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PARTICULAS VIRUS-LIKE (VLP) , COMPOSIGCAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO A REFERIDA PARTiCULA, METODO DE PRODUCAO E
USO DA MESMA

Referéncia cruzada com pedidos relacionados

[001] Esse pedido reivindica o beneficio do Pedido U.S.
Provisério N° 61/558.800, depositado em 11 de novembro de
2011, e do Pedido U.S. Provisdério N° 61/654.157, depositado
em 1° de Jjunho de 2012, <cujos contetdos s&o aqui
incorporados por referéncia em suas totalidades.

Fundamentos

[002] O citomegalovirus humano (HCMV) , um R-
herpesvirus, ¢é um patdgeno onipresente. Em uma pessoa
imunocompetente, a infecgcdo por HCMV é normalmente
despercebida, que possul sintomas no maximo leves e néo
especificos. Em contraste, certos grupos de risco, por
exemplo, em pacientes imunossuprimidos como, por exemplo,
pacientes com AIDS ou receptores de transplante, e apds
infeccéao pré-natal, a infeccéo por HCMV possui
manifestacdes sérias (Staras S.A. e cols., 2006 Clin.
Infect. Dis. 43(9): 1.143-51; Hebart H. e cols., 2004 Hum.
Immunol. 65(5) :432-6; Rowshani A.T. e cols., 2005
Transplantation 79(4): 381-6). As terapias existentes
incluem o uso de imunoglobulinas e agentes antivirais como,
por exemplo, ganciclovir e seus derivados, gque sdo mais
eficazes guando usados profilaticamente ou muito
precocemente durante infeccdo nas populacdes de risco. No
entanto, as terapias existentes sdo caracterizadas por
toxicidade significante e eficdcia limitada, especialmente
para doenca de surgimento tardio (Boeckh M., 2004 Pediatr.

Transplant 8 (Supl. 5): 19-27; Limaye A.P., 2004
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Transplantation 78(9): 1.390-6), e elas ndo tiveram impacto
sobre a doenca congénita pelo HCMV. O desenvolvimento de
uma vacina eficaz para proteger contra doenca pelo HCMV é
reconhecido como uma prioridade de satde publica importante
(Arvin A.M. e cols., 2004 Clin. Infect. Dis. 39(2): 233-9).

Sumario

[003] Entre outras coisas, a presente invencdo fornece
métodos e composicgdes Uteis para profilaxia, tratamento
e/ou estudo da infeccdo pelo citomegalovirus humano (HCMV) .
Em algumas modalidades, a presente invencéao fornece
particulas virus-like (VLPs) que compreendem uma ou mais
proteinas centrais do virus da leucemia murina de Moloney
(MMLV) e dincluem um ou mais epitopos do HCMV como, por
exemplo, de glicoproteinas do envelope gB e/ou gH e/ou
proteina do tegumento pp65 do HCMV. Entre outras coisas, a
presente invencdo engloba o reconhecimento de que uma
combinacdo de antigenos (por exemplo, glicoproteinas do
envelope e proteinas estruturais) podem levar a inducéo
aumentada de respostas imunes benéficas, por exemplo, que
incluem tanto uma resposta humoral (por exemplo, producgdo
de anticorpos neutralizantes) gquanto uma resposta celular
(por exemplo, ativacdo de célula T). As VLPs fornecidas
podem ser caracterizadas pelo fato de ndo conter DNA viral
e serem ndo infecciosas.

[004] Em algumas modalidades, as VLPs fornecidas sé&o
circundadas por uma membrana lipidica, contendo
opcionalmente um ou mails epitopos de glicoproteinas do
envelope viral (por exemplo, gB e/ou gH) que sdo antigenos
que participam na inducdo de anticorpos neutralizantes de

virus.
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[005] Em algumas modalidades, as VLPs fornecidas contém
um ou mais epitopos de proteinas virais estruturais (por
exemplo, ppb65) que sdo antigenos que participam na inducgéo
de respostas imunes celulares (por exemplo, resposta de
células T). Em algumas modalidades, as proteinas virais
estruturais utilizadas (por exemplo, pp65) tanto estimulam
a formacdo de <células T helper quanto também induzem
linfécitos T citotdxicos (CTL) contra HCMV.

[006] Em algumas modalidades, a presente invencéo
fornece variantes de glicoproteinas do envelope viral (por
exemplo, gB e/ou gH). Em algumas modalidades, uma
glicoproteina do envelope viral variante é ou compreende
uma proteina de fusdo. Em algumas modalidades, uma variante
de uma glicoproteina viral compreende um dominio de
proteina heterdlogo (por exemplo, um dominio transmembrana
e/ou citoplasmidtico de uma proteina diferente). Em algumas
modalidades, uma variante de uma proteina viral estrutural
compreende um antigeno ou epitopo heterdlogo. Em algumas
modalidades, a presente invencdo fornece VLPs que
compreendem variantes de proteinas virais estruturais. Em
algumas modalidades, uma variante de wuma proteina wviral
estrutural é ou compreende uma proteina de fuséo.

[007] Como usados nesse pedido, os termos “cerca de” e
“aproximadamente” sdo usados como equivalentes. Quaisquer
numerais usados nesse pedido com ou sem cerca
de/aproximadamente visam englobar quaisquer flutuacdes
normais observadas por aqueles habilitados na técnica
relevante.

[008] Outras caracteristicas, objetivos e vantagens da

presente invencdo sdo aparentes na descricdo detalhada a
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seguir. Deve ser subentendido, no entanto, que a descrigéo
detalhada, embora indiquem modalidades da presente
invencdo, ¢é apresentada apenas como ilustracdo, e ndo
limitacdo. Varias alteracdes e modificacdes dentro do
escopo da invencdo serdo evidentes para aqueles habilitados
na técnica a partir da descricdo detalhada.

Breve descricdo dos desenhos

[009] Os desenhos tém apenas finalidade ilustrativa, e
ndo para limitacéo.

[010] A Figura 1 mostra o mapa de plasmideo de
expressdo de DNA (A) e construgcdo de plasmideos de
expressdo recombinante exemplares (B).

[011] A Figura 2 mostra analise FACS de antigenos de
superficie heterdlogos exemplares em células de
empacotamento HEK 293 (A) e anédlise western blot de
expressdo de antigeno heterdlogo em composicdes de VLP
exemplares (B).

[012] As Figuras 3(A) e (B) mostram distribuicdo de
tamanho de particula e indice de polidispersibilidade para
duas composicdes de VLP exemplares.

[013] A Figura 4 mostra titulacdes de ELISA em
camundongos tratados com composicdes de VLP gB/pp65 (A),
gH-G/pp65 (B) ou gB/gH-G/pp65 (C) exemplares.

[014] A Figura 5 mostra a atividade de anticorpos
neutralizantes em camundongos tratados com composigcdes de
VLP exemplares (testadas em células de fibroblasto humano) .

[015] A Figura 6 mostra a atividade de anticorpos
neutralizantes em camundongos tratados com composicdes de
VLP exemplares (testadas em células epiteliais humanas) .

[0l6] A Figura 7 mostra a atividade de anticorpos
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neutralizantes em camundongos tratados com composicgdes de
VLP exemplares versus uma proteina gB recombinante (testada
em células de fibroblasto humano) .

[017] A Figura 8 mostra respostas de CTL antigeno-
especificas em camundongos tratados com composicdes de VLPs
exemplares expressas em células HEK 293, reveladas como
freqiiéncia de CTL com base no declinio de CFSE, controle de
células T CD3* CD8" (A) ou freqliéncia de CTLs pp65-
especificos proliferantes (B).

[018] A Figura 9 mostra titulagdes de anticorpos anti-
gB e neutralizantes em coelhos tratados com composigdes de
VLPs exemplares expressas em células HEK 293 (testadas em
células de fibroblasto humano) .

[019] A Figura 10 mostra titulagdes de anticorpos
neutralizantes em coelhos tratados com composicdes de VLPs
exemplares expressas em células HEK 293 (testadas em
células epiteliais humanas).

[020] A Figura 11 mostra 1imagens de microscopia
eletrdénica (EM) de coloracdo negativa de composicgdes de
VLPs exemplares expressas em células CHO purificadas por
(A) filtracéo de fluxo tangencial (TEFF) ou (B)
cromatografia de troca anidnica (AEX).

[021] A Figura 12 mostra titulagdes de anticorpos
neutralizantes em coelhos tratados com composicdes de VLPs
exemplares expressas em células CHO e purificadas por
filtracdo de fluxo tangencial (TFF) e cromatografia de
troca anidnica (AEX) (testadas em células de fibroblasto
humano) .

[022] A Figura 13 mostra titulagdes de anticorpos

neutralizantes em coelhos tratados com composicdes de VLPs
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exemplares expressas em células CHO ©purificadas por
filtragcdo de fluxo tangencial (TFF) e cromatografia de
troca anibnica (AEX) (testadas em células epiteliais
humanas) .

[023] A Figura 14 mostra o indice de avidez de
anticorpos produzidos em coelhos tratados com composicdes
de VLPs exemplares expressas em células CHO e purificadas
por filtracdo de fluxo tangencial (TFF) e cromatografia de
troca anidnica (AEX).

