1'antithrombine,
alpha-l-antitrypsine et 1'alpha-Z-antiplasmine. En outre,

également d'autres inhibiteurs de la matriptase ont été

\

s {(veoir, par exempls

(ws

décri
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dans la littérature gue la matriptase peut jouer de nombreux
réles dans la physiologie animale comme la fonction de

5

barriére cutanéde, 1l'intégrité épithéliale, le développemsnt

des follicules pileux, et 1'homéostasie du thymus, et dans

dezs pathologies humaines, comme l'arthrose, 1'athéroscléross,
invasion et les métastases tumorales.

01301} A l'encontre de c¢e contexte scienti

’..(
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O
o
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est pas apparenté a4 la producticn recombinante d'une

a présente découverte que la matriptase est une
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25 protéines produites de

vertébrés, comme en particulier lss cellules de mammiféres,

il a été encore plus surprenant que

d'expression de l'activité de cette protéine puisse réduire

significativement la coupure du polypeptide d'intérét sécrété

ne sont pas observés avec d'autres protéases, méme des
protéases étroitement apparentées En tant gue telles, des
cellules hdtes de mammifeéress (par exempls, des cellules CHO)
avec un taux "expression ou une activité réduit de 1la

natriptase sont particuliérement appropriées pour la

production recombinante du complexe pentamére.
(0131} La liste des séquenc

présente des exemples de

e
séquences ddfacides aminégs de la matriptase provenant de

différentes espéces de  vertébrés comme le hamster
(SEQ ID NO : 32 - séguences de référence du NCBI

e
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(SEQ ID NC : 33 - séqguence de
référence du NCRI : NP 068813), la souris (SEQ ID NO : 34 -
séquence de référence du NCBI : NP 035306} .

(6132} Les séguences nucléotidigues codant pour la

natriptase provenant de espécas de mammiféres ont

BE2016/5877
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19143) ; Rattus norvegicus (ID du

énumérés dans le

utilisés

[0133]

Comme

matri

z

tumorigénicité 14

« homologue de la

ptase est également appelée « protéine

par exemple, le hamster de

du NCBI : 100755Z235) ; Homo sapiens (ID du

us (ID du géne du NCBI :
géne du NCBI : 114093} ;
du NCBI : 100188950} =t
sont

du géne de la matriptase

lesquels sont courammant

[¢4]

cela est montré dans le tableau 3, la

g = N € Ot - . J - 1 -
supprasseur de la

» {par exemple, pour l'étre humain) et

protéine suppresssur de la tumorigénicité

chez 1la scouris et le hamster de Chine).

Pour simplifier, dans cette divulgaticn, les homologues et
les orthologues de différentes espéces sont tous appelés

« géne de la matrip

(01341
fonctio

Sont
nnels
substantiellenent
matriptase de

matriptase peut

moins a 50 %, au

d’une

type

comprendre une

f se » ou « matr

&galement décrits

matriptase (des wvariants qui g@ssident

les mémes activités catalytigques

sauva Par exemples, un variant de la

séquence qui est identigue au

av moins a 70 %, au moins a

7 C. — " 2 S~ 3 R Q - - > Y 0O Q Q. o " . " 3 Y A Q - -
5 %, au moins a 80 %, au moins & 85 %, au moing a 90 %, au

rwoins a 95 %, au

de SEQ ID NO : 32

substantiellement

ooz
protéine ma

iant de la

au moins a %99 % avec

triptase

nwoins a 97 %, au moins a
gquelconque des séguences

et qui posséde les mémes ou

catalytiques

au ‘une

sauvage. L'activité catalytique

-

matriptase peut étre estimées, par exemple,

./

chimique strats

- - T4 - Ja = o SR
rour cliver aivers SUO

-

Lys en position PL et il est préféré

tels

.
atérale,

3.4.21.109) .,

chaine 1: que Ala et

BE2016/5877
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[6135] Sont  également  décrits ici des  fragments BE2016/5877
fornctionnels diune matriptase {(des fragments gui possedent

substantiellement les mémes activités catalytigues gu'une

dtune

D
5
o

=

natriptase pleine longueur). Un fragment fonctio
mnatriptase peuvt étre un
consécutifs de la matriptas

et qui posseéde les mémes

3]
O
o
H -
<

},_

o+
(")\

ss catalytiques que

longueur. Ltactivité cat

matriptase peut étre estimée, par exemple, par la réaction

¢
(a1

chimigque pour cliver divers substrats synthétiques avec Arg

ou Lys en position Pl et il est

retite chaine latérale, tels que Ala et Gly, en position P2

N

(volr, BC 3.4.21.109).

[0136] La réduction du taux d'expression ou de 1

d'une matriptase peut étre obtenue par divers moyens. Par

exemple, le taux d'expression ocu l'activité d'uns matriptase

peut étre réduit par inactivation de géne, mutation de géne,
délétion de gene, silencage de géne, ou une combinaison

guelcongue des

technique génétique par laquelle un géne est rendu inopérant
par perturbk Par exemple, un acide

verturbant de tte facon la fonction du geéne. En outre, le
veur {ou l'un de ses
on de

fragments) expressi

~

matriptase iellement éliminée. Par
exemple, la délétion peut étre dfau moins 30 %, d'au moins
40 %, d'au moins 50 %, dfau moins 55 %, d'au moins 60 %, d'au

Q. NI S, Qfn <
%, d'au moins 30 %,
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option est dl'introduire une

séquance codante, ce qul rend = nen foncticnnelle
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ou moins fonctionnelle. Par exemple, une ou plusieurs BE2016/5877
mutations de décalage du cadre peuvent é&tre introduites,

B
A

& ou  moin

€3]

produisant une matriptase non  fonctionn
fonctionnelle. En variante ou en outre, un ou plusieurs codons

dl'arr dans la séquence codante de

telle facon gu'il est obtenu une protéine tronguée, non

fonctionnelle ou moins fonctionnelle. D'autres options

comprennent, mais n'y sont

-

57 et/ou en 3F
ou d'autres &léments régulateurs, par exemple par

introduction d'une délétion du promoteur ou par introduction

d'une construction entre le promoteur et le départ de la

transcription. Des procédés pour la perturbation de geénes

pour supprimer ou é&liminer 1'expression du géne cible sont

bien connus de l'homme du métier.

T b

(0137} Puisgue chagque celiule comporte deux copies du
géne de la matriptase dans son génome, dans certains modes de

réalisation, au moins une copie de la séguence génomigue du

Q

a matriptase, ou au moins 50

dudit géne de la matriptase, ou d'un fragment fonctionnel

z

géne de la matriptase, est délétée. Dans certains modes de

réalisation, les deux copies des séqguences génomigques du géne

[ grat

de la matriptase {ou au moins 50 % de la séguence codante

dudit géne de la matriptase, ou d'un fragment fonctionnel

dudit géne de la matriptase,

fur

partir de chaque copie)} sont

4z

délét

la cellu

[0138] Dans certains modes de

héte comprend une mutation dans l'exon 2 du géne de la

.

~riptase. L'exon 2 est particuliérement approprié en tant

o
AL

[

A

que c¢ible pour modifier l'activité matriptase parce dqu

existe plusi iants d'épissage fonctionnels différents.

o
D
o]
[n]
97}
)

|
Q
v<<'

I

sxtrémité N-terminale de la

o)

Ainsi, les exons proches de

-
3
3

matriptase comme par exemple l'exon 1, l'exon 2 et 1l'exon 3,

sont avantageux pour introduire une ou plusieurs mutations,

I
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tations de décalage du BE2016/5877

cadre dans 1'un de ces

peuvent étre également

introduites dans l'un des

subgséquents, par exemple
choisis parmi les exons 4 & 19.

0138} Dans certains modes de réalisation, la matriptase

}___

comprend une mutation dans le domaine catalytique. Le domaine

-
1
4

catalytique est la région d'une enzyme gui interagit avec son
substrat pour provoguer la réaction enzymatigque. Une ou

plusieurs mutations peuvent étre introduites dans ce domaine

que lfactivité catalytique de la protéine est
réduite comparativement a un témoin. Le domaine catalytique
comprend des séquences codées par les exons 16, 17, 18 et 19.

Les mutations peuvent é&tre uns dé

oot
[ON
s
[,
C
pst
=
~
o
=
]
B
[

nsertion, une
substitution, ou l'une de leurs combinaisons. Les mutations
peuvant provoguer une mutation de décalage du cadre, une

onctuelle spécifigue, une wmutation de codon

=
&
o
]
¢t
s e
O
]

9]
I “d

1'une de leurs combinaiscons, dans la séguence

o
-

)
4

e domaine catalytique. Des mutants inactifs du

point de vue catalytique de la matriptase comme par exenple

la G8Z7R-matriptase ou la S805A-matriptase ont tgalement

décrits dans la littérature {voir Désilets et al., The Journal

cf Biclogical Chemistry Vol. 283, No. 16, pp. 10335-1054Z,

]

2008y. En outre, la structure cristalline du domaine
catalytique d'une matriptase recombinan est connue. D'aprés
cette structure et les données sur la séguence, 1'homme du
métier peut dériver d'autres cibles spécifigues pour des

mutations afin d'altérer la

de 1la

mnatriptase.
[0140] La réduction du taux d'expression de la matriptase
peut  étre obtenue par un silencage de géne apres la

transcription, ©par exemple par des melécules d'acide

nucléigque antisens, cu des wmolécules

une




w

D

bt

-

w

D

interférence par ARN. Les exemples non limitants comprennent BE2016/5877

des ARNsi, des ARNsh, des miARN, des c¢ligonucléotide

¢ ~lé S
antisens, etc., tous étant bien connus dans lfart.
[0141] Le taux d'ezxpression de la matriptass peut &tre

estimé par des procédés connus dans l'art, par exemple, =0

= 2

mesurant le taux d'ARNm codant pour la matriptase, ou la

L le-méme.

natriptase

ennant, par

exemple, les analyses thern blot, FACS, ImageStream,
Western blot, gPCR, RT-PCR, qRT-PCR, ELISA, Luminex,
Multiplex, etc. L'activité de la matriptase peut étre estimée,
par exemple, selon son activité enzymatigue.

[0142] Dans certains modes de réalisation, le taux
d'expression ou l'activité de la matriptase est réduit d'au
moins 3 fois, dfau moins 5 fois, d'au moins 10 fois, d'au
moins 20 feois, d'auv moins 30 fois, d'auv moins 40 fois, d'au
meins 50 fois, d'au moins 60 fois, d'au moins 70 fois, d'au

5 fois, dfau moins 80 fois, dfau moinzs 90 fois, d'au
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Abréviations et variantes de noms (alias) de produits codés
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protéine 1 & doigt
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IE Type Import Importine 8
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2 de la E2016/5877

es Caprine 2
Protéine 2
cytoplasmique

rotéine de cancer

gastrigua associée
a la

domaine Clg

I contenant le
domaine Clg EEG-1
KIAALB73

Protéine EEG-L

Famill Famille avec

e avec similarité de
gimila séquence 60, membre
rité A

de ClZ2oxrfli4

séguen TERA

ce 60, Homologue de
membre protéine TerA

A Cadre de lecture

chromosome 12

Protéine FAMGOA
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5B 5B contenant le E2016/5877
conten domaine DENMN/MADD
da ant le Protéine de type

type domain Rab6IP1

5B e MGC24039

conte DENN/M Protéine 5B
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le domaine DENN
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ne
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Proté 483344

ine 2J19Ri

type MGC50559
méthy Cadre de lecture
1- cuvert 72 du
trans chromosome 12
féras Protéine 20 de type
e méthyltransférase
EC 2.1.1.

AM Proté Antago Homoclogue de

N1 ine niste l'antageniste 1 du
putat 1 du réseau de sortie de
ive réseau mitose (3.
de de Cerevisiae)
type sortie Homologue de la
proté de protéine AMNIL
ine mitose
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In] ne
putat bicaud
rve ale D

Homelogue 1 de la
protéine bicaudale
gsophile}
Bic-D 1

—

Homclogue 1 de la

D (Droscphile) BICD
1

protéine bicaudale

L de type

Exenples de

Tableau 3

du produit de la protéine codée de 1a

-
H

a littérature (ordre

3 - )
aans

variantes de noms du geéne de la matriptase et/ou

matriptase utilisés

Protéase de 80 kDa du

cancer du

Protéase 3 activatrice des

Carnaux

EC 3.4.21.109

Epithine

Matriptase-1

’)
)

Protéine membranaire de

sérine protéase

MT-3SP1 ; MTSPL

Prostamine

PRSS14 g.p. (Homo sapiens)

PRES14

0

7

Sérine endopeptidase SNC19

E2016/5877
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Sérine protéase 14 BE2016/5877

[92]
/D N
,._l

ine protéase TADG-15 ; TADG-

15 ; TADGLS

ST14 (nom cfficiel du géne chez

HGNC)

-2
o

les étres humains selon

Protéine de suppression de la

tumorigénicité-14 ; de

suppression de la tumorigénicité

av]
=
O
ot
D
i
n
D
n
(]
o)
~
D
w
n
o
jon
=
Ol
fent
Q

Homologue de la protéine

suppresseur de la tumorigénicité

TMPRSS14

Protéine du géne 15 exprimé de

facon différentielle associé aux

e

[0143] Une celliu ppropriée peut comporter des

-
O
o
&
)

combinaisons guelconqgues des medifications décrites ici, par
xemple, une cellule dans laguelle a la fois le taux

factivité de la protéine ClZorf35 est réduit

bt

d'expression ou
dans ladite cellule, comparativement a un témoin, et le taux

.

d'expression cou l'activité de la protéine FAMGJA est réduit

dans ladite cellule, comparativement & un témoin. D'autres

combinaisons comprennent, par la réducticn de du

taux dfexpression ou de
et la réduction du taux d'activité ou de l'activité de la
matriptase ; la réduction du taux dl'expression ou =

ctivité de la protéine FAM6E0A, et la réduction du taux
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D

d'expression ou

du taux d'expres

(o}
0]
X
o]
=
]
}_.A.
O
=
o]
et

1'inciusion de
({DHFR) en tant
{0144} Les
pour une culture
cellulaires

200 1, 300 1,

T - e ] ]
la taille de 1la
wlage de 10 1 a
I

de 40 1 a 1000 1, de 100 1 a 500 1, de 200 1 & 400 1, ou

nombre
[0145] Les
sont  connus
exemple
en vitamines,
teneur en sérum,
en lipides,
heormones, une
ammoniac, une te
une teneur en

une teneur en

que

C
C
ot
-
2
($%
(&)
&
(@)
==
(lie
[
(&)

a
00 1, de 1000 1 a 30 00C 1, de 15 1

composants des milieux pour culture cell
dans 1tart, et dils
un tampon,

urie

tenaur

~
D
&
=]
{
c
-
®
-
i
L2

2

e l'activité de la matriptase ; la réduction
sion ou de l'activité de la protéine ClZorf35s,

taux
et la réduction du taux d'expression ou de

la matriptase : la réduction du taux

de 1'activité
la séquence de

margqueur de selQC"iom,

iules hétes décrites

.
]
)
jart
o
T
8}
3 =
o]
=
[
,..!.
D
{
n

5
1
4

o+
<
]
o
[¢3]

a grande échells. Par exemp

peuvent étre de 10 1, 30 1, 50 1, 100 1, 150 1,

500 1,

certains modes de réalisation,

oY

peut se
10 1 & 10,000 1, de 10 1 & 20 000
600 1, de 100 1 & 50 000 1,
000 1, de 200
4000 1 a 50 000
20 000 1,

a 2000 1,

-

bt
i

-

, de

tout

ulaire

peuvent comprendrs, par

une acides aminés, une teneur

teneur en sels, une teneur en minéraux, une

une teneur en source de carbone, une teneur

teneur en acides nucléigues, une teneur en

en o teneur

une

cofacteurs, eneur en indicateu

.
+
i

BE2016/5877
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4. pPurification du complexe pentamére & partir de la culture BE2016/5877

[0146] Le complexe pentamére produit conformément au

procédé décr ici peut étre récolté a partir des cellules

hétes, et purifié en utilisant tout procédé approprié. Les

la précipitation et divers
1'interaction hydrophobe,

chélation, et l'exclusion

dans 1l'art. Des schémas de

ol
[ON

25 en utilisant deux

. ta
vurificat

ou plus de ces procédés appropriés ou d'autres. Si clest

ion appropriés peuvent étre cré

souhaité, une ocu plusieurs des sous—unités du complexe
prentamére peuvent comprendre un « margueur » guil facilite la

purification, comme un margqueur épitopilgque ou un nmargueur

HIS, un marqueur Strep. De tels polypeptides marqués peuvent
étre purifiés de facon pratigque, par exemple a partir de

nilisux conditionnés, par chromatographise chélatrice ou
chromatographie d'affinité. Eventuellement, la séquence du
margqueur peut étre clivée aprés la purification.

[0147] Par exemple, le document WO 2014/005%5% divulgue

des exemples de procédés de purification du complexe pentanere

rar chromatographie dfaffinité,.

b

(0148} Dans certains modes de réalisation, une ou

plusieurs sous—unités du complexe pentamére comprennent un

marqueur pour une purification par affinité. Les exemples de

marqueurs pour une purification par affinité comprennent, par

exemnple, le margueur His (se lie aux ions métalliques), un

=
9]
s
10}
e
-y
®
0
-
[
;\‘J\

anticorps (se lie & la protéine A ou & la pro

protéine de liailson du maltose (MBP) (se lie & l'amyiose), la
glutathion-S-transférase {(GST) (se lie au glutathion), le

(SEQ ID NO : 37} {se lie & un anticorps anti-flag), le

-
D
[Vl
-
9]
U’
L‘
,_r
53}
(\I
e
O,
nJ
o}
O
&
53}
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[01489] La structure du complexe pentameére
gH/glL/pUL128/pUL130/pUL131 est inconnue. Toutefoils, si le
marqueur pour la purification par affinité est fixé & un site
quil interfére avec la formation du complexe pentamére, ou a

un site qui est enterré au sein du complexe, la purification

Ny

rar affinité ne sera pas couronnée de succes. On pense que

les sites suivants sont propriés pour

er un marJqueur
pour la purification par affinité, car le marqueur ne semble
ras interférer avec la formation du complexe pentamére, et

semble étre exposé a la surface d'un pentamére assembléd :

(i} la région C-terminale de la pULL30, (ii) la région N-
terminale de la pULL30, (iiiy la région C-terminale de la

PULL131, (iv) la région N~terminale de la pUL131, (v} la région
C-terminale de ia pULL28, (vi) la region N-terminale de la

eurs combinaisons.

pUL128, ou 1l'une de

(0150} Dans certains modes de réalisation, le complexe

pentamére ns comprend pas de margueur pour la purification.

(0181} Un avtre procédé approprié est la chromatographie

rar échange d'ions. Les exenples de matériaux util

js)]

chromatographie par échange dfions comprennent la DEAE-
a QAE-cellulose, 1la DEAE-céphalose, la QAE-
céphalose, DEAE-Toyopearl, QAE-Toyopearl, Mono @, Mono S8, O
sepharcse, SP sepharose, etc. Dans un exemple de mode de

réalisaticn, le procédé utilise une colonne de Mono S. Dans

un autre exemple de mode de réalisation, le procédé utilise

une colconne de Mono Q.

[0152] Dans certains modes de réalisat

du complexe pentamere du CMV est d'au moins
d'au moins enviren 0,02 g/1, dfau moins environ 0,03 g/l,

d'au moins environ 0,05 g/l1, dfau moins envireon 0,06 o/1,

1

d'au meins environ 0,07 g/l, d'au moins environ g/1,

0
g/l, d'au

J-

d'au moins environ 0,09 g/1, d'au moins environ 0,
moins environ (0,15 g/1, dfau moins enviren 0,20 g/1, d'au

noins environ 0,2 aviron G,2 g/l, d'au moins

BE2016/5877
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environ 0,

>
wn
O

environ 0,

oo
(€3}
Q

g/l, d'au

environ 0,65 g
environ 0,75 g
environ 0,85 g/

environ 0,95 g

entamére

el

congervent la

égalemant appe
[01B4] Une

culture gqui a

20 1, d'au moins

moins environ

environ 70 1,
90 1, d'tau
d'au moins

environ 300 1,

500 1, d'au mo

DI S 3
d'au meoins

environ 1000 1

3000 1, d'au moins environ

dfau moins

moins environ
meins environ

noins environ

g/1, dfau

terme <«

du CMV

complexe
gH/gL/pUL128/pULi30/pULi3l. Les

capacité de former le complexe pentamn

4

1

un volume df

d'au moins

moins

D
et
]
<
[
,_
e

environ 800 1,

/1, d'au
/1, dfau moins

/] PR k] ]
g/l, d'au moins

ing environ

d'au moins environ g/l, diau moins

i

environ 0,5 g/l1, dfau

environ

g’/—‘l—; dtau

environ 0,7 g/l, d'au moins

moins environ g/l, diau mocins

moins enviren 0,9 g/l, dfau meins

1, ou d'au moins g/l.

environ 1,0

fragment formant un d'une

complexe »

(comme gH, gL, pUL128, pULi30, ou pULiI3l}) se

o

de la protéins gul conzerve
former un complexe avec une autre protéine du
comprennent, exemple, le complexe
fragments
ére
és « fragments formant le pentamére ».