Definicdes

[024] A fim de gque a presente 1invencdo seja mais
facilmente compreendida, certos termos serdo primeiro
definidos abaixo. Definig¢des adicionais para os termos
seguintes e para outros termos s&o apresentadas ao longo do
relatdério descritivo.

[025] Aminodcido: Como aqui usado, o termo
“aminodcido”, em seu sentido mais amplo, se refere a
qualgquer composto e/ou substdncia que pode ser incorporado
em uma cadeia polipeptidica. Em algumas modalidades, um
aminoadcido possui a estrutura geral HyN-C(H) (R)-COOH. Em
algumas modalidades, um aminoacido ¢é um aminocacido de
ocorréncia natural. Em algumas modalidades, um aminodcido é
um aminocacido sintético; em algumas modalidades, um
aminocacido é um D-aminodcido; em algumas modalidades, um
aminoacido ¢é um L-aminodcido. “Aminodcido padronizado”
refere-se a qualquer um dos vinte L-aminoacidos
padronizados comumente encontrados em peptideos de
ocorréncia natural. “Aminodcido né&do padronizado” refere-se
a qualguer aminoacido, gue ndo seja aminodcido padronizado,

independentemente de se ele é preparado sinteticamente ou
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obtido de wuma fonte natural. Como aqui usado, o termo
“aminoadcido sintético” engloba aminocdcidos qguimicamente
modificados incluindo, sem limitacdo, sais, derivados de
aminodcidos (por exemplo, amidas) e/ou substituicdes.
Aminodcidos, incluindo aminodcidos carbdéxi- e/ou amino-
terminais em peptideos, podem ser modificados por
metilacdo, amidacdo, acetilacdo, grupos de protecdo e/ou
substituicdo com outros grupos quimicos que podem alterar a
meia-vida circulante do peptideo, sem afetar de forma
adversa sua atividade. Os aminodcidos podem participar em
uma ligacdo dissulfeto. Aminodcidos podem compreender uma
ou mais modificacdes pds-traducdo, por exemplo, associacéo
com uma ou mais entidades quimicas (por exemplo, grupos
metil, grupos acetato, grupos acetil, grupos fosfato,
porcdes  formil, grupos isoprendides, grupos sulfato,
porcdes de polietileno glicol, porcgdes de lipideo, porcgdes
de carboidrato, porcdes de Dbiotina etc.). 0 termo
“aminoadcido” ¢é usado de forma intercambidvel com “residuo
de aminocacido”, e pode se referir a um aminodcido livre
e/ou a um residuo de aminocdcido de um peptideo. Ficaréa
evidente a partir do contexto no qual o termo é usado se
ele se refere a um aminoacido livre ou a um residuo de um
peptideo.

[026] Antigeno: Como agqui usado, o termo “antigeno” se
refere a uma substdncia que contém um ou mais epitopos
(lineares, conformacionais ou ambos) que sdo reconhecidos
por anticorpos. Em certas modalidades, um antigeno é ou
compreende um virus ou um polipeptideo wviral. Em algumas
modalidades, o termo “antigeno” se refere a um antigeno de

subunidade (ou seja, um antigeno que é separado e distinto
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de um virus inteiro com o qual o antigeno estd associado na
natureza; por exemplo, um antigeno que estd associado com
uma particula virus-like). Alternativa ou adicionalmente,
em algumas modalidades, o termo “antigeno” se refere a um
virus morto, atenuado ou inativado. Em certas modalidades,
um antigeno é um “imundégeno”.

[027] Aproximadamente ou “cerca de”: Como agqui usado, o
termo “aproximadamente” ou “cerca de”, como aplicado a um
ou mais valores de interesse, se refere a um valor que &
similar ao valor de referéncia estabelecido. Em certas
modalidades, o termo “aproximadamente” ou Y“cerca de” se
refere a uma faixa de valores que se enquadram dentro de
25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%,
9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, ou menos em qualquer
direcdo (ou mais ou menos do que) do valor de referéncia
estabelecido, a menos que estabelecido de forma diferente
ou e outro modo evidente a partir do contexto (exceto
quando esse nUmero excedesse 100% de um valor possivel).

[028] Melhora: Como aqui wusado, o termo “melhora”
significa a prevencdo, reducdo ou atenuacdo de um estado,
ou melhora do estado de um individuo. A melhora inclui, mas
ndo exige, recuperacdo completa ou prevencdo completa de
uma doenca, disturbio ou condicdo (por exemplo, infeccéo
por HCMV). O termo “prevencdo” se refere a um retardo do
surgimento de uma doenca, disttrbio ou condigcdo. A
prevencdo pode ser considerada completa quando o surgimento
de uma doenca, distuUrbio ou condicdo foi retardada por um
periodo de tempo predefinido.

[029] Porcdo caracteristica: Como aqui usado, o termo

uma “porcgdo caracteristica” de uma substdncia, no sentido
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mais amplo, é aquela que compartilha um grau designado de
identidade estrutural com a substdncia intacta. Em certas
modalidades, uma porgdo caracteristica compartilha pelo
menos uma caracteristica funcional com a substéncia
intacta. Por exemplo, uma “porg¢do caracteristica” de uma
proteina ou polipeptideo é aquela gque contém um trecho
continuo de aminoacidos, ou uma colecdo de trechos
continuos de aminocacidos, que, Jjuntos, sdo caracteristicos
de uma proteina ou polipeptideo. Em algumas modalidades,
cada um desses trechos continuos geralmente contém pelo
menos 2, 5, 10, 15, 20, 50, ou mais aminoadcidos. Em geral,
uma porcdo caracteristica de uma substidncia (por exemplo,
de uma proteina, anticorpos etc.) é aquela que, além da
identidade de seqgiiéncia e/ou estrutural especificada acima,
compartilha pelo menos uma caracteristica funcional com a
substdncia intacta relevante. Em algumas modalidades, uma
porcdo caracteristica pode ser biologicamente ativa.

[030] Seqgiiéncia caracteristica: Uma “seqliéncia
caracteristica” é uma seqiiéncia que é encontrada em todos
os membros de uma familia de polipeptideos ou &cidos
nucléicos e, portanto, pode ser usada por aqueles
habilitados na técnica para definir membros da familia.

[031] Dominio <citoplasmdatico: Como ¢é conhecido na
técnica, polipeptideos algumas vezes possuem dominios
transmembrana, citoplasméticos e/ou extracelulares. Em
geral, um “dominio citoplasmético”, como aqui usado, se
refere a um dominio que possul um atributo de estar
presente no citoplasma. Como serd observado, ndo é
necessario que cada aminodcido em um dominio citoplasmatico

esteja presente no citoplasma. Por exemplo, em algumas
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modalidades, um dominio citoplasmatico é caracterizado pelo
fato de que um trecho ou porcgdo designada de uma proteina
estd substancialmente localizada no citoplasma. Como é bem
conhecido na técnica, seqgiiéncias de aminodcidos ou de
dcidos nucléicos podem ser analisadas wusando diversos
algoritmos para prever a localizacdo subcelular de proteina
(por exemplo, localizacd&o citoplasmatica). Programas desse
tipo exemplares incluem Psort (PSORT.orqg), Prosite
(prosite.expasy.org), entre outros.

[032] Forma de dosagem: Como aqui usados, o0s termos
“forma de dosagem” e “forma de dosagem unitaria” se referem
a uma unidade fisicamente distinta de um agente terapéutico
para o paciente a ser tratado. Cada unidade contém uma
quantidade predeterminada de material ativo calculada para
produzir o efeito terapéutico desejado. Serd subentendido,
no entanto, que a dosagem total da composicdo serd decidida
pelo médico assistente dentro do escopo de uma avaliacéo
médica consistente.

[033] Regime de dosagem: Um “regime de dosagem” (ou
“regime terapéutico”), como o termo é aqui usado, € um
conjunto de doses unitarias (tipicamente mais de uma) que
sdo administradas individualmente a um individuo,
tipicamente separadas por periodos de tempo. Em algumas
modalidades, certo agente terapéutico possui um regime de
dosagem recomendado, que pode envolver uma ou mais doses.
Em algumas modalidades, um regime de dosagem compreende
diversas doses, cada uma sendo separada da outra por um
periodo de tempo da mesma duracdo; em algumas modalidades,
um regime de dosagem compreende diversas doses e pelo menos

dois ©periodos de tempo diferentes que separam doses
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individuais.
[034] Expressdo: Como aqui usada, a “expressdo” de uma

seqiiéncia de &cidos nucléicos se refere a um ou mais dos

seguintes eventos: (1) producdo de um modelo de RNA a
partir de uma segliéncia de DNA (por exemplo, por
transcricédo); (2) processamento de um transcrito de RNA

(por exemplo, por splicing, edicdo, formacdo de cap 5’ e/ou
formacdo de extremidade 3’); (3) traducdo de um RNA em um
polipeptideo ou proteina; e/ou (4) modificacdo pds-traducado
de um polipeptideo ou proteina.