« culture a grande échelle » ze rapporte a une
moins environ 10

on 10 1,

ine taille dfau litres (par

y molins envir d'au moins environ

-
H
A,

30 , d'au moins environ 40 1, d'au

moins environ o0 1, d'au moins

environ &0 1, d'au moins environ

environ 100 1, d'au moinsg envircn 150 1,

on 200 1, dau meins environ 250 1, d'au moins
environ

700 1,

moins environ 400 1, d'au moins

6C0 1, d'au moins environ

d'au moins environ 900 1, dfau moins

moins environ 2000 1, 47 moins environ

400C 1, d'au moins environ 5000 1,

ron 6000 1, d'au moins environ 10 000 1, d'au
15 000 1, d'au moins environ 20 $00 1, dtau
25 000 1, d'au moinsg environ 30 000 1, d'au

moins viron

W
i1
(o]
()
(@)
et
Qi
e

e’

BE2016/5877
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dtau moins environ 50 600 1, dfa

, BE2016/5877

molins environ 45

o
<
<>
[

-

y

1

moins environ 55 d'au moins environ 60 000 1, d'au

-
O
fam]
-

~

D
Joet

=
[}
s
—
7
w
o)
:,.
l—‘ .
]
Ie}
=
(e}
[Sx]
(@]
(e
(@

, d'auw moins environ 70 000 1, dfau

n
O
<
<o

1
moinsg environ 75 1, d'au meins environ 80 000 1, d'au

1, d'au moing environ 90 §00 1, dfau

()
D
fen)

moins environ 8&F
meins environ 85 CC0 1, d'au moins environ 100 000 1, etc.).
[0155] Un complexe pentamére « soluble » s rapporte au
complexe gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 dans leguel la sous-unité

-
1
.

gH ne comprend pas le domaine transmembrana

*S
o

[0156] Dans tout le mémoire, Y compris les
revendications, ou le contexte le permet, le terme

« comprenant » et ses varilantes comme « comprend »

~ : 5 .

« comprenant » doivent &tre interprétés comme incluant le
nombre entier ou les nombres entiers indigués sans exclure
nécessairement tout autre nombre entier.

(01571 L'identité de séquence est calculée selon le

pourcentage de correspondances & rés:

deux séquences polypeptidiques, ou de correspondances de
nucléotides entre deux séquences polynucléotidiques, alignées

en utilisant un algorithme normalisé. Un tel algorithme peut
insérer, d'une facon normalisée et reproductible, des bréches

dans les séguences comparges afin dloptimissr 1'alignement

{

entre deux séqguences, et par conséquent, obtenir un

comparaiscon pl

us  significative des deux séquences. L&

pourcentage dfidentité peut &tre mesuré sur la longueur d'une

= £

re mesuré sur une

entiere, ou 1l peut

rte, par exenmple, sur la longueur d'un
fragment pris a partir d'une séguence définie plus grande,
par exemple, un fragment d'au moins 45, dfau moinsg 60, d'au

moins 90, dfau moins 120, d'au moins 150, d'au moins 210 ou

d'au moins 450 résidus ou nucléotides consécutifs. 5i la
longueuvr n'est pas spécifiée, 1l'identité de séquence est
calculée sur la pleine longueur de la plus courte des deux

séquances.
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[0158] Cette danvention est en outre dillustr

es suivants qui ne devryont pas étre interprétés comme

4

Exemples

[0159] Cet exemple concerne

protéinique

dans lesm nces codantes des sous-unités du

pentamere

chromosoms. Les lignées cellulaires sont également gualifises

de lignées cellulaires CHO stables.
[0160] Comme cela est montré dans cet exemple, ceacs
lignées cellulaires CHO stables ont produit un pentamére

fonctionnel du CMV, avec les cing sous-unités assemb

T

=

la conformation naturelle., Le rendement est élevé, permettant

te facon la production du complexe pentamére 3a une

Q
0]
fb
urt
ot

grande échelle commerciale. Ces lignées cellulairss sont
articulieérement appropriées pour la fab

échelle de vaccins contre

o]

[Glel] Comme cela est montré dans e

n

H

séquences nucléotidigues codant pour l'ectodomaine de la gB,

la gL, la pUL1Z8, la

JIL130 et la pUL131 ont été clonées dans
des vecteurs d'expression simples ou doubles, avec des

q T
13

romoteur subgénoniques et des IRES pour dirigexr

s

w
ol
c
[}
9]
g
!
-
O
0
0
=
et
}_.A -
o]
o
!_.I
<
!._l -
o
&
o
}._.

'expressior (figure 1}. De facon
anéc1 fF4one les sdoiences (*'\rj'\ + mour J chr‘lt'vj—\ R 3 ¢ la B
speciTidque, le8 seduences Ccodant pour L ectodomaine ae tla g,

eine longueur ont é&té

optimisées pour les codons pour une expression en culture de
cellule de mammiféres, synthétisées et clonges dans un

vecteur d'expression simple (avec sélectior

-

prar Neo et DHEFR)

~igé par le promoteur du CMV (pour les gH et UL128) et

i

.-a

o

1'"IRES de 1'EV71 {pour las gk, UL130, UL131) pour
1'expression ; ou des vecteurs d'expression doubles, un avec

sélection par Nec =t DHFR pour la gB dirigé par le promoctsur

o
ko)

BE2016/5877
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du CMV, et r du CMV ou 1°IRES

de 1'EVTL,

Fro pour la UL128

dirigé par le promoteur du CMV, pour les ULL30 et ULL31 dirigé

5

par 1'IRES de 1'EV71 (figure 1). Les marqueurs pour

purification par affinité comme le wmarqueur His et/ou 1

@

Strep ont été introduits a 1l'extrémité C-terminale
de lfectodomaine de la gH et/ou de UL130 pour faciliter la
purification. Le codon d'arrét et le domaine transmembranaire

de la gl ont été également introdults 1'extrémité C-

-
1

a
terminale de l'ectodomaine de la gB pour faci le sous-
clonage par FACS (figure 1).

(0162} Le plasmide ou les plasmides d'expression ont été
transfectés dans un panel de cellules hétes CHO, comprenant

les lignées celliulaires KO pour la matriptase (i) CHOCETD,

(ii) CHOHPT3 et (iii) CHOCETD.

ol

ignée cellulaire CHO K1

-

[0163] CHOC8TD est dérivée d'une

et elle est en outre modifiée par délétion de la région

ue du chromesome, si bien qus cette lignée ce:

(i} télomeére du chromosome
élevée et bonne croissance

potentiels de dégradation

une lignée cellulaire CHO
K1 montrant une activité protéolytigque réduite, si bien que
cette lignée cellulaire a les caractéristiques suivantes :

(i} dégradation protdolytigue inférisure 3 CHOC8TDR, et

N

(11} croissance, productivité et efficacité du clonage
inférieures a CHOC8TD. CHOCSTD KO pour la matriptase a été
dérivée de CHCCBTD, avec la matriptase inactivée, si bien que

cette lignée cellulaire a les caractéristiques suivantes :

(i) matriptase {sérine protéasea) ilnactivés ;

{(ii) dégradation protéolytigque moindre,

0164} Le plasmide o1 les lasmides d'expression

[

€]

comprenant les séquences codant pour les gH, gL, ULL1Z&, UL130

et UL131 ont été transfectés dans les trois cellules hdtes

BE2016/5877
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eofection AMAXA. Pour la stratégie & vecteur simple,

]._.

avec Nucl
les cellules transfectées ont été sélectionnées par G418 et
MTY séguentielliement., Pour la stratégie a vecteur double,; les

cellules transfectées ont été sélectionnées par Hyg puils MI¥

séquentiellement.
[01e5}

cellules survivantes oot

pour

pentamére  Jusgu'a 1l'évaluation

-

rendement avec un test ELISA indirect, la contamination par

gH/glL et la dégradation de gL avec les analyses Westarn et

o o] z
SDS~PAGE. En 3¢ basant sur le rendement du pentamere et la

transfectées avec la stratégie de vecteur 2 (figure 1), en

utilisant des cellules hétes CHOC8TD, a été

6]
0l
D
1
l
L.
O
]
jo)
D
e}
O
I

le clonags des cellules simplss  {(plasmide dfexpressio

-
)

représenté sur la figure 2} . Les clones sélectionnés montrent

font
o
<
[©]
0}
ot
=3
O
]
w
O
)
2
O
5
87}
5
o
e
©

un rendement & 1 par gH/gl.

[0ile6e] Les clones simples ont été triés avec une analyse
FACS en utilisant des Acm spécifiques du pentamére (~ ZQ00).
Les 30 clones principaux ont &té d'abord sélectionnés en se
basant sur le titre du pentamere évalué par un test ELISA

Les ramenexy

=

indirect &t 1ls ont été en cutre sélecticonnés pou

a 12 clones principaux. Une culture fermée suivie d'une

par affinité & 1'aide de Strep a montré gue les

12 principaux peuvent produilre le pentamére avec un rendement

> 300 nmg/l et (figure 3). En fait, les
clonss principaux ont produit le pentamére avec un rendement

dlenviron 0,3 g/l 3 environ 4,5 g/1l. Le complexe protéinigue
purifié a été évalué pour sa liaison avec un pansel dfAcm
dirigés contre le pentamére, et 1l a été montré qu'ils
présentaient tous les épltopes clés.

[0167] Les 12 clones p

incipaux ont été &n ocutre évalués
a l'aide d'études de stabilité sur 14 semaines (figure 4).

-

Les lcots contrdlés et non contrdlés ont £té évalués pour la

BE2016/5877
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croissance cellulaire et le titre du pentamére et le clone BE2016/5877

-
1
.

VE7 a été sélectionné.

[0188] La production en biloréacteur du pentamére avec le

N (P -7 — Lo A A T Aarvies o -} . .
one principal VF7 a été également estimée. Ce clone a

produit > 100 mg/l de pentamére purifié (figure 5).
[0189] Comme cela est exemplifié ici, les cellules CHO

stables peuvent é&tre utilisées pour

r le pentamére.

Ceci est en contraste avec l'expression transitoire par les
es HEK293. Les lignées cellulaires CHO stables de
invention peuvent produire les protéines du pentamere de
facon réguliére avec un rendement 100 fois supérieur.

(01701} La capacité a produire des lignées cellulaires CHO
tables dans lesguelles les séqgquences codant pour les cing
sous-unités du pentamére sont intégrées dans le chromosome,
comme cela est exemplifié ici, est plutdt remarguable. I1
existe toujours des incertitudes guant & si une lignée
cellulaire stable peut é&tre produite, méme pour une seule
protéine. Par exemple, lorsqu'une séguence codant pour 1'IGF-

1

humain a été introduil dans des cellules CHO pour produire

5
H
4

l1gne

Gn
[0
(l'|

une lignée stable, 11 a é&té découvert que les

cellulaires IGF-1/CHO résultantes présentaient une inhibition

de la croissance cellulaire et des titres bas. La mesure du

N

titre maximal a été d'environ 8 ug/ml ce gui correspond a

100 mg/1 d'un titre d'anticorps {en se basant sur la masse

molaire). Comparativement, les mesures de titre moyen d’un
i

anticorps recombinant dans un procédé en Dbioréacteur sont
autour de 3 g/l. Une cause du titre bas Jd'IGF-1 a été la

réduction de la croissance cellulaire et la faible viabilité

cellulai

d'expression d'anticorps, des cellules dérivées de CHO-K1l se

SOonNtT

cellulaire

premieres heures du temps de culture. Au contraire, des

dérivées de C(CHO-K1 exprimant 1°IGF-1 se sont
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dévelsppées que jusqu'a 0,5 x 107 cellules/ml et la viabilité BE2016/5877

jours. Pour dfautres détails, voir, la demande US provisoire
No. 61/738466, déposée le 1

de demande PCT No. W0/2014/097113, déposée le 16 décembre

2013.

Q.
o
9]

conséquent, les inventeurs ont fait face a

i

o

A G

supplémentair significatives parce qgue 1

(

séquences codant pour les cing sous-unités du pentamére du

CMV doivent étre intégrées de facon stable dans le génome de

®

la cellule CHO. Les inventeurs ont surmonté ces difficultés,
comme cela est mis en évidence par les clones sélectionnés
montrant des rendements élevés, avec le pentamére produilt de
facon recombinante dans sa conformation naturelle et avec

iés,

tous les épitops

(D
9]
!,__

3

(0172} es diverses caractéristiques et les divers modes

n
U}
S
w

de réalisation de la présente invention, auxguels 1l ezt failt

référence dans des sections individuelles ci-dessus
s'appliguent, comme il est approprié, aux autres sections,
mutatis mutandis. Par conséquent, les caractéristiques

-

seuvent étre combinées avec des

0
H
o
@]
o
'D\
0]
n
o}
Q
jo)
n
<
]
D
6]
D
9]
ct
j)
O
=)

re)
D

caractéristigues spécifiées dans d'auvtres sections, comme il
est approprié.

t
0173} Le mémoire est au mieux compris A& la lumiére des
enseignements des références citées au sein du mémoire. Les
modes de réalisation au sein du mémoire fournissent une
illustration de modes de réalisation de 1
devront pas é&tre interprétés comme limitant 1'étendue de
1'invention. L'homme du métier comprend facilement que de
nombreux autres modes de réalisation sont engliobés par
itinvention. La totalité des publications, des brevets, et
des séguences de GenBank cités dans cette divulgation sont
incorporés en référence dans leur intégralité. Dans la mesure

ol le matériau incorporé en référence contredit ou est
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incohérent avec ce mémoire, le mémoire supplantera tout BE2016/5877

matériau de ce type. La citation de l'une guelcongue des

N

e

[
€3]

références ici n'est pas une admission que de tel

D

—
.

références sont de l'art antérieur a la présente inventior
[0174] L'horme du métier reccnnaltra, ou sera capable de

déterminer en utilisant une expérimentation ne dépassant pas

ia routine, de nombreux éguivalents aux modes de
spécifiques de 1'invention décrite ici. De tels éqgquivalents
sont censés étre englobés par les modes de réalisation
suivants.

[0175] Les modes de réalisation particuliers de

itinvention comprannent :

4

ne cellule recombinante de mammifére, comprenant :

o
-

une ou plusieurs séquences polynucléotidiques codant pour le
complexe pentamére du cytomégalovirus (CMV), ou ladit
complexe pentamere comprend : la gH ou l'un de ses
fragments formant un complexe, la gL ou 1'un de ses

T un complexe, la pULLZ8 ou 1'un de ses
1

1t un complexe, la pUL13

ormant un complexe ;

ot lesdites une ou plusieurs séquences polynucléotidiques

®

sont intéqrées dans 1'ADN génomigue de ladite cellule

o
-
o
0
0
—
i
o
[0}
[
—
=
jol
':<

féere du mode de réalisation 1, ou
ladite cellule de mammifére est une cellule diovaire de
hamster de Chine {(CHO).

-~ -
H

3. La cellule de mammifére du mode de réalisation 2, ou

1)

ladite cellule CHO est une cellule CHO-KLI, CHO-DUXB11,

[4

ou CHO-DG44.
4. La cellule de mammifére de 1'un quelcongue des modes de
réalisation 1 & 3, ot le taux d'expression ou

ltactivité de la protéine Cl20rf35 est réduit dans

p=

ladite celliule, comparativement a un témoin.
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La cellule de mammifére du mode de réalis

Y
p.)

tion 4, ou au
moins une copie de la séquence génomigue du géne

ClZorf35, ou au moins 50 % de la séquence codante dudit

La cellule de mammifére du mode de réalisation 5, ou les

deux copiles des séguences génomiques du geéne ClZorf3h,

ou au moins 5

5 de la ségquence codante dudit gene

0
Cl20rf35 & partir de chague copie, sont délétées.

La cellule de mammifére du mode de réalisation 4 ou ou

e
+

au moins une copie de la région télomérigue du
chromosome 8 d'une cellule CHO guil comprend le géne

o~ ] 20

£35 est délétée

N 3 . . -~ N

La cellule de mammifére du mode de réalisation 7, ou

- z

ladite région télomérique comprend en ocutre un gene
choisi dans le groupe constitué de : Bicdl, Amnl,
protéine 20 de type méthyltransférase, Dennd5Sbh, FAMGOA,
CaprinZ, Ipc8, RPS4YZ, et 1'uns de leurs combinaisons.

a cellule de mammifére de 1'un quelcongue des modes de

réalisation 4 & 8, ou ladite protéine Cl2crf3: comprend

une ségquence gui est au moins identique a 80 % avec

- 3 = -
H s
A,

1l'une quelcongue des segquencs

0
[}
n
Q)
-
O
]
U
o
D
[0}
[oX
Q
o}
n
.
D

Q
-<<'
\..

’d

)
O
]
prs
.
(e
D
o
n
Lﬂ
i
-4
=
=
~
>
N
-
]
N
-
N
D
~
N
0]
w
n

La cellule de mammifére de l1'un quelcongue des modes de

géne Cl2o0rf35 comprend une
séguence qui est au moeins identique a 80
SEQ ID WO @ 25.

La cellule de mammifere du mode de réalisation 4, ou
ladite cellule comprend une mutation dans le promoteur,
1'0TR en 57, ou 1'UTR en 3% dudit geéne Cl20rf35.

La cellule de mammifére du mode de zréalisation 4, ot

o
ol
@]
D
et
e
o
-
D
[03
]
o
Q
=
=
o
-
0%
i)
0]
[}
D

1oa 12, ot le taux d'expressicn ou

BE2016/5877
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l'activité de la protéine FAMG0OA est réduit dans ladite BE2016/5877

[
-

ce

W

. La cel

iule de mammifére du mode de réa

MOINS une

O
e}
’_l
]
®
’.—.
o
0
on
Q
o
D
o
@]
{3
Q
D
=
1
P
£
&
®
ol
o
Q
D
=
®
rrj
>
Fz
oy
&
e

.l

ou au moins 50 % de la séquence codante dudit géne

FAMGOA, est délétée.

5. La cellule de mammifére du mode de réalisation 14, ou
les deux coples des séguences génomigues du géne
FAMG0A, ou au moins 50 % de la séquence codante
géne FAMOUA a partir de chaque copie, sont délétées.

6. La cellule de mammifére du mode de réalisation 13 ou 14,

~

tée comprend une portion de la

chromesome 8 d'une cellule CHO.

7.1 du mode de réalisation 16, ou
ladite séguence délétée comprend en outrs un geéne
choisi dans le groupe constitué de : CaprinZ et Ipo§,
2t 1'une de leurs combinaisons.

8. La cellule de mammifere de 1'un guelcongue des modes de

réalisation 13 & 17, ot ladite protéine FAM60A comprend
une ségquence gui est au moins identique a 80 % avec

- 4 - <
1 q
A,

1l7une quelcongue des séguences choisies dans le groupe
constitud des SEQ ID NO @ 28, 29, et 30.

. La cellule de mammifére de 1'un quelcongue des modes de

T‘

-

réaliisation 13 a 18, ot ledit géne FAMOUA comprend une

R
3 avec

séguence qgui est au moins identigue & 80
SEQ ID NO @ 31.

0. La cellule de mammifére du mode de réalisation 13, ou
ladite cellule comprend une mutation dans le promoteur,
1'0TR en 5%, ou 1'UTR en 3°' dudit géne FAMGCA.

mode de réalisation 13, ou
60A comprend une mutation guil réduit

-~

Lo

un gquelcongue des nodes de

Y
[s303
[N
i

-
O
[
-

¢
o+
s}l
-
9]
)
X

e
[0
wn
(0
O

n ou
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llactivité de la matriptase est réduit dans ladite BE2016/5877

-
et
=
[
[oN
(I
}._a
o

moins une cople de la ségquence génomique du gé

matriptase, ou au mcoins 50 % de la séquence codants du

géne de la matriptase, est délétée.

N
W
[s3]
(
®
—
Ja—
<
6]
o

du mode de réalisation 23, ou

matriptase, ou au moins 50 % de la séquence codante

25, La cellule de mamnifére de 1'un guelcondgue des nmodes de
réalisation 22 a4 25, ou ladite matriptase comprend une
séguence quil est au moinsg identique a 80 % avec 1l'une
quelcengue des séquences choisies dans le groupe

constitué des SEQ ID NO : 32, 33, et 34.

N

(o))
.
—
4]

cellule de mammifére du mode de réalisation 22, ou
ladite cellule comprend une mutation dans l'exon 2 du

géne de la matriptase

j3))
N
O

27. La cellule de mammifére du mode de réalisation 22, ©

J

ladite cel e conprend une mutation dans le promoteur,

1'0TR en 5%, ou 1'UTR en 3' du geéne de la matriptase.

N
(]

a cellule de mammifére du mode de réalisation 22, ou

ladite matriptase comprend une mutation gui

.

activité, comparativenment a urn Temolli.

29, La cellule de mammifére du mode de rxéalisation 28, ou

ladite matriptase comprend une mutation dans le domaine

30. La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des nmodes de
réaliisation 1 & 29, ou la dihydrofolate réductase

(DHFR) endogene de ladite ce

j--2

lule de mamnifeére de 1'un quelcongue des nodes de

'}._.x

. La ce

(
(@

Q.
oy
d
g
et
o

1 a 29, ou la
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(DHFR) endogéne de ladite cellule de mammifére est BE2016/5877
compétente.

de 1

—
&)
¢}
[0}
}“
|...A
[
}._4
®
@}
¢}
=
5
i.‘l
,_,,
l<
(&

‘un guelcongue des modes de
réalisation 1 a4 31, ou ledit fragment formant un
complexe de la gH ne comprend pas la séquence signal
d'une protéine gH pleine longueur.

ifeére de 1'un quelconque des medes de

32, ot ledit fragment formant un

ne comprend pas le domaine

T

transmembranaire d'une protéine gH pleine

D)

longueur.

de 1'un gquelcongue des modes de

~
&
(9]
'___l
|....
o
=
@
0.
D
=
QJ
=
=3
‘».A -
o
o
K
®
o)

23

a 3

bt

réalisation 3, ot ledit fragment formant un

4

complexe de la gH comprend 1l'ectodomaine d'une protéine

{

gH pleine longueur.