[035] Dominio extracelular: Como é conhecido na
técnica, polipeptideos algumas vezes possuem dominios
transmembrana, citoplasmadticos e/ou extracelulares. Em
geral, um “dominio extracelular”, como aqui usado, se
refere a um dominio que possul um atributo de estar
presente foram de uma célula. Como serd observado, ndo é
necessario que cada aminocdcido em um dominio extracelular
esteja presente fora da célula. Por exemplo, em algumas
modalidades, um dominio extracelular é caracterizado pelo
fato de que um trecho ou porcdo designada de uma proteina
estd substancialmente localizada fora da célula. Como é bem
conhecido na técnica, seqgiiéncias de aminodcidos ou de
adcidos nucléicos podem ser analisadas usando diversos
algoritmos para prever a localizacdo subcelular de proteina
(por exemplo, extracelular localizacgdo). Programas desse
tipo exemplares incluem Psort (PSORT.orqg), Prosite
(prosite.expasy.org), entre outros.

[036] Proteina de fusdo: Como aqui wusado, o termo
“proteina de fusdo” geralmente se refere a um polipeptideo

que 1inclui pelo menos dois segmentos, cada um deles
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mostrando um grau elevado de identidade de aminoacidos para
uma porcdo de peptideo que (1) ocorre na natureza, e/ou (2)
representa um dominio funcional de um polipeptideo.
Tipicamente, um polipeptideo que contém pelo menos dois
desses segmentos é considerado como sendo uma proteina de
fusdo se os dois segmentos sdo porgdes que: (1) ndo estdo
incluidas na natureza no mesmo peptideo, e/ou (2) ndo foram
ligadas previamente umas as outras em um tnico
polipeptideo, e/ou (3) foram ligadas umas as outras por
meio da acdo da mdo do homem.

[037] Gene: Como aqui usado, o termo “gene” possuili o
seu significado compreendido na técnica. Serd observado por
aqueles habilitados na técnica que o termo “gene” pode
incluir seqiiéncias reguladoras génicas (por exemplo,
promotores, intensificadores etc.) e/ou seqUéncias de
intron. Serd ainda observado que as definicdes de gene
incluem referéncias aos Aacidos nucléicos que ndo codificam
proteinas, mas sim codificam moléculas de RNA funcionais
como, por exemplo, tRNAs, agentes indutores de RNAi1 etc.
Para fins de clareza observamos que, como usado no presente
pedido, o termo “gene” geralmente se refere a uma porcgdo de
um acido nucléico que codifica uma proteina; o termo pode
opcionalmente englobar seqiiéncias reguladoras, como sera
evidente a partir do contexto para aqueles habilitados na
técnica. Essa definicdo ndo visa excluir a aplicacdo do
termo “gene” a unidades de expressdo que codificam ndo-
proteina, mas sim tornar mais claro que, na maioria dos
casos, O termo como usado nesse documento se refere a um
acido nucléico que codifica proteina.

[038] Produto génico ou produto de expressdo: Como agui
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usado, o termo “produto génico” ou “produto de expressao”
geralmente se refere a um RNA transcrito a partir do gene
(pré- e/ou pbs-processamento) ou um polipeptideo (pré- e/ou
pbés-modificacdo) codificado por um RNA transcrito pelo
gene.

[039] Heterdlogo: Como aqui usado, o termo “heterdlogo”
com relagcdo a uma proteina ou um polipeptideo, se refere a
uma proteina ou polipeptideo que é nédo ocorre naturalmente
em um organismo particular, por exemplo, um retrovirus ou
VLP. Em algumas modalidades, uma proteina ou polipeptideo
heterélogo nd&o ocorre naturalmente em um virion de
retrovirus particular. Como aqgui usado, o termo
“heter6logo” com relagcdo a um dominio de ©proteina
geralmente se refere a um dominio de proteina que ocorre
naturalmente em uma proteina particular.

[040] Imunogénico: Como aqui usado, o) termo
“imunogénico” significa capaz de produzir uma resposta
imune em um animal hospedeiro contra uma entidade que nédo é
do hospedeiro (por exemplo, um antigeno de HCMV). Em certas
modalidades, essa resposta imune forma a base da imunidade
protetora despertada por uma vacina contra um organismo
infeccioso especifico (por exemplo, um HCMV) .

[041] Resposta imune: Como aqui usado, o termo
“resposta imune” se refere a uma resposta despertada em um
animal. Uma resposta imune pode se referir a imunidade
celular, imunidade humoral, ou pode envolver ambas. Uma
resposta imune também pode ser limitada a uma parte do
sistema imune. Por exemplo, em certas modalidades, uma
composigdo imunogénica pode induzir uma resposta de IFNy

aumentada. Em certas modalidades, uma composicéao
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imunogénica pode induzir uma resposta de IgA mucosa (por
exemplo, como medida em lavagens nasais e/ou retais). Em
certas modalidades, uma composicdo imunogénica pode induzir
uma resposta de IgG sistémica (por exemplo, como medida no
soro). Em certas modalidades, uma composicdo imunogénica
pode induzir anticorpos neutralizantes de virus ou uma
resposta de anticorpos neutralizantes.

[042] Intensificar, aumentar ou reduzir: Como aqui
usados, os termos “intensificar”, “aumentar” ou “reduzir”,
ou equivalentes gramaticais, indicam valores que séo
relativos a uma medicdo basal, por exemplo, uma medicdo no
mesmo individuo antes do inicio do tratamento aqui
descrito, ou uma medicdo em um individuo de controle (ou
varios individuos de controle) na auséncia do tratamento
aqui descrito.

[043] Individuo, pessoa, paciente: Como aqui usados, os
termos “pessoa”, “individuo” ou “paciente” se referem a um
ser humano ou a um individuo mamifero n&o humano. Em
algumas modalidades, o} individuo (também denominado
“paciente” ou “individuo”) que estda sendo tratado é um
individuo (feto, bebé&, crianca, adolescente ou adulto) que
sofre de uma doenca, por exemplo, infeccdo por HCMV. Em
algumas modalidades, o individuo estd em risco para
infeccdo por HCMV. Em algumas modalidades, o individuo é um
individuo imunocomprometido. Por exemplo, em algumas
modalidades, o individuo imunocomprometido é selecionado do
grupo que consiste em um individuo infectado pelo HIV, um
paciente com AIDS, um receptor de transplante, um individuo
pedidtrico e uma mulher gravida. Em algumas modalidades, o

individuo foi exposto a infeccdo por HCMV. Em algumas
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modalidades, o individuo € um humano.

[044] Isolada: Como aqui usado, o termo “isolada” se
refere a uma substdncia e/ou entidade que foi (1) separada
de pelo menos alguns dos componentes com 0s quais estava
associada quando inicialmente produzida (seja na natureza
e/ou em um ambiente experimental), e/ou (2) produzida,
preparada e/ou fabricada pela mdo do homem. Substidncias
e/ou entidades 1isoladas podem ser separadas por cerca de
10%, cerca de 20%, cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de
50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de
90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de
94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de
98%, cerca de 99%, ou mais do que cerca de 99% dos outros
componentes com os quals estavam inicialmente associadas.
Em algumas modalidades, agentes isolados sdo cerca de 80%,
cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%,
cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%,
cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99%, ou mais do que
cerca de 99% puros. Como aqui usado, uma substdncia é
“pura” caso ela seja substancialmente 1livre de outros
componentes. Como aqui usado, o) cdlculo da pureza
percentual de substdncias e/ou entidades isoladas nado deve
incluir excipientes (por exemplo, tampdo, solvente, 4&gua
etc.).

[045] Vinculador: Como aqui usado, o termo “vinculador”
se refere a, por exemplo, em uma proteina de fusdo, uma
seqiiéncia de aminocdcidos de um comprimento apropriado
diferente daquele que aparece em uma posicdo particular na
proteina natural e é geralmente projetado para ser flexivel

e/ou interpor uma estrutura, por exemplo, uma «-hélice,
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entre duas porgdes de proteina. Em geral, um vinculador
permite que dois ou mais dominios de uma proteina de fuséo

retenham 50%, 55%, ©60%, 65%, 70

o\

, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%
ou mais da atividade biocldégica de cada um dos dominios. Um
vinculador também pode ser denominado um espacador.