La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des modes de
réalisation 1 & 34, ou ladite gH comprend une séguenc

5

choisie dans le groupe constitué des SEQ ID NO : 1, 2,

La cellule de mamuifére de 1'un guelcongue des modes de

=
[N
o]
st
}_
w
t
l_
e
et
o
|_._\
(s3]
*)
(O8]
w
o
o
}.—
(0]
.
P
t
=

Fragment  formant un
complexe de la gH (i) forme une partie du complexe

pentanérs gH/gL/pULL28/pUL130/pU0L131 et

(ii}) comprend au moins  ur épitope provenant de
SEQ ID NC : 1, SEQ ID NC : 2, SEQ ID NO : 3,

SEQ ID NO : 4, ou SEQ ID NO : 5.
La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des modes de
& 36, ou ledit fragment formant un

complexe de la gL ne comprend pas la séguence signal

La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des modes de
réalisation 1 & 37, ou ladite gL comprend une séqguence

choisie dans le groupe constitué des SEQ ID NO : &, 7,
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Taql I amm e FApe ~ T ls1r 11l ~Amevie dea Iaa A
a cellule de mammifere de 1'un guelcongue des modes de

Y
’

& 38, ou ledit fragment formant un
complexs de la gL (i} forme une partie du complexe
pentamere gH/oL/pUL128/pUL120/pUL13L ; et
(ii) comprend au moins un  épitope provenant de
SEQ ID NO : &, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, ou

La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des modes de

Y

a 239, ou ledit fragment formant un
complexs de la pUL1l28 ne comprend pas la séquence signal
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La cellule de mammifére de 1'un guelcongue des modes de
a 40, ou ladite pUL128 comprend une

séguence choisie dans le groupe constitué des
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réalisaticon 1 & 41, ou ledit fragment formant un
complexe de la pUL128 (i) forme une partie du complexe
pentamére gH/gL/pULL128/pUL130/pUL131 ; et

(i1} comprend au moins un  épito provenant de

SEQ ID NO @ 10, SEQ ID NO : 11, SEQ ID NO @ 12, ou

a cellule de mammifére de l'un quelcongue des modes de

longueur.
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complexe de la pULL30 (i) forme une partie du complexe

pentamére gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 ; et
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(i1} comprend au moins un épitope provenant de

SEQ ID NO :

Y

4, SEQ ID NO : 15, ou SE

La cellule de mammifére de 1'un quelconqgue des modes de

0]

réalisation 1 4 45, ou ledit fragment formant un
complexe de la pULL31 ne comprend pas la ségquence signal

d'une protéine pUL131l pleine longueur.

de mammifére de 1'un quelconque des medes de
réalisation 1 & 46, ou ladite pUL131 comprend une
séguence choisie dans le g

SEQ

“§

roupe  constitué des

DNO : 17, 18, 19, et 20.

[

Q.
0]
=
2
=
=
[
"
®
IR
0]
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La celliule 1'un guelcongue des modes de

Qs
S
~J

réalisation 1 /7, ot ledit fragment formant un

complexe de la pULL31 (i)} forme une partie du complexe

pentameére gH/gL/pUL128/pUL130/pUL131 et

(i1} comprend au moins un épitope provenant de

SEQ ID NO : 17, SEQ ID NO : 18, SEQ ID NO : 19, ou

a cellule de mammifere de 1'un guelcongue des modes de

"D

8, ou ledit complexe pentamére es

'/)
¢t

La cellule de mammifére de l'un guelcongue des modes de
réaligation 1L & 49, oun ledit complexe pentamére est
sécrété 3 partir de la cellule héte.

Une culture 3 grande échelle comprenant la celliule de

4 .

mammifére de 1'un quelcongue des modes de réalisation

-2

ade

.
H
L.

le d'au moins 20

T
i
.

¢t

& 50, ou ladite culture a une ta

-2

che

[ON

Une culture a grande

[

ie comprenant la cellule de
mammifere de l'un guelcongue des modes de réalisation 1
a 51, ou ladite culture a une taille d'au moins 50
litres.

La culture & grande échelle du mode de réalisation 51 ou

-
H

52, ou le rendement du complexe pentamére du CMV est

d'auv moins 0,05 g/1.
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grande échelle du mode de réalisation 51 ou BE2016/5877
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. La culture
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Al

52, ou le rendement du complexe pentameére du CMV est

d'auv meins 0,1 o/1.

55. Un complexe pentamére du cytomégalovirus (CMV) produit

par la celiule de mammifere de 1'un quelcongue des modes

gy A

de réalisation 1 & 50, ou la culture & grande échelle

de 1°

un quelconque des modes de réalisation 51 & 54.

(@
(@)}
e
o

composition comprenant le complexe pentamére du mode
de réalisation 55.

7. Un procédé de production du complexe pentamére du
cytomégalovirus (CMV), ou ledit complexe pentamére
comprend : la gH ou l'un de ses fragments formant un
complexe; la gL ou l1'un de ses fragments formant un
complexe, la pULlZ8 ou i'un de ses fragments formant un
complexe, la pULL130 ou 1'un de ses fragments formant un
complexe, et la pULl131 ou 1'un de ses fragments formant
un complexe, comprenant

(i) la culture de la cellule de mammifére de 1'un quelconque
des modes de réalisation 1 a 50

appropriées, rimant de cette

e
pentamere ; et

{(i1) la récolte dudit complexe pentamére a partir de la

o

. Le procédé du mode de réalisaticon 57, comprenant en

outre la purification dudit complexe pentamére.
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. La composition du mode de réalisation 56 ou 60, ou ledit

complexe pentamére a une pureté d'au moins 95 %, en
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62. La composition du mode de réalisation o1, comprenant en

outre un adjuvant, comme un sel d'aluminium, ou le MEF3ZS,
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63. La composition du mode de réalisation 61 ou 62, pour une BE2016/5877

474 T 2 Tf
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induction d'une réponse immunitaire

64. Le complexe pentamére du cytomégalovirus (CMV) du m

L

o]
[oR
0]

de réalisation 55, ou ledit complexe pentamére eg!

I

pentamére du cytomégalovirus (CMV) du mode

de ot les anticorps dirigés contre
ledit complexe centamére sont des anticorps
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Liste des séquences
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Phe Ser His Leu Leu Ser Ser Arg Tyr Gly Ala Glu Ala Val Ser Glu
30 20 25 30

Pro Leu Asp Lys Ala Phe His Leu Leu Leu Asn Thr Tyr Gly Arg Pro

35 40 45

35 Ile Arg Phe Leu Arg Glu Asn Thr Thr Gin Cys Thr Tyr Asn Ser Ser

50 55 60
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65 O 75 80
5

Phe Gin Ser Tyr Asn Gln Tyr Tyr Val Phe His vs Leu
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Asp Asp Asp Thr Pro Met Leu Leu Iie Phe Gly His Leu Pro Arg Val
245 250 255

Leu Phe Lys Ala Pro Tyr Gln Arg Asp Asn Phe Ile Leu Arg Gln Thr
5 260 265 270

Glu Lys His Glu Leu Leu Val Leu Val Lys Lys Asp Gln Leu Asn Arg

27 280 285
ie His Serx Asp Pro Asp Phe Leu Asp Ala Ala Leu Asp Phe
290 295 300
Asn Tyvr Leu Asp Leu Ser Ala Leu Leu Arg Asn Ser Phe His Arg Tyr

305 310 315 320

Ala Val Asp Val Leu Lys Ser Gly Arg Cys Gln Met Leu Asp Arg Arg
325 320 335
Thr Val Gilu Met Ala Phe Ala Tyr Ala Leu Ala Leu Phe Ala Ala Ala

Arg 5in Glu Glu Ala Gly Ala Gln Val Ser Val Pro Arg Ala Leu Asp
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Glu Tyr Leu Ser Asp Leu Tyr Thr Pro Cys Ser Ser Ser Gly Arg Arg
518 520 525
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Asp His Ser Leu Glu Arg Leu Thr Arg Leu Phe Pro Asp Ala Thr val
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580 585 590
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Arg 5in Glu Glu Ala Gly Ala Gln Val Ser Val Pro Arg Ala Leu Asp
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500 505 510
30
Glu Tyr Leu Ser Asp Leu Tyr Thr Pro Cys Ser Ser Ser Gly Arg Arg
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Pro Thr Thr Val Pro Ala Ala Leu Ser Leu Sexr Thr Met Gln Pro
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aatccaagta caaatcaaat actagacaca aatgtcacaa aagaaasagcet ggtgacggat 1200

attaaatcac tagtagaaat taasaagaaa ttticagaac ttgcaagaaa aattaasaatc 1260
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<213> Homo sapilens
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5 <213> Cricetulus griseus
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ctcagaagaa aagatgtttyg gttttcacaa gocaaagatyg taccgaagta tagagggetg
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tgtatctge agagecaagh cctecagete teoggttcacg gacagtaaac gttatgaasa 120

ggttgcacga gactcgeihca ggagatatct gceaatgecty 180

ggaagaagtt gccagcagga

actggaatca 240
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tgtgtcacac tcaagggcag gacccagtct aaagacsaca thgazaccas agaaagtgaa 200
aactctatct ggaaacagga tgaaaagcaa ccagatcagt aaactgcaga aggagtttaa 360
20 acgcecacaac tcetgatgete acagtaccac cteaagtges 420

ctacagtasac cagtcagatg atggctcaga cacagagatg gcticcaget ctaacagaac 480

ctggaaaaga cagaaaatat gttgtgggat 540
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catctataag ggccgttttg gggaagtcect catcgacacg catctcttca agecttgotg 600

cagcagtaag aaggcagcete ctgagaagcee tgaggaacag ggaccagege ctcetgeccat 660

30 ctctactecayg gagtaggtgac tgaggttcat goagaaggga acaaagagcea atttaaactt 720

tgaaaagacc acasagcaac agachtgacce tcectattttt aacttggata cctgctattce 780

tgccaaaaga cattttctag aatagttttt aatgggtitac ccatcceccece atccaacaaa 8490
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Tyr Ser Asn Val Arg Ile Gln Lys Val Phe Asn Gly His Len Arg Val
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Thr Asn Gilu Asn Phe Leu Asp Ala Tyr Glu Asn Ser Asn Ser Thr Glu
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Cys G Ile Ser Pro Asn Trp Leu Val Ser Ala Ala His
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Arg Asn Lys Thr Arg Leu Pro Ala Val Arg Asp Trp
835 840 845
5
Ile Lys Glu Glin Thr Gly Val
850 885

<210> 33

ie <211> 855
<212> PRT
<213>» Homo sapiens
<400> 33

15 Met Gly Ser Asp Arg Ala Arg Lys Gly Gly Gly Gly Pro Lys Asp Phe

Ja—
[S2]
2
ja—
[S2]

]
—
[
b
et
v
]
vl
b
-
[
jon
-]
()
e
jon
=l

vs Tyr Asn Ser Arg His

20 25 30

Glu Gilu Gly Val Glu Phe Leu Pro Val Asn Asn Val Lys Lys Val Glu

[
(&3]
o
(@]
S
o

]
"

Lys His Gly Pro Gly Arg Trp Val Val Leu Ala Ala Val Leu Ile Gly
25 50 55 &0

Leu Leu Leu Val Leu Leun Gly Ile Gly Phe Leu Va His Leu Gln

=
8}
e}

65 70 75 &0
30 Tyr Val Axrg Val Gln Lys Val Phe Asn Gly Tyr Met Arg Ile
85 50 5
Asn Glu Asn Phe Val Asp Ala Tyr Glu Asn Ser Asn Ser Thr Glu

paa
oy
<
s
fand
o
ot
=
<

35



2016/5877

184
BE2016/5877

)
oy
[0]
~
o
)
-
wn
m
B
-
&b
i
(_l
0]
[
I
~
5}
o
<

=
iy

Ui

i
NN
o 3
i

[\

Ul

Ser Gly Val Pro Phe Leu Gly Pro Tyr His Lys Glu Ser Ala Val Thr
5 130 135 146
Ala Phe Ser Glu Gly Ser Val Ile Ala Tyr Tyr Trp Ser Glu Phe Ser
145 150 155 160
10 Ile Pro Gin His Leu Val Glu Glu Ala Glu Arg Val Met a Glu Glu
¢ Ile Pro Gin H I Val Glu Glu A C Arg Val Met Ala Glu Gl

165 170 175

Arg Val Val Met Leuw Pro Pro Arg Ala Arg Ser Leu Lys Ser Phe Val

e
[oe]
(]
—
o]
(%3]
ot
O
fe]

Val Thr Sexr Val Val Ala Phe Pro Thr Asp Serx Thr Val Gln Arxrg
195 200 205

a Arg Gly Val Glu

w
]
o

Thr Gin Asp Asn Ser Cys Ser Phe Gly Leu Hic

20 210 215 2z2Q

-
R
-3
oy
[
ae)
K
o

Leu Met Arg Phe
225 230 235 240

Gly Phe Pro As

Arg Cys Jal Leu

‘
o
il
=
'3
H

et

Ala Leu Arg Gly Asp Ala Asp Ser

35
o
l;\‘\

25 His

)
i)
(€]
N
1
(e
N
(93]
3]

o
=
47
e
)
<
9]
D
=
o
g
[0}

Ser Leu Thr Asp

260 265 270

[l
O
o
=g
o)
W
0
1
&3
-
b
w
o]
(el
T
[
e
<
e
R
Yo

Gly

30
Ser Asp Leu Val Thr Val Tyr Asn Thr Leu Ser Pro Met Glu Pro His
275 280 285
Ala Leu Val Gln Leu Cys Gly Thr Tyr Pro Pro Ser Tyr Asn Leu Thr

N

O =
[ 4
[OV]

O

O

35 230



2016/5877

186

BE2016/5877

nr

T

Iie

Leu Leu

Sl

e}
-4
™

310

305

Pro Arg

eu

i

Gln

Arg His

|

Arg

Glu

[40]

™

L0

o

rg Leu Arg Lys

A
£,

aly

&

el
LY

O
r Lys

<
o8

Met Ser

3
o

4}
J

341

<

i

]

i
RLe]
s

(487

O
o

Gln His

3n

A

[an]
[ee)

<

oy

400

I
>

398

391

415

—

o

LN

il

er Asp

«

[el

Thx

e

425

n Lys I

]

n

sSer

o
o)

2

b
>
=

Ser

Gln

445

fa)

<r

= Th

Gln FPh

<7
b4

51y

Pro G

Cys

<

<

rs)

450

Ile Arg L

480

iy

<

465



BE2016/5877

186

2016/5877

oy [ il oo o joR ~ >y Lo [o

n — > H W 7] 73] @ — — M

X W 9] oo =8 =4 o0 G oW sl B
[¥p) i (5] s 0 53w 3 o 3 ] T W o]
[ [p — — > [ — ~ — - — D —i
= > = & &} 30 ] = [ oo SHENe] ]

[ o] o o 0 noooO o] o, >~ @ P ]

@ — I3 — ) » >, Q n — — £~

[‘pNTe) oy 1] 48] (@] oW ] T, [ &) <G SN

[oN [CITe! o @ o >y >0 s o ~ O

) Sy ol @ — 5] — — O — — @ 8

<& O o oy < <% ] |G Y &) ] [an

on 5 nooo o] 3] o) » o @ > o8

p @ >y s =i > 2] >y nooo ! n

@] 0 i T O £ 24 &) Y] &} T

— [a} “ G, W - ] , %] 5w 4]

i >N [} noow O >~ “© e QL ™ ]

> @] 3 ST £ @] 8 £ =W 9]
(=} o 4 jad + no oo =} 2] > o] (o] I
N |5 i (9] i) L — o — — L >
Y el 0] ] Ui jesRvel 0] O Y] Y @ 3]

[ORETy] o w > w 0 [} >4 ()] oW

= o = e 4 Pl 4 ®© w 4 -r-| oW

N O] 6] ] ] oW 5y &) fax] SN

3 5o 2] o8 b oo n o — ] )]

[ — el Ui £ w > O ] Q £

i} M 3 =8 = % GD > ] [ah}

o] o > >y n > = oo “ >4

“ 7] —~ ™ — > — — [V 0] —

0y ISH [ I @] @) [} () - W (%) @]

w “ = woo r 0 o o - o e o

> [ n >0 el Pl 9] S g ™M —t x|

w2 5] < oW [ 1 « o >0 i <
[Te) n < ~ ol — D o ~ ol < [ ETe) 0,
o) oy 0 © ) oo 0} 1} =l -1 v n
<t @] <L w ) e [95] w ) &) S BN 0

SN ] [oR n o —~ 3 O > o 2 20 O

FolN e 0 o ) T Q © i 4 r nowo

oW I (@] 54 o [ o) €] %] Ft SN

0 >4uw O n o w 3, m ¢} T D

> o “ > A >y n o Y - I i

3 o 54 [l G 8] = e =N [a¥) 54 H

jod n [P ] >4 4 jal bt oo o} P “

2] N g00m ~ fis] v O s J— g - Sy

4 O [AFIE e G} > — 0 | sG] =] 4] =

it [} ] o in 2 >4 o] )] 5w 2] ]

> ] £ (IS ] — > e — ) >

3 =y [l & W 3 ] [ @) [a 0w [ (@]

[T} (=} L < [¥e) [
=i -4 o~ N 5o}

35



2016/5877

187 BE2016/5877

Thr Ala Phe Leu Gly Leu His Asp Gin Ser Gln Arg Ser Ala Pro Gly
875 580 585

Val Gin Glu Arg Arg Leu Lys Arg lle Ser His Pro Phe Phe Asn
5 590 595 700

u Leu Glu Lys Pro

b
i
o
[
e

Asp Phe Thr Phe Asp Tyr Asp Ile Ala Leu

705 710 715 720
ie Ala Giu Tyr Ser Met Val Arg Pro Ile Cys Leu Pro Asp Ala Sex
730 735
Hisg Val Phe Pro Ala Gly Lys Ala Ile Trp Val Thr Gly Trp Gly His
740 745 750
15
15

Thr Gin Tyvr Gly Gly Thr Gly Ala Leu Ile Leu Gln Lys Gly Glu Ile
Y p; Y Y Y Y
755 760 765
Arg Val Tle Asn Gin Thr Thr Cys Giu Asn Leu Leu Pro Gln Gln Ile
20 770 775 780

Phe Leu

wn
®
]
@

}_]
oy
=
g
iy
O
pe
5
Q
)
o
IS8
Q
53
0w
o
e
[
s

1
[ev]
%3]
-3
)
o
~J3
[0
o
R

fe]

25 Cys Gln Gly Asp Sar Gly Gly Pro Leu Ser 3er Val Glu Ala Asp Gly
805 810 815
Arg Ile Phe Gin Ala Gly Val Val Ser Trp Gly Asp Gly Cys Ala Gln

[ev]
[}
<
oo
[\
Ui
[oed
[N]
[ew}

=]

Arg Asn Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Leu Pro Leu Phe Arg Asp Trp

835 840 845

—
i
[0}
[

e
w
(3]
o
o
s
»
=
K
=y
R

Gly Val

e e -
35 850 855



2016/5877

168

BE2016/5877

Loy

Gln

Ser

<

i

J
=
3

-

G

Glu

Lo

40

%]

oy
us

80

59}

[ee)

[Xe}
[e)}

85

O

=

105

eu Leu Tyr

in}

Lys

a1
o

=H

i
&}

0

al Ly

\/

Ay

51n

G

Ser

4
I

~
v

14

o
)

i

~
{
U

—

Phe

Ala

35



2016/5877

189
BE2016/5877

s

I
(O3]
b
o
o
o
o
o
s
[N
[l

Tle Pro Pro His

Glu Glu Val Asp Arg Ala Met Ala Val Glu

oy
[e)}
Ui
any
-1
O
i
~1
Ul

5
Arg Val Val Thr Arg Ala Arg Ala Leu Lys Ser Phe Val
180 185 190
Leu Thr Sexr Val Val Ala Phe Pro Ile Asp Pro Arg Met Leu Gln Arg
1e 185 200 205
Thr Gin Asp Asn Ser Cys Ser Phe Ala Leu His Ala His Gly Ala Ala
210 215 220
J.:: 'T:' : ".1 L r“..'.': :.\v & -.' 13X fl.‘. xXo 3 LY v. ne :‘I’ :(1\;,(1 22X -‘:.:' LYY ,‘._ LAl C
15 Val Thr Arg Phe Thx Thr Pro Gly Phe Pro Asn Sex Pro Tyr Pro Ala

225 23 2

J
A
Lo
>
w
(92}
Ny
whs
o

His Ala Arg Cys Gin Trp Val Leu Arg Gly Asp Ala Asp Ser Val Leu

[
IS
o
&S]
w
]
3]
(o]
w

Ser Leu Thr Phe Arg Ser Phe Asp Val Ala Pro Cys Asp Glu His Gly
260 265 270
Asp Leu Val Thr Val Tyr Asp Ser Leu Ser Pro Met Glu FPro His

25 275 280 285

Ala Val

i
3
)
feu
i
)
[t}
-
]
@
@]
<
w
3]
—
N
H
g
"
)
=
m
<]
0]
I~
v
)
@]
W
0]
[
=
Mg
[y
e
[97]
o}
[l
D
o
}_]
o)
5

N
O
(]
[
©
(@]
Lo
Py

[e]

30 Phe Leu Ser Ser Gln Asn Val Leu Ile Thr Asn Thr
305 310 320
Asp Arg Arg His Pro Gly Phe Glu Ala Thr Phe Phe Gln Leuw Pro Lys

325 330 335

35



2016/5877

180
BE2016/5877

Met Ser Ser Cys Gly Gly Phe Leu Ser Asp Thr Gin Gly Thr Phe Ser
340 350
Ser Pro Tyr Tyr Pro Gly His Tyr Pro Pro Asn Ile Asn Cys Thr Trp
5 355 360 365
ZAsn Ile Lys Val Pro Asn Asn Arg Asn Val Lys Val Arg Phe Lys Leu
370 37 380

ie Phe Tyr Leu Val Asp Pro Asn Val Pro Val Gly Ser Cys Thr Lys Asp
385 390 395 400
Tyr Val Giu Ile Asn Gly Glu Lys Tyr Cys Gly Glu Arg Ser Gln Phe
405 410 415
15
15
Val Val Sexr Ser Asn Ser Ser Lys Ile Thr Val His Phe His Ser Asp

o)
ik
o
=

His Ser

|
b
[
-1
=
[a$
]
9]
o]
]
12
o
=

Gly Phe Leu Ala vr Leu Ser Tyr

B
o
o

K}
()
e
w
w
i~y
e
<
=N
iy
(&

Ser Asn Asp Pro Cys Pro Gly Met Phe Met Cys Lys Thr Gly Arg Cys
450 4585 460
25 Ile Arg Lys Glu Leu Arg Cys Asp Gly Trp Ala Asp Cys Pro Asp Tyr