[046] Acido nucléico: Como aqui usado, o termo “acido
nucléico”, em seu sentido mais amplo, se refere a qualquer
composto e/ou substdncia que estd ou pode ser incorporado
em uma cadeia de oligonucleotideos. Em algumas modalidades,
um acido nucléico é um composto e/ou substédncia que estd ou
pode ser incorporado em uma cadeia de oligonucleotideos por
meio de uma ligacdo fosfodiéster. Em algumas modalidades,
“acido nucléico” se refere a residuos de acidos nucléicos
individuais (por exemplo, nucleotideos e/ou nucleosideos).
Em algumas modalidades, “acido nucléico” se refere a uma
cadeia de oligonucleotideos que compreende residuos de
dcidos nucléicos individuais. Como aqui usados, os termos
“oligonucleotideo” e “polinucleotideo” podem ser usados de
forma intercambiavel. Em algumas modalidades, “acido
nucléico” engloba RNA, além de DNA e/ou cDNA de fita
simples e/ou dupla. Além disso, os termos “acido nucléico”,
“DNA”, “RNA” e/ou termos similares incluem anadlogos de
adcido nucléico, ou seja, andlogos gque possuem um arcabouco
diferente de um arcabouco de fosfodiéster. Por exemplo, oS
denominados “acidos nucléicos peptidicos”, que sdo
conhecidos na técnica e possuem ligacdes peptidicas ao
invés de ligacdes fosfodiéster no arcabouco, sdo
considerados dentro do escopo da presente invencdo. O termo
“seqliéncia de nucleotideos que codifica uma seqiiéncia de

aminocacidos” inclui todas as seqiiéncias de nucleotideos que
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sdo versdes degeneradas entre elas e/ou codificam a mesma
seqiiéncia de aminodcidos. Seqiéncias de nucleotideos que
codificam proteinas e/ou RNA podem incluir introns. Acidos
nucléicos podem ser purificados de fontes naturais,
produzidos com o uso de sistemas recombinantes de expressao
e, opcionalmente, purificados, sintetizados qgquimicamente
etc. Quando adequado, por exemplo, no caso de moléculas
sintetizadas quimicamente, acidos nucléicos podem
compreender analogos de nucleosideo como, por exemplo,
andlogos que possuem bases ou aclucares modificados
qgquimicamente, modificacdes do arcabouco etc. Uma seqgliéncia
de 4&cidos nucléicos é apresentada na direcdo 5’ a 3’, a
menos que indicado de forma diferente. O termo “segmento de
acido nucléico” é aqui usado para se referir a uma
seqiiéncia de 4&cidos nucléicos que é uma porcdo de uma
seqliéncia de 4cidos nucléicos mais longa. Em muitas
modalidades, um segmento de &cido nucléico compreende pelo
menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou mais residuos. Em algumas
modalidades, um acido nucléico é ou compreende nucleosideos
naturais (por exemplo, adenosina, timidina, guanosina,
citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina,
desoxiguanosina e desoxicitidina); andlogos de nucleosideos
(por exemplo, 2—aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina,
pirrolo-pirimidina, 3-metil adenosina, 5-metilcitidina, C-5
propinil-citidina, C-5 propinil-uridina, Z2-aminocadenosina,
C5-bromouridina, C5-fluoruridina, C5-iodouridina, C5-
propinil-uridina, Cb-propinil- citidina, Cb5-metilcitidina,
2-aminoadenosina, 7-deaza-adenosina, 7-deaza-guanosina, 8-
oxoadenosina, 8-oxo-guanosina, O(6)-metilguanina e 2-

tiocitidina); bases modificadas guimicamente; bases
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modificadas biologicamente (por exemplo, bases metiladas);
bases intercaladas; acgucares modificados (por exemplo, 2'-
fltor-ribose, ribose, 2’ -desbdéxi-ribose, arabinose e
hexose); e/ou grupos fosfato modificados (por exemplo,
ligacdes fosforotioatos e 5’-N-fosforamidita). Em algumas
modalidades, a presente invencdo é especificamente dirigida
a “acidos nucléicos ndo modificados”, o que significa
acidos nucléicos (por exemplo, polinucleotideos e residuos,
incluindo nucleotideos e/ou nucleosideos) que ndo foram
modificados quimicamente a fim de facilitar ou obter
liberacéo.

[047] Farmaceuticamente aceitdvel: O termo
“farmaceuticamente aceitavel”, como aqui usado, se refere
as substéncias que, dentro do escopo de uma avaliacédo
médica consistente, sdo adequadas para uso em contato com
0s tecidos de seres humanos e animais sem toxicidade
excessiva, irritacdo, resposta alérgica, ou outro problema
ou complicacéo, compativel com uma proporgao
risco/beneficio razoavel.

[048] Polipeptideo: Como aqui usado, um “polipeptideo”,
em termos gerais, ¢é uma fileira de pelo menos dois
aminocacidos anexados entre eles por uma ligacdo peptidica.
Em algumas modalidades, um polipeptideo pode incluir pelo
menos 3-5 aminodcidos, cada um deles anexado aos outros por
meio de pelo menos uma ligacdo peptidica. Aqueles
habilitados na técnica observardo que polipeptideos algumas
vezes incluem aminoé&cidos “ndo naturais” ou outras
entidades que, no entanto, sdo capazes de se integrar em
uma cadeia polipeptidica, opcionalmente.

[049] Poliproteina: Como aqui usado, o) termo
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“poliproteina”, geralmente se refere a uma proteina dque,
apds sintese, pode ser clivada para produzir varios
polipeptideos funcionalmente distintos. Uma poliproteina é
tipicamente codificada por uma inica seqgiéncia de
aminoadcidos. Em algumas modalidades, uma poliproteina né&o
clivada retém a atividade Dbioldégica de suas partes
componentes. Alguns virus produzem essas poliproteinas, por
exemplo, uma poliproteina Gag, que pode ser retida como uma
poliproteina funcional ou pode ser processada em varios
polipeptideos funcionalmente distintos. Funcionalmente, a
poliproteina Gag é dividida em trés dominios: o dominio de
ligacdo de membrana, gque direciona a poliproteina Gag a
membrana celular; o dominio de interacdo gque promove a
polimerizacdo de Gag; e o dominio tardio que facilita a
liberacé&o de virions nascentes pela célula hospedeira. Em
geral, a forma da proteina Gag que medeia a montagem da
particula viral é a poliproteina.

[050] Porcdo de automontagem: Em geral, uma “porcdo de
automontagem”, como agqui usada, se refere a um trecho
relevante de uma entidade gque adota um arranjo definido sem
direcionamento ou gerenciamento por uma fonte externa. Em
algumas modalidades, a entidade é uma proteina. Em algumas
modalidades, a entidade ¢é uma poliproteina. Em algumas
dessas modalidades, o trecho relevante tem pelo menos 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 ou mais residuos. A
automontagem pode ser exibida, por exemplo, dentro do
contexto de uma célula (por exemplo, in vivo). Alternativa

ou adicionalmente, a automontagem pode ser exibida fora do
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contexto de uma célula (por exemplo, in vitro). A
automontagem pode ser intramolecular (por exemplo,
enovelamento) e/ou intermolecular. Em algumas modalidades,
a automontagem pode ser macromolecular, em que entidades se
automontam em uma estrutura macromolecular complexa e/ou
estendida. Entidades automontadas podem exibir uma ampla
gama de motivos estruturais incluindo, sem limitacéo,
particulas, fibras, laminas e fitas. Em algumas
modalidades, a automontagem de uma entidade ¢é importante
para uma funcdo bioldégica da entidade. Por exemplo, em
algumas modalidades, a automontagem de um lipideo leva a
formagcao de uma estrutura da membrana celular. Em algumas
modalidades, a automontagem de uma proteina (por exemplo,
uma proteina viral estrutural) em um contexto celular leva
a formacdo de uma estrutura de particula (por exemplo, uma
estrutura de particula viral) . Por exemplo, uma
poliproteina estrutural viral pode conter uma seqgiiéncia de
direcionamento que é capaz de direcionar sua localizacdo a
uma membrana celular de sua célula hospedeira (por exemplo,
membrana plasmatica, endossomo etc.) da qual a poliproteina
estrutural viral pode brotar para formar uma VLP gque contém
material membranoso celular hospedeiro que circunda a
poliproteina estrutural viral.

[051] Homologia substancial: A frase “homologia
substancial” é aqui usada para se referir a uma comparacédo
entre seqgiiéncias de aminoacidos ou de acidos nucléicos.
Como sera observado por aqueles habilitados na técnica,
duas seqliéncias sdo geralmente consideradas como sendo
“substancialmente homdélogas” caso contenham residuos

homélogos em posigcdes correspondentes. Residuos homdlogos
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podem ser residuos idénticos. Alternativamente, residuos
homélogos podem ser residuos néo idénticos com
caracteristicas estruturais e/ou funcionais apropriadamente
similares. Por exemplo, como ¢é bem conhecido por aqueles
habilitados na técnica, certos aminocdcidos s&do tipicamente
classificados como aminoéacidos “hidrofébicos” ou
“hidrofilicos”, e/ou as como tendo cadeias laterais
“polares” ou “ndo polares”. A substituicdo de um aminodcido
por outro do mesmo tipo pode freqiientemente ser considerada
como uma substituicdo “homdbdéloga”.

[052] Como é bem conhecido nessa técnica, seqgiiéncias de
aminoadcidos ou de 4&cidos nucléicos podem ser comparadas
usando qualquer um de diversos algoritmos, incluindo
aqueles disponiveis em programas de computador comerciais
como, por exemplo, BLASTN para seqiéncias de nucleotideos e
BLASTP, BLAST com lacunas e PSI-BLAST para seqgiéncias de
aminodcidos. Programas desse tipo exemplares sdo descritos
em Altschul, e cols., “Basic Local Alignment Search Tool”,
J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, e cols.,
“"Methods in Enzymology” 266: 460-480 (1996); Altschul, e
cols., “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a New Generation of
Protein Database Search Programs”, Nucleic Acids Res. 25:
3.389-3.402, 1997; Baxevanis, e cols., “Bioinformatics : A
Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins”,
Wiley, 1998; e Misener, e cols., (eds.), “Bioinformatics
Methods and Protocols” (“"Methods in Molecular Biology”,
Vol. 132), Humana Press, 1999. Além da identificacédo de
seqgiiéncias homdlogas, 0s programas mencionados acima
tipicamente fornecem uma indicacdo do grau de homologia. Em

algumas modalidades, duas seqiéncias sdo consideradas como
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sendo substancialmente hombélogas se pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%) ou mais de seus residuos
correspondentes sdo hombélogos ao longo de um trecho
relevante de residuos. Em algumas modalidades, o trecho
relevante é uma seqgiiéncia completa. Em algumas modalidades,
o0 trecho relevante tem pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, o©0, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125,
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425,
450, 475, 500 ou mais residuos.

[053] Identidade  substancial: A frase “identidade
substancial” é agqui usada para se referir a uma comparacéo
entre seqiiéncias de aminodcidos ou de acidos nucléicos.
Como sera observado por aqueles habilitados na técnica,
duas seqgiiéncias sdo geralmente consideradas como sendo
“substancialmente idénticas” caso contenham residuos
idénticos em posig¢des correspondentes. Como é bem conhecido
nessa técnica, seqiiéncias de aminoadcidos ou de &acidos
nucléicos podem ser comparadas usando qualquer um de
diversos algoritmos, incluindo aqueles disponiveis em
programas de computador comerciais como, por exemplo,
BLASTN para seqiiéncias de nucleotideos e BLASTP, BLAST com
lacunas e PSI-BLAST para seqUéncias de aminoacidos.
Programas desse tipo exemplares sdo descritos em Altschul,
e cols., "“Basic Local Alignment Search Tool”, J. Mol.
Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, e cols., “Methods
in Enzymology” 266: 460-480 (1996); Altschul e cols.,
Nucleic Acids Res. 25: 3.389-3.402, 1997; Baxevanis e
cols., “Bioinformatics : A Practical Guide to the Analysis

of Genes and Proteins”, Wiley, 1998; e Misener, e cols.,
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(eds.), “Bioinformatics Methods and Protocols” (“Methods in
Molecular Biology”, Vol. 132), Humana Press, 1999. Além da
identificacéo de seqiiéncias idénticas, os programas
mencionados acima tipicamente fornecem uma indicacdo do
grau de identidade. Em algumas modalidades, duas seqiiéncias
sdo consideradas como sendo substancialmente idénticas caso
pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais de seus
residuos correspondentes sejam idénticos ao longo de um
trecho relevante de residuos. Em algumas modalidades, o
trecho relevante ¢é uma seqiiéncia completa. Em algumas
modalidades, o trecho relevante tem pelo menos 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500 ou mais residuos.

[054] “Que sofre de”: Um individuo que esteja “sofrendo
de” uma doenca, disturbio ou condicéo (por exemplo,
infecgdo por HCMV) foi diagnosticado com e/ou exibe um ou
mais sintomas da doenca, disturbio ou condicéo.

[055] “Suscetivel a”: Um individuo que é “suscetivel a”
uma doenca, distuUrbio ou condicdo (por exemplo, infeccéo
por HCMV) estd em risco para o desenvolvimento da doencga,
disttrbio ou condicdo. Em algumas modalidades, um individuo
que ¢é suscetivel a uma doenca, distUrbio ou condicdo né&o
exibe nenhum sintoma da doenca, distirbio ou condicdo. Em
algumas modalidades, um individuo que é suscetivel a uma
doenca, disturbio ou condicdo ndo foi diagnosticado com a
doenca, disturbio e/ou condicdo. Em algumas modalidades, um
individuo que ¢é suscetivel a wuma doenca, disturbio ou

condicdo ¢é um individuo que foi exposto as condigdes
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associadas ao desenvolvimento da doenca, disturbio ou
condigdo (por exemplo, o individuo foi exposto ao HCMV).

[056] “Os sintomas sdo reduzidos”: De acordo com a
presente invencdo, “sintomas sdo reduzidos” quando um ou
mais sintomas de uma doenca, disturbio ou condicé&o
particular sdo reduzidos em magnitude (por exemplo,
intensidade, severidade etc.) ou freqgliéncia. Para fins de
clareza, um retardo no surgimento de um sintoma particular
& considerado uma forma de reducdo da freqgiiéncia daquele
sintoma. Deseja-se que a presente invencdo seja limitada
apenas aos casos nos quais os sintomas sdo eliminados. A
presente invencdo especificamente contempla o tratamento em
que um ou mais sintomas s&o reduzidos (e a condicdo do
individuo é, assim, “melhorada”), apesar de nao
completamente eliminados.

[057] Quantidade terapeuticamente eficaz: Como aqui
usado, o termo “quantidade terapeuticamente eficaz” se
refere a uma quantidade suficiente para conferir um efeito
terapéutico no individuo tratado, em uma pProporgao
risco/beneficio razoadvel aplicdvel a qualquer tratamento
médico. O efeito terapéutico pode ser objetivo (ou seja,
mensuravel por algum teste ou marcador) ou subjetivo (ou
seja, o individuo d& uma indicacdo ou sente um efeito). Em
particular, a “quantidade terapeuticamente eficaz” se
refere a uma quantidade de uma proteina ou composicédo
terapéutica eficaz para tratar, melhorar ou evitar uma
doenca ou condigcdo desejada, ou para exibir um efeito
terapéutico ou preventivo detectavel, por exemplo, por
melhora de sintomas associados a doenca, prevencdo ou

retardo do surgimento da doenca, e/ou também reducdo da
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severidade ou freqgliiéncia de sintomas da doenca. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz é comumente administrada
em um regime de dosagem que pode compreender multiplas
doses unitarias. Para qualgquer composicdo imunogénica
particular, uma gquantidade terapeuticamente eficaz (e/ou
uma dose unitdria apropriada dentro de um regime de dosagem
eficaz) pode variar, por exemplo, dependendo da wvia de
administracéao, da combinacéo com outros agentes
farmacéuticos. Além disso, a quantidade terapeuticamente
eficaz (e/ou dose wunitéaria) especifica para dqualquer
paciente particular pode depender de diversos fatores,
incluindo do disturbio que estd sendo tratado e da
severidade do disttrbio; da atividade do agente
farmacéutico especifico empregado; da composicgdo especifica
empregada; da idade, peso corporal, saude geral, sexo e
dieta do paciente; do momento da administracdo, da via de
administracdo, e/ou da taxa de excrecdo ou metabolismo da
composicdo imunogénica especifica empregada; da duracdo do
tratamento; e fatores semelhantes, como é bem conhecido nas
técnicas médicas.

[058] Dominio  transmembrana: Como ¢é conhecido na
técnica, polipeptideos algumas vezes possuem dominios
transmembrana, citoplasmaticos e/ou extracelulares. Em
geral, um “dominio transmembrana”, como aqui usado, se
refere a um dominio que possul um atributo de estar
presente na membrana (por exemplo, que transpde uma porgao
ou toda uma membrana celular). Como serd observado, nao é
necessario que cada aminodcido em um dominio transmembrana
esteja presente na membrana. Por exemplo, em algumas

modalidades, um dominio transmembrana é caracterizado pelo
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fato de que um trecho ou porcgdo designada de uma proteina
esta substancialmente localizada na membrana. Como ¢é bem
conhecido na técnica, seqgiiéncias de aminoadcidos ou de
dcidos nucléicos podem ser analisadas wusando diversos
algoritmos para prever a localizacdo subcelular de proteina
(por exemplo, transmembrana localizacdo). Programas desse
tipo exemplares incluem Psort (PSORT.org), Prosite
(prosite.expasy.org), entre outros.

[059] Tratamento: Como aqui usado, o termo “tratamento”

ANY

(também “tratar” ou que trata”) se refere a qualquer
administracdo de uma composicdo imunogénica que, parcial ou
completamente, alivia, melhora, reduz, inibe, retarda o
surgimento de, reduz a severidade de e/ou reduz a
incidéncia de um ou mais sintomas ou caracteristicas de uma
doenca, disturbio e/ou condicdo particular (por exemplo,
infecgcdo por HCMV) ou a predisposicdo a doenca. Esse
tratamento pode ser de um individuo gque ndo exibe sinais da
doenca, disturbio e/ou condicdo relevante e/ou de um
individuo que exibe apenas sinais iniciais da doencga,
distirbio e/ou condicdo. Alternativa ou adicionalmente,
esse tratamento pode ser de um individuo que exibe um ou
mais sinais estabelecidos da doenca, disturbio e/ou

A\Y

condicdo relevante. Em certas modalidades, o termo que
trata” se refere a vacinacdo de um paciente.

[060] Vacinacdo: Como aqui usado, o termo “vacinacao”
se refere a administracdo de uma composicdo destinada a
gerar uma resposta imune, por exemplo, a um agente causador
de doenca (por exemplo, HCMV). Para os objetivos da

presente invencdo, a vacinacdo pode ser administrada antes,

durante e/ou depois da exposicdo a um agente causador de
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doenca e, em certas modalidades, antes, durante e/ou logo
depois da exposicdo ao agente. Em algumas modalidades,
vacinacdo inclui multiplas administracdes, apropriadamente
espacadas no tempo, de uma composicdo de vacinacdo.

[061] Vetor. Como aqui usado, “wetor” se refere a uma
molécula de acido nucléico que pode transportar outro acido
nucléico ao qual estd associado. Em algumas modalidades,
vetores sdo capazes de replicacdo extracromossdmica e/ou
expressdo de acidos nucléicos aos quais estdo ligados em
uma célula hospedeira como, por exemplo, uma célula
eucaridtica e/ou procaridtica. Vetores capazes de dirigir a
expressdo de genes ligados operacionalmente sdo aqui
denominados “vetores de expressdo”.

Descricdo detalhada de certas modalidades

[062] Entre outras coisas, a presente invencdo fornece
métodos e composicdes Uteis para profilaxia, tratamento,
e/ou estudo de infeccdo pelo citomegalovirus humano (HCMV) .
Em algumas modalidades, a presente invencéao fornece
particulas virus-like (VLPs) que compreendem uma ou mais
proteinas centrais do virus da leucemia murina de Moloney
(MMLV) e incluem um ou mais epitopos do HCMV como, por
exemplo, de glicoproteinas do envelope gB e/ou gH e/ou
proteina do tegumento pp65 do HCMV. Entre outras coisas, a
presente invencdo engloba o reconhecimento de que uma
combinacdo de antigenos (por exemplo, glicoproteinas do
envelope e proteinas estruturais) pode 1levar a inducéo
aumentada de respostas imunes benéficas, por exemplo, que
incluem tanto uma resposta humoral (por exemplo, producdo
de anticorpos neutralizantes) gquanto uma resposta celular

(por exemplo, ativacdo de célula T). As VLPs fornecidas
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podem ser caracterizadas pelo fato de ndo conter RNA ou DNA
viral e serem ndo infecciosas. Em algumas modalidades, as
VLPs fornecidas contém RNA ou DNA viral e sdo infecciosas.
Em algumas dessas modalidades, as VLPs fornecidas sdo uteis
como uma vacina de DNA.

[063] Em algumas modalidades, a resposta imune humoral
em um individuo é sustentada por pelo menos cerca de 1 més,
pelo menos cerca de 2 meses, pelo menos cerca de 3 meses,
pelo menos cerca de 4 meses, pelo menos cerca de 5 meses,
pelo menos cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 7 meses,
pelo menos cerca de 8 meses, pelo menos cerca de 9 meses,
pelo menos cerca de 10 meses, pelo menos cerca de 11 meses,
pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de 13 meses,
pelo menos cerca de 14 meses, pelo menos cerca de 15 meses,
pelo menos cerca de 16 meses, pelo menos cerca de 17 meses,
pelo menos cerca de 18 meses, pelo menos cerca de 19 meses,
pelo menos cerca de 20 meses, pelo menos cerca de 21 meses,
pelo menos cerca de 22 meses, pelo menos cerca de 23 meses,
pelo menos cerca de 24 meses, pelo menos cerca de 28 meses,
pelo menos cerca de 32 meses, pelo menos cerca de 36 meses,
pelo menos cerca de 40 meses, pelo menos cerca de 44 meses,
pelo menos cerca de 48 meses, ou mais tempo. Em algumas
modalidades, a resposta imune celular em um individuo é
sustentada por pelo menos cerca de 1 més, pelo menos cerca
de 2 meses, pelo menos cerca de 3 meses, pelo menos cerca
de 4 meses, pelo menos cerca de 5 meses, pelo menos cerca
de 6 meses, pelo menos cerca de 7 meses, pelo menos cerca
de 8 meses, pelo menos cerca de 9 meses, pelo menos cerca
de 10 meses, pelo menos cerca de 11 meses ou pelo menos 12

meses.
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[064] Em algumas modalidades, as VLPs fornecidas sé&o
circundadas por uma membrana lipidica, contendo
opcionalmente um ou mails epitopos de glicoproteinas do
envelope viral (por exemplo, gB e/ou gH) que sdo antigenos
que participam na inducdo de anticorpos neutralizantes de
virus.

[065] Em algumas modalidades, as VLPs fornecidas contém
um ou mais epitopos de proteinas virais estruturais (por
exemplo, pp65) que sdo antigenos que participam na inducgéo
de respostas imunes celulares (por exemplo, resposta de
células T). Em algumas modalidades, as proteinas virais
estruturais utilizadas (por exemplo, pp65) tanto estimulam
formacdo de células T helper (TH) quanto tanto induzem
linfécitos T citotdxicos (CTL) contra HCMV.

[066] Em algumas modalidades, a presente invencéo
fornece variantes de glicoproteinas do envelope viral (por
exemplo, gB e/ou gH). Em algumas modalidades, uma
glicoproteina do envelope viral variante é ou compreende
uma proteina de fusdo. Em algumas modalidades, uma variante
de uma glicoproteina viral compreende um dominio de
proteina heterdlogo (por exemplo, um dominio transmembrana
e/ou citoplasmidtico de uma proteina diferente). Em algumas
modalidades, uma variante de uma proteina viral estrutural
compreende um antigeno ou epitopo heterdlogo. Em algumas
modalidades, a presente invencdao fornece VLPs que
compreendem variantes de proteinas virais estruturais. Em
algumas modalidades, uma variante de uma proteina vwviral
estrutural é ou compreende uma proteina de fuséo.

I. Particulas virus-1like (VLPs)

[067] Retrovirus sdo virus de RNA envelopados que
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pertencem a familia Retroviridae. Apds infecgdo de uma
célula hospedeira por um retrovirus, o RNA é transcrito em
DNA por meio da enzima transcriptase reversa. O DNA é entdo
incorporado no genoma da célula hospedeira por uma enzima
integrase e a seguir replica como parte do DNA da célula
hospedeira. A familia Retroviridae inclui os seguintes
géneros: Alfa-retrovirus, Beta-retrovirus, Gama-retrovirus,
Delta-retrovirus, Epsilon—retrovirus, Lentivirus e
Espumavirus. Os hospedeiros para essa familia de retrovirus
geralmente s&o vertebrados. Retrovirus produzem um virion
infeccioso que contém um nucleocapsideo esférico (o genoma
viral em complexo com proteinas virais estruturais)
circundado por uma bicamada lipidica derivada da membrana
da célula hospedeira.

[068] Vetores retrovirais podem ser usados para gerar
virions envelopados dque sdo infecciosos e replicacéo-
competentes ou replicacdo-defeituosos. Vetores retrovirais
infecciosos replicacdo-competentes contém todos o0s genes
necessarios para sintese de virion e continuam a se
autopropagar apds ocorrer infeccdo da célula hospedeira.
Vetores retrovirais infecciosos replicacdo-defeituosos néo
se espalham apdés a infeccdo inicial. Isso é obtido por
substituicdo da maioria das regides <codificadoras do
retrovirus com genes ou seqiiéncias de nucleotideos a serem
transferidos, de tal forma que o vetor seja incapaz de
produzir proteinas necessarias para rodadas adicionais de
replicacéo.

[069] Alternativa ou adicionalmente, vetores
retrovirais podem ser usados para gerar particulas virus-

like (VLPs) que ndo possuem um genoma derivado de
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retrovirus e sdo tanto ndo infecciosos gquanto néo
replicantes. Por causa das propriedades vantajosas das
VLPs, as VLPs podem ser utilizadas como um sistema de
liberacdo de antigeno. Além disso, como as VLPs sdo né&o
infecciosas, elas podem ser administradas seguramente como
uma composicdo imunogénica (por exemplo, uma vacina). VLPs
sdo geralmente estruturalmente similares aos virions
envelopados descritos acima, mas ndo possuem um genoma
derivado de retrovirus, tornando improvavel que a
replicacdo viral ocorra. A expressdo de proteinas do
capsideo (por exemplo, Gag) de alguns virus (por exemplo,
virus da leucemia murina, por exemplo, o virus da leucemia
murina de Moloney (MMLV)) leva a automontagem em particulas
similares ao virus nativo correspondente, cujas particulas
sdo livres de material genético viral.

[070] Uma ampla variedade de VLPs foi preparada. Por
exemplo, VLPs que incluem uma Unica ou multiplas proteinas
do capsideo com ou sem proteinas do envelope e/ou
glicoproteinas de superficie foram preparadas. Em alguns
casos, VLPs sdo nao envelopadas e se montam por expressao
de apenas uma proteina principal do capsideo, como mostrado
para VLPs preparadas a partir de hepadnavirus (por exemplo,
Engerix™, GSK e Recombivax HB™, Merck), papilomavirus (por
exemplo, Cervarix™, GSK e Gardasil™, Merck), parvovirus ou
poliomavirus. Em algumas modalidades, VLPs s&o envelopadas
e podem compreender multiplas proteinas antigénicas
encontradas no virus nativo correspondente. VLPs
tipicamente se parecem com seu virus nativo correspondente
e podem ser estruturas particuladas multivalentes. Em

algumas modalidades, proteinas antigénicas podem ser
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apresentadas internamente dentro da VLP, como um componente
da estrutura da VLP, e/ou sobre a superficie da VLP. A
presente invencdo engloba o reconhecimento de que a
apresentacdo de um antigeno no contexto de uma VLP ¢é
vantajosa para inducdo de anticorpos neutralizantes contra
o antigeno, quando comparada com outras formas de
apresentacdo de antigeno, por exemplo, antigenos soluveis
ndo associados a uma VLP. Anticorpos neutralizantes mais
freqlientemente reconhecem estruturas terciarias ou
quaterndrias; isso freglientemente exige a apresentacdo de
proteinas antigénicas, como glicoproteinas do envelope, em
sua conformacéo viral nativa. Alternativa ou
adicionalmente, VLPs podem ser Uteis para apresentacdo de
antigenos em um contexto que induz imunidade celular (por
exemplo, resposta de célula T). A presente invencdo ainda
engloba a percepcdo de que o uso de combinacgcdes de
antigenos em sistemas de VLP pode gerar resposta imune
aumentada.

A. Proteinas estruturais

[071] Em algumas modalidades, a presente invencéo
utiliza  VLPs compostas por uma ou mais proteinas
estruturais retrovirais (por exemplo, Gag). Em algumas
modalidades, uma proteina estrutural para uso de acordo com
a presente 1nvencdo é proteina estrutural de Alfa-
retrovirus (por exemplo, virus da leucose aviaria), Beta-
retrovirus (virus do tumor mamdrio do camundongo), Gama-
retrovirus (virus da leucemia murina), Delta-retrovirus
(virus da leucemia bovina), Epsilon-retrovirus (virus do
sarcoma dérmico de Walley), Lentivirus (virus da

imunodeficiéncia humana 1) ou Espumavirus (virus espumoso
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do chimpanzé). Em certas modalidades, uma poliproteina
estrutural é uma proteina estrutural do virus da leucemia
murina (MLV). Genomas desses retrovirus sé&do facilmente
disponiveis em bases de dados. Os genes de Gag de todos
esses retrovirus possuem uma similaridade estrutural global
e dentro de cada grupo de retrovirus estdo conservados no
nivel de aminoacido. Proteinas Gag retrovirais
primariamente funcionam na montagem viral. O gene de Gag na
forma de uma poliproteina d& origem as proteinas
estruturais centrais da VLP. O gene de Gag de MLV codifica
um precursor de poliproteina de 65 kDa que é clivado
proteoliticamente em 4 proteinas estruturais (Matriz (MA);
rl2; Capsideo (Ch) ; e Nucleocapsideo (NC)), por MLV
protease, no virion maduro. Retrovirus montam capsideo
imaturo composto pela poliproteina Gag formada a partir do
polipeptideo Gag, mas desprovido de outros elementos virais
como protease viral com Gag como a proteina estrutural da
particula do virus imaturo. Funcionalmente, a poliproteina
Gag é dividida em trés dominios: o dominio de ligac&o de
membrana, que direciona a poliproteina Gag a membrana
celular; o dominio de interacd&o que promove polimerizacdo
de Gag; e o dominio tardio que facilita a liberacdo de
virions nascentes pela célula hospedeira. A forma da
proteina Gag que medeia a montagem da particula viral é a
poliproteina.

[072] Em algumas modalidades, uma proteina estrutural
retroviral para uso de acordo com a presente invencdo é um
polipeptideo Gag. Como aqui usado, o termo “polipeptideo
Gag” é o polipeptideo estrutural derivado de retrovirus que

é responsavel pela formacdo das VLPs aqui descritas e se
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refere a uma seqgiiéncia polipeptidica cuja seqléncia de
aminoacidos inclui pelo menos uma seqiéncia caracteristica
de Gag. Uma ampla variedade de seqiéncias de Gag de varios
retrovirus é conhecida na técnica, e aqueles habilitados na
técnica, em relacdo a essas seqUéncias, podem facilmente
identificar seqgliéncias que sdo caracteristicas de proteinas
Gag geralmente, e/ou de polipeptideos Gag particulares.
[073] Um polipeptideo Gag exemplar para uso de acordo
com a presente invencdo é mostrado como SEQ ID NO: 1
abaixo. Em algumas modalidades, um polipeptideo Gag
adequado é substancialmente homélogo a um polipeptideo Gag
retroviral conhecido. Por exemplo, um polipeptideo Gag pode
ser um polipeptideo Gag retroviral modificado contendo uma
ou mais substituicdes, delecdes e/ou insercdes de
aminoacidos, quando comparado com um polipeptideo Gag do
tipo selvagem ou de ocorréncia natural (por exemplo, SEQ ID
NO: 1) retendo, ao mesmo tempo, atividade de automontagem
substancial. Dessa forma, em algumas modalidades, um
polipeptideo Gag adequado a presente invencéo é
substancialmente homdélogo a um polipeptideo Gag de MMLV
(SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, um polipeptideo Gag
adequado a presente invencdo possul uma seqiéncia de
aminoacidos pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
mais homdéloga ao SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, um
polipeptideo Gag adequado a presente invencéo é
substancialmente idéntico a um polipeptideo Gag de MMLV
(SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, um polipeptideo Gag
adequado a presente invencdo possui uma seqgiéncia de

aminoacidos pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
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mais idéntica ao SEQ ID NO: 1.

Seqiéncia de aminoacidos de Gag de MMLV (SEQ ID NO: 1)
MGQTVTTPLSLTLGHWKTJVEPJAFINQSVDVKKRRWVTEFCSAEWPTENVGWPRDGTEN
RDLITQVKIKVFSPGPHGHPDQVPYIVTWEALAFDPPPWVKPFVHPKPPPPLPPSAPSL
PLEPPRSTPPRSSLYPALTPSLGAKPKPQVLSDSGGPLIDLLTEDPPPYRDPRPPPSDR
DGNGGEATPAGEAPDPSPMASRLRGRREPPVADSTTSQAFPLRAGGNGQLQYWPESSSD
LYNWKNNNPSFSEDPGKLTALIESVLITHQPTWDDCQQLLGTLLTGEEKQRVLLEARKA
VRGDDGRPTQLPNEVDAAFPLERPDWDYTTQAGRNHLVHYRQLLLAGLONAGRSPTNLA
KVKGITQGPNESPSAFLERLKEAYRRYTPYDPEDPGQETNVSMSFIWQSAPDIGRKLER
LEDLKKTLGDLVREAEKIFNKRETPEEREERIRRETEEKEERRRTEDEQKEKERDRRRH
REMSKLLATVVSGQKQDRQGGERRRSQLDRDQCAYCKEKGHWAKDCPKKPRGPRGPRPQ
TSLLTLDD (SEQ ID NO: 1)

Seqiéncia de nucleotideos de Gag de MMLV (SEQ ID NO: 2)
ATGGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGA
GCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCT
CTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGAC
CTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCA
GGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGC
CCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTCCCCCTT
GAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCT
AGGCGCCAAACCTAAACCTCAAGTTCTTTCTGACAGTGGGGGGCCGCTCATCGACCTAC
TTACAGAAGACCCCCCGCCTTATAGGGACCCAAGACCACCCCCTTCCGACAGGGALCGGA
AATGGTGGAGAAGCGACCCCTGCGGGAGAGGCACCGGACCCCTCCCCAATGGCATCTCG
CCTACGTGGGAGACGGGAGCCCCCTGTGGCCGACTCCACTACCTCGCAGGCATTCCCCC
TCCGCGCAGGAGGAAACGGACAGCTTCAATACTGGCCGTTCTCCTCTTCTGACCTTTAC
AACTGGAAAAATAATAACCCTTCTTTTTCTGAAGATCCAGGTAAACTGACAGCTCTGAT
CGAGTCTGTTCTCATCACCCATCAGCCCACCTGGGACGACTGTCAGCAGCTGTTGGGGA
CTCTGCTGACCGGAGAAGAAAAACAACGGGTGCTCTTAGAGGCTAGAAAGGCGGTGCGG

GGCGATGATGGGCGCCCCACTCAACTGCCCAATGAAGTCGATGCCGCTTTTCCCCTCGA
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GCGCCCAGACTGGGATTACACCACCCAGGCAGGTAGGAACCACCTAGTCCACTATCGCC
AGTTGCTCCTAGCGGGTCTCCAAAACGCGGGCAGAAGCCCCACCAATTTGGCCAAGGTA
AAAGGAATAACACAAGGGCCCAATGAGTCTCCCTCGGCCTTCCTAGAGAGACTTAAGGA
AGCCTATCGCAGGTACACTCCTTATGACCCTGAGGACCCAGGGCAAGAAACTAATGTGT
CTATGTCTTTCATTTGGCAGTCTGCCCCAGACATTGGGAGAAAGTTAGAGAGGTTAGAA
GATTTAAAAAACAAGACGCTTGGAGATTTGGTTAGAGAGGCAGAAAAGATCTTTAATAA
ACGAGAAACCCCGGAAGAAAGAGAGGAACGTATCAGGAGAGAAACAGAGGAAAAAGAAG
AACGCCGTAGGACAGAGGATGAGCAGAAAGAGAAAGAAAGAGATCGTAGGAGACATAGA
GAGATGAGCAAGCTATTGGCCACTGTCGTTAGTGGACAGAAACAGGATAGACAGGGAGG
AGAACGAAGGAGGTCCCAACTCGATCGCGACCAGTGTGCCTACTGCAAAGAAAAGGGGC
ACTGGGCTAAAGATTGTCCCAAGAAACCACGAGGACCTCGGGGACCAAGACCCCAGACC
TCCCTCCTGACCCTAGATGAC (SEQ ID NO: 2)

Seqiéncia de nucleotideos cédon-otimizada de Gag de
MMLV (SEQ ID NO: 3)
ATGGGACAGACAGTCACTACACCCCTGAGCCTGACACTGGGACATTGGAAAGACGTGGA
GAGGATTGCACATAACCAGAGCGTGGACGTGAAGAAACGGAGATGGGTCACCTTTTGCT
CCGCCGAGTGGCCAACATTCAATGTGGGATGGCCCCGAGATGGCACCTTCAACCGGGAC
CTGATCACTCAGGTGAAGATCAAGGTCTTCTCTCCAGGACCCCACGGCCATCCAGATCA
GGTGCCCTACATCGTCACCTGGGAGGCTCTGGCATTTGACCCCCCTCCATGGGTGAAGC
CTTTCGTCCACCCAAAACCACCTCCACCACTGCCTCCATCTGCCCCTAGTCTGCCACTG
GAACCCCCTCGGTCAACCCCACCCAGAAGCTCCCTGTATCCCGCACTGACACCTAGCCT
GGGGGCCAAGCCTAAACCACAGGTGCTGTCTGATAGTGGCGGGCCTCTGATCGATCTGC
TGACCGAGGACCCTCCACCATACCGCGACCCACGACCTCCACCAAGCGACCGGGALCGGA
AACGGAGGAGAGGCTACACCCGCAGGCGAAGCCCCCGATCCTAGTCCAATGGCATCAAG
GCTGCGCGGGAGGCGCGAACCTCCAGTGGCCGACTCAACCACAAGCCAGGCATTTCCAC
TGAGGGCCGGGGGAAATGGACAGCTCCAGTATTGGCCCTTCTCTAGTTCAGATCTGTAC
AACTGGAAGAACAATAACCCTAGCTTCAGCGAGGACCCAGGCAAACTGACCGCCCTGAT
CGAATCCGTGCTGATTACCCACCAGCCCACATGGGACGATTGTCAGCAGCTCCTGGGCA
CCCTGCTGACCGGAGAGGAAAAGCAGAGAGTGCTGCTGGAGGCTAGGAAAGCAGTCCGC

GGGGACGATGGAAGGCCAACACAGCTCCCCAATGAGGTGGATGCCGCTTTCCCTCTGGA
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ACGGCCAGATTGGGACTATACTACCCAGGCTGGACGCAACCACCTGGTGCATTACCGGC
AGCTCCTGCTGGCTGGACTGCAGAATGCAGGGCGCAGCCCCACTAACCTGGCCAAGGTG
AAAGGAATCACCCAGGGCCCCAATGAGTCCCCTTCTGCATTCCTGGAGCGGCTGAAGGA
AGCCTACCGACGGTATACTCCCTACGATCCTGAGGACCCAGGCCAGGAAACCAACGTGA
GTATGAGCTTCATCTGGCAGTCCGCTCCTGACATTGGCCGAAAACTGGAGCGGCTGGAA
GATCTGAAGAACAAGACCCTGGGCGACCTGGTGCGGGAGGCAGAAAAGATCTTCAACAA
AAGGGAGACTCCAGAGGAACGGGAGGAAAGAATTAGAAGGGAAACAGAGGAAAAGGAGG
AACGCCGACGGACTGAGGATGAACAGAAGGAGAAAGAAAGAGACCGGCGGCGGCALCCGG
GAGATGTCTAAGCTGCTGGCCACCGTGGTCAGTGGCCAGAAACAGGATCGACAGGGAGG
AGAGCGACGGAGAAGCCAGCTCGATCGGGACCAGTGCGCCTATTGTAAGGAAAAAGGGC
ATTGGGCTAAGGACTGCCCCAAGAAACCCAGAGGCCCACGCGGGCCCCGACCTCAGACT
TCCCTGCTGACCCTGGACGAT (SEQ ID NO: 3)

Seqiéncia de nucleotideos cédon-otimizada de Gag de
MMLV (SEQ ID NO: 21)
ATGGGACAGACCGTCACAACACCCCTGAGCCTGACCCTGGGACATTGGAAAGACGTGGA
GAGGATCGCACATAACCAGAGCGTGGACGTGAAGAAACGGAGATGGGTCACATTCTGCA
GTGCTGAGTGGCCAACTTTTAATGTGGGATGGCCCCGAGACGGCACTTTCAACAGGGAT
CTGATCACCCAGGTGAAGATCAAGGTCTTTAGCCCAGGACCTCACGGACATCCAGACCA
GGTGCCTTATATCGTCACCTGGGAGGCACTGGCCTTCGATCCCCCTCCATGGGTGAAGC
CATTTGTCCACCCAAAACCACCTCCACCACTGCCTCCAAGTGCCCCTTCACTGCCACTG
GAACCACCCCGGAGCACACCACCCCGCAGCTCCCTGTATCCTGCTCTGACTCCATCTCT
GGGCGCAAAGCCAAAACCACAGGTGCTGAGCGACTCCGGAGGACCACTGATTGACCTGC
TGACAGAGGACCCCCCACCATACCGAGATCCTCGGCCTCCACCAAGCGACCGCGATGGA
AATGGAGGAGAGGCTACTCCTGCCGGCGAAGCCCCTGACCCATCTCCAATGGCTAGTAG
GCTGCGCGGCAGGCGCGAGCCTCCAGTGGCAGATAGCACCACATCCCAGGCCTTCCCTC
TGAGGGCTGGGGGAAATGGGCAGCTCCAGTATTGGCCATTTTCTAGTTCAGACCTGTAC
AACTGGAAGAACAATAACCCCTCTTTCAGTGAGGACCCCGGCAAACTGACCGCCCTGAT
CGAATCCGTGCTGATTACCCATCAGCCCACATGGGACGATTGTCAGCAGCTCCTGGGCA
CCCTGCTGACCGGAGAGGAAAAGCAGCGCGTGCTGCTGGAGGCTCGCAAAGCAGTCCGA

GGGGACGATGGACGGCCCACACAGCTCCCTAATGAGGTGGACGCCGCTTTTCCACTGGA
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AAGACCCGACTGGGATTATACTACCCAGGCAGGGAGAAACCACCTGGTCCATTACAGGC
AGCTCCTGCTGGCAGGCCTGCAGAATGCCGGGAGATCCCCCACCAACCTGGCCAAGGTG
AAAGGCATCACACAGGGGCCTAATGAGTCACCAAGCGCCTTTCTGGAGAGGCTGAAGGA
AGCTTACCGACGGTATACCCCATACGACCCTGAGGACCCCGGACAGGAAACAAACGTCT
CCATGTCTTTCATCTGGCAGTCTGCCCCAGACATTGGGCGGAAGCTGGAGAGACTGGAA
GACCTGAAGAACAAGACCCTGGGCGACCTGGTGCGGGAGGCTGAAAAGATCTTCAACAA
ACGGGAGACCCCCGAGGAAAGAGAGGAAAGGATTAGAAGGGAAACTGAGGAAAAGGAGG
AACGCCGACGGACCGAGGACGAACAGAAGGAGAAAGAACGAGATCGGCGGCGGCACCGG
GAGATGTCAAAGCTGCTGGCCACCGTGGTCAGCGGACAGAAACAGGACAGACAGGGAGG
AGAGCGACGGAGAAGCCAGCTCGACAGGGATCAGTGCGCATACTGTAAGGAAAAAGGCC
ATTGGGCCAAGGATTGCCCCAAAAAGCCAAGAGGACCAAGAGGACCAAGACCACAGACA
TCACTGCTGACCCTGGACGAC (SEQ ID NO: 21)

[074] Tipicamente, na natureza, uma proteina Gag inclui
uma extensdo grande do terminal C que pode conter protease
retroviral, transcriptase reversa e atividade enzimatica de
integrase. A montagem de VLPs, no entanto, geralmente néo
necessita da presenga desses componentes. Em alguns casos,
uma proteina Gag retroviral isoladamente (por exemplo,
desprovida de uma extensdo do terminal C, sem um ou mais de
RNA genbdmico, transcriptase reversa, protease viral ou
proteina do envelope) pode se automontar para formar VLPs
tanto in vitro quanto in vivo (Sharma S. e cols., 1997
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 10.803-8). A poliproteina
Gag retroviral isoladamente pode oligomerizar e se montar
em VLPs.

[075] Em algumas modalidades, um polipeptideo Gag para
uso de acordo com a presente invencdo ndo possuili uma
extensdo do terminal C e/ou contém uma extensdo do terminal
C modificada