465 470 475 480

Ser Asp Glu Arg Tyr Cys Arg Cys Asn Ala Thr His Gln Phe Thr Cys
485 490 195
30
Lys Asn Gin Phe Cys Lys Pro Leu Phe Trp Val Cys Asp Ser Val Asn
500 508 510
Asp Cvs Gly Asp Gly Ser Asp Glu Glu Gly Cys Ser Cys Pro Ala Gly

35

i5 520

(S}
oy
wl
N
1



2016/5877

191

BE2016/5877

O
J

541

<
397
[Nl

-7 o
R

G

Asn

o = g
2

55

<
LN

AST

31n

€

>
3

nr

T

Cys

=i

S¢

Val

Val

]
o
I
17}

=4

3
o~
[Ep}

o

i)

Lo

u3

<

i

[

)
J

59¢

u

]

O

58

600

Loy

N
—
U]

i}
—
&)

[oH

)
"

[}
—

i

a

0
[

615

i

X

O

=
o
i}

9]

%]

O
™0

e
S

fLed

550

2

570

o/

665

660

Asp G

Leu

)

o

19

[t

~
v

-
/

695

<

O

¢ Asy

Phe

¥
X

he Thr

Asp P

N
<

3



2016/5877

192
BE2016/5877

705 710 715

£
[l

Val Giu Tyr Ser Thxr Val Val Arg Pro Pro Asp Ala Thr

735

5
His Val Phe Pro Als Gly Lys Ala Ile Trp Val Thr Gly Trp Gly His
740 745 750
Thr Lys Glu Gly Gly Thr Gly Ala Leu Tle Glin Lys Gly Glu Ile
ie 755 7460 765
Arg Val Ile Asn Gin Thr Thr Cys Gilu Asp Leu Met Pro Gln Gln Ile
770 ) 780
15 Thr Pro Arg Met Met Cys Val Gly Phe Leu Ser Gly Gly Val Asp Ser
785 790 795 800
Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Ser Ser Ala Glu Lys Asp Gly
805 810 815
20
Arg Met Phe Gln Ala Gly Val Val Ser Trp Gly Glu Gly Cys Ala Gln
820 825 830
Arg Asn Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Leu Pro Val Val Arg Asp Trp

[s¢]
W K

25

fou]
N
(8]

840

Ile Lys Giu His Thr Glyv V

3]
et

[ev]
Ui
<
(o o]
(3]
1331

35 <400> 35



2016/5877

193
BE2016/5877

Met Asn Trp Asn Thr Lys Gln Glu Asn V

e
ot
[o]
r_-‘(
W
o]
o)
av]
K
Q
av)
=
C
H
<
=

o

Ser Lys Thr Gln Ser Ser Ile Leu Gin Bis Phe Met Thr Ser Thr
5 20 25 20

Thr Ser Gln Tyr Ser Prce His Asn Gln Glu Ala Ser
35 40 45

ot
(=]

Gln Thr 3Ser

]
=
0]
T
1)
)
=3

Tyr Sexr Leu

50 55 60

Met Tyr

Ser Gly Asn Ser Asn Ser Val Ser Gin Pro Leu Leu 3Ser Gly Arg Asn
65 70 75 50
15
LS
Tyvr Ile Thr Pro 3in Thr Gln Ile Ser Val Ser Asn Met Pro Thr Arg
85 S0 a5
Thr Ile Val Ala Ser Gln Ser Ser Met Glu Arg Val Val Ser Thr Asn

o
[
it
O
O
=
(]
Ui
i
i
(]

Gly Lys Gly Pro Gin Gln Pro Asn His Asn Leu Gln Thr Val Ser Ser

i
[
Ui
=
N
(@]
iy
N
Ot

25 Gly Tle Met Gln Asn Val Trp Leu Pro Ser His Thr Glu Ala Thr Ile
130 135 140

o
-t
P
W
o]

Ser His Asn Pro Asp Gly Gly Ti

145 150 155 160

Met Pro Tyr Met His Pro Pro

30
Gln Asn Gin Leu Val Thr Ser Asp Thr Tyr Ser Met Gln Leu Gln Met
165 170 175
Ala Pro Leu His Ser Gly Lys Val Pro Met Thr His Gln Gly Ser Gln
35 180 185 190



2016/5877

194

BE2016/5877

200

[e)]

Gln

t

3

4

Pro Ly

o Pro

Dy
X

F.
AL

T vy

Tiu

]

Pro

29

Y

&

215

Asn
240

Asn 1

LY S

Pro Ala

e

=
>

<

i

Pro

Val

Ser

His

Gln Leu

250

I

2

24

<

[V

e}
o

260

Ly

(o]

280

us

Gilu Va

.
>

S

Pro Ms

300

[5g]
SN

[N

290

Gln

Lys Gln

on

320

ig]
4

o

310

o)

f]

™

-3
o

¢}
J

341

i
o]

o

O
o0

y Thr Lys

1e¢

i)
Y

(=8




2016/5877

BE2016/5877

370 375 380

Glu Lys Leu Val Arg Asp Ile Lys Ser Leu Val Glu Ile Lys Lys Lys

385 390 395 400
5

Phe Ser Giu Leu Alas Arg Lys Ile Lys Ile Asn Lys Ser Leu Leu Met

405 430 415

Ala Gly Cys Ser Lys Thr Ala Asn Thr Sexr Tyr Thr Glu Pro Ile
ie 120 425 4320

Gln His Ser Glu Phe Ser Ala Lys Glu Met Ser Ala Lys Asn Gly Asn

435 440 445

15 Asp Cys Ser Met Glu Leu Leu Ala Thr Cys Leu Ser Leu Trp Lys Asn

450 455 460

-

T

}_
o
K
o

G Glu Asgn Val

&
=
=
o
=7
=
oyl
e
o

vs Pro Leu Glu Glu

470 475 480

ro Ser Lys Thr

[FaN
()]
w

20

Lys Gin Cys Asn Thr Ser Arg Ile Ser Thr Thr val Val Gly Ser Ala
485 490 495

*
b
14
=

Pro Thr Asn Glu Val His Val Lys Ser Leu Cys Ser Gly Val Gly

25 500 505 510

A3n Ser Gin Lys Met Met Ser Ser Ser Gin Thr Val Leu Pro Val Leu
518 520
30 Ile Pro Ser Cys Glu Ser 3er Gly Val Ala Val Gly Lys Gly Thr Glu
53 535 540
Leu Gin Ile Ala Val Val Ser Pro Leu Val Leu Ser Asp Thr Asn Thr
545 550 555 560

35



2016/5877

196

BE2016/5877

u Tyr

Le

575

565

4

3
T
=

T7

Pro

590

LN

1

Asp

Y e
0

Pro P

a1
(o4

o

5

o~
)

)

=

Vel

B

Leu Pro

Ile Pro

<

i

59}
—
O

<O

e}

<p
@O

Lo
o
e}

625

0

O

<O

e}

X9}
S
el

A

Leu Ala

Ser

e Cys

-1
L4

Ser

O
fted

20

[Xe}
€O
e

80

o

700

(]
[te)

iy

vr Asp Thr Th

xd
L

—
]

.

>
~

20

\
}
J

~
i

71

Pro

1
L

va

T

G

Pro His

5 Val GIln Cys Thr Asp Val

S

"

slu Tyr

Ser G

Ser

I
oy

i

G

G

<
[Ep}
I~

<

o~

35



2016/5877

197
BE2016/5877

Val Gilu Ala Asn Arg Glu Ala Thr Gilu Giu Cys Arg Glu Tyr Thr
755 760 765
5 Gly Arg Lys Glu Ser Thr Ala Lys Asp Val Cys Leu Pro Ala Ala Ile
770 775 780
3ln Gin Asp Pro His Pro Axrg Glu Thr Asp Met Phe Ser Lys Ser Asp

bt
o

-

o

a

-1

©

-]

1

©

il

@

o

o

His Ser Leu Pro Ala Ile Asn Glu Ile Asn Asp Glu Ser Glu Pro Ile
805 810 &15

G
o
=
o
&
v
pi
c

Ser Tyr Leu His Asg Ser Giu Leu Leu Lys Glu Phe Pro Tyr
8

Gly Ile Gilu Th

i
by
=y
6
P
w
5]
&
G
o
+
[0
@
o
<
D)
-
1%
0}
o]
[
10
<
hol
w
T
@
—
3

Gln Lys

&6
Lo
(43}
O
359
<
[es]
5N
(0x)

20 Thr Val Glu Asn Gln Thr Gly Ser Asn Val
850 855 860
Ser Gly Asp Ser Thr Asp Gln Ile Lys Ile Thr Val Leu Asn Ser Glu

o
o
(€3]
w
-~
(o]
<o
-~
w
e

fe o]
)

25

Gln Ile Lys Glu Leu Phe Pro Glu Asp Asp Gln Pro Cys Asp Lys Leu
885 2390 895
Ala Giu Pro Glu Asn Lys Glu Ile Val Ala Glu Val Lys Ser Pro Cys

o]
[
©
o
o
O
o
Ui
o
et
o

Asp Ser Gln Ile Pro Arg Glu Glu Ser His Asp Leu Gly Met Leu Asp

35 Pro Glu Lys As Ser Met

el
@]
.
1%
-
.
[

His Cys Cys Ala Leu
3 Cy

H
i
-
O
fo



2016/5877

198
BE2016/5877

8930 935 940

Val Tyr Glu Gly Val Pro Gln Cys His Cys Sexr Sexr Thr Glu Lys Lys

945 950 955 960
=
5

Glu Lys Asp Gin Cys Len Asp Ile Asn Ser Ser Lys Gln Gly Glu Gln

965 870 975
Pro Cys Asn Sexr Gl Ile Asn Pro Val Ser Asn

Gly Ile Thr Ile Pha Glu
8

ot
(=]
©
[ee]
[e)
e

Asn Ser Lys Thr Pro Leu Thr Gln Ala Thr Glu Glu Gly His Phe Ser
995 1000 1005
15 Ala Val His Gly Glu Lys Thr Lys Ala Ser Lys Thr Lys Asp Asn

=
R
o)
o
e
o
G
r
=
[0)]
=
s

Glu Leu Ala Cys His Phe Ser Ala

=
(@]
o
i
=
(@]
(O3]
<
=
(@]
(O3]
[ox]

Lys Lys Asp Lys Lys Gly Asn Phe Lys Asp Thr Ser

104¢ 1045 105¢C
Leu Lys Met Glu Gln Lys Leu Lys Asn Ile Ser Ser Lys Cys Asp

25 1055 1060 1065
Ile Pro Asn Pro Ser Lys Cys Asn Lys Ile Ala Ala Pro Glu Ile

r
1070 1075 1080

30 Leu Val Thr Ser Asn Ser Ala Lys Asn Met Pro Phe Ser

1085 1096 1095

Lys Gin Ala Ser Gln Glu Ser Leuw Gln Lys Lys His Thr Ser Gln
1100 1105 1110

35



2016/5877

199
BE2016/5877

Asp Leu Gly Pro Val Lyg Ala Pro Ile Glu Leu Ser Ser Asn Thr

=g
in
o]
g
=
e}
@]
&

Arg Ser Asn Thr Ser Ser Val Gln Ser Val Ser Pro

(@3]
—
et
W
[e0]
Y
-
[ON]
[92]
=
i
IS
(o]

=
@
-

Glu Lys Lys Lys Lys Phe Lys Ala Gly Gl

b
9]
[0
b
]
[

le}
4
D
jo

-1

W

n

ie Tyr Phe Glu Lys Arg Lys Thr Asp His Val Ile Pro Asp Val
1160 1185 1176
Glu Ile Lys Lys Lys Lysgs Tyvr Gilu Lys Gln Glu Gin Asn Lys Asn
1175 1180 1185
15
15
Ala Giy Asp Thr Leu Lys Leu Cys Ser Ile Leu Thr &lu Ser Asn

Glu Arg Ala Ser Val Gln Giu Lys Thr Val Pro Glu Ser
20 1205
Ser Asp Pro Lys Gly Ser Ser Ser Lys Ser Thr Arg Val Ile Thr

12246 1225 1236

25 Val Gln Glu Tyr Leu Gln Arg Gin Lyvs Asp Lys Gln Ile Thr Gly

—
(48]
[
1
—
a
=N
[a5]
—
({8
=N
1

e
feo
Q
%)
D
=
-
7
=

Asn As

Arg Asn Ile Cys Val Glu Thr Val Leu Cys Asp

30
His Thr Lys Thr Ser Lys His Ser Ala Ala Val Ser
1265 1276 1275
Gly Lys Leu Val Glu Gly Gin Ser Ile Ser Ala Giu Thr Ala Lys
35 1280 1285 1290



2016/5877

200
BE2016/5877

Glu Leu Giu His Asn Ser Ser Ser His Gly Lys Asp Phe Lys Ile

5 His His Ser Glu Ala Thr His Ser Val Ser Asn Asn Asn

Ui

@

[a]
=
PN
Q

(O3]
-

Ui
Jn
(O3]
[
<

Lys Gly Lys Phe Asp Gly Lys Gin Pro Asp Lys Met Phe Lys Asn
1325 1330 1333
ie
Lys Thr Ser Met Asn Asn Giu Ser Asn Gln Met Preo Leu Gln Val
1340 1345
Lys Giu Glin Arg Lys Gln Tyr Leu Asn Arg Val Ala Phe Lys Cys
15 1355 1360 1365
Thr Gilu Arg Glu Ser Ile Cys Leu Thr Lys Leu Asp Ser Ala Ser

jan
w

~3

O

Jun

w

~3

Ui

Jan

w u
[es]

(o)

20 Lys Ly
1385 1290 129

Gy
—

s  Leu Ser Glu Lys Lys Ser Glu Tyr Thr Ser Lys

|
I
[
[

(€]

=)
=g
=
=
b
)]
i
[
T
3
-
o
H
o
1
7
o]
£
)
w
g
=
(&}
99}
[t
=
e
@
o
s

1 Glu Phe Lys Leu Cys

o
w
=
s

[
<

25

Pro Asp Val Leu Leu Lys Asn Thr Ser Thr Val Asp Lys Gln Asp

1415 1420 1425
Cys Pro Gly Pro Gly Pro Giu Lys Glu Gln Ala Pro Val Gln Val

30 1430 1435 1440
Ser Giy Ile Lys Ser Thr Lys Glu Asp Trp Leu Lys Cys Ile Pro

1445 1450 1455

35 Thr Arg Thr Lyvs Met Pro Glu Ser Ser Gln Arg Asp Ser Ala Asp



2016/5877

201
BE2016/5877

Ser Arg Ser Lys Arg Ser Ser Ala Asp Giu Phe Glu Ile

1475 1480 1485
5
Leu Gin Asn Pro Val Lys Giu Ser Asn Ile Met Phe Arg Thr Tyr
1490 1495 1500
Lys Lys Met Tyr Leu Glu Lys Axg Ser Arg Ser Lsu Gly Ser 3Ser
1e 1505 1510 1515
Pro Val Lys
1520
LS <210> 36
<211>
<212>

A
N
(3%
(V3]
¥
5
(@]
[a)
M
I

"Degscription de séguence artificiellie : Synithétique

Marqueur £xHis"

25 <400> 36

s PR
Hls His His

93]
T
-
@]
T
tt
3]
jun
=
n

1 5

<213» Séguence artificielle

<220>

35 <221>» source



2016/5877

(€2}

ot
[an}

25

<400> 37

<220>

<221>
<223>

source

Ala Trp Arg His

<
v
o
)

2
<21i» 8

212> PRT

2

Ségquance

<220>

oy e
<221> source

<223> /not

peptide”

<400> 29
Trp Ser His Pro

artifici

e="Description de

>="Description de

202

ségquence

séquence arti

t
w

BE2016/5877



wt

-
[}

[

(@]

203

REVENDICATIONS AMENDEES

ombinante, comprenant :
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cellule CHO est une celliule

CHO-S.

4. Cellule CHC selon

guelcongque des

4
1
A

ications

& 3, ou ledit fragment formant un complexe

de la gH comprend 1'ectodomaine d'une protéine gH pleine

5. Cellule CHO selon 1 "une

revendications

fn
o3}
o

-
o}
pod
o

ledit complexe pentamére est
1'une quelcongus des

a 5, ou ledit complexe pentamére est sécrété
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7. Culture a grande échelle comprenant la cellule CHJ BE2016/5877
selon 1l'une quelconque des revendicati

L. .
tions 1 a ¢, VI

¢

culture a une taille

8. Culture a grande échel
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Cy é 15
(CMV) appropriées pour des utilisations waccinales. Sont

- . . .
ou les segquences codant

5 pour les protéines du CMV gH, gi, pUL128, pULL30, pUL1I3L {(ou
1'un de leurs fragments formant un complexe) sont intégrées de
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&' apphcation industrielle
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OPINION ECRITE N= denragistrement national

(FEUILLE SEPAREE) BE201605877

it est fait référence au (aux) document(s) suivant(s):

31 WO 2014/005859 A1l

Rz WEN Y et al.,, VACCINE, vol. 32, 2014, pages 3796-3804

D3 HOFMANN | et al., BIOTECH, BIOENG.., vol. 112, 2015, pages
2505-25156

D4 WO 2015/165480 A1

La présente demande concerne des oellules CHO, dans lesquelles les séguences

fragments formant un complexe) du cytomégalovirus humain {CMV) sont intégrées de
facon stable dans le géname. De lelies cellules CHO fournissent une source pourla
production de complexe pentamére de CMV de fagon recombinante. Le taux
d'expression des protéines psut &tre amplifiés dans ces cellules CHO par une
délétion au moins de parties de la séquence génomigue soit du géne C120rf35 soit
du gene FAMBDA etfou par une mutation dans Pexon 2 du géne de la matriptase.

Ad point li:

La dale de prionté de la presente demande est valablement revendiquse. Pouwr cette
raison le document D3 mentionng comme document P dans e rapport de recherche
rrest pas pris en considération.

Ad point V:

1 D1 divulgue 'exprassion du complexe pentamére du CMV par transfection
transitoire de cellules 293 (D1, p.ex. exemples).
D2 divulgue également la production d'un complexe perntamére soluble du
CMV partransfection transitoire de cellules 293 (D2, p.ex. malériaux et
méthodes).

L'objet de ia revendication 15 n'est donec pas nouveau parce gue fa

référence & une meéthode de produstion spécifique n'ajoute pas de
caracténstiques technigues, gui définissent la compaosilion revendiquée plus
précisément et qui peuvent élre utilisés pour différencier la composition
revendigquée d'une composition comprenant le complexe pentamére du CMV
pouvant étre oblenu par uh ults processus.

La demande antérieure D4 divuigue la production d'une ignee cellulaire CHO
stable produisant le complexe pentamére du CMVY (D4, par ex.
revendications, exemples): D4 anticipe 1a nouveaute des revendications 1, 2
st 10-15.

Fodrmuiaiee BERAT-R Heuihe giparsa) Sfanyia 20071 Jeulle 11
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P

01, qui est considére comme 'élat de ia lechnigue le plus proche, divuigue
fexpression du complexe pentamére du CMV par transfection transitoire de
celfules 293 {D1, p.ex. revendications, exemples).

Le probléme que la présente invention s propose de résoudre peut 8tre
gonsidérd comme la mise & disposition d'autres cellules CHO pourla
production d'un complexe pentamére du CMV. La présente demande résout
ce probléme en mettant & disposition des cellules CHO recombinantes ayant
des séquences polynucléotidiques codant pour un complexe pentameére du
CMV intégrées dans leur génome et ol Vexprassion ou Pactivité de la protéine
FAMBOA est réduite dans ladite cellule, comparativement & un t@moin.
L'objet de la revendication 15 n'est ni nouveau nt inventif (p. ex. D1, D2},

Par contre, I'état de la technique n'enseigne ni suggére filisation de lignées
de celiules CHO ol 'expression ou V'activité de la protéine FAMG0A est
réduite pour la production d'un complexe pentamére du CMV. L'activité
inventive des revendications 1-8 peut 8tre reconnue.

Ad point VIil:

3

Les revendications 1 et 15 manguent de clanté en raison d'expression «... fun
de ses fragments formant un complexe..». Cet expression n'est pas
approprié pour définir clairement la portée des revendications de telle sorte
que Yobiet n'est pas suffisamment défini par des caractéristiques techniques
de linvention. Un acide nuciéique ou aminé en général, doit 8tre considéré
comime un composé chimigque gui doit &tre clairement caractérisge par
référence aux caractéristiques techniques, par exemple, par sa séquence,
mais non seulement par sa fonstion ou par le résultal recherché.

Les revendications 1, 5, 6 et 8 ne satisfant pas aux exigences de clané car
f'objet de la protection demandée n'est pas clairement défini. La revendication
tente de deéfinir fobjet par le résultat recherche. Cette formulation n'est pas
acceptable en 'espéce, puisqu'il semble possible de définir Fobjet en des.
termes plus concrets, C'est-a-dire en exposant cormment effet peut étre
abtenu.

Le terme «... comparativement a un témoin ...» employé dans le revendication
1 est vague elimprécis, ef laisse subsister un doute guant a Ia signification
de la caractéristique technigue a taguelle il se rapporie, au point que l'objet
de {adite revendication n'ast pas clairement défini. Un taux d'expression ou
Factivité réduit d'une protéine spécifique ne suffit pas pour caractériser

Fanmuisire BEARP-A (ouiie sAparde anvier SEETT gauilie @)
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clairement une cellule CHO et pour g distinguer de I'é&tat de {a technigue,
puisque ledit parametre dépend fortement du témoin sélectionné pour sa
détermination.

Foemuiaiee BEARQ Houliy sapanial {fameier S06F) fauttie 3}
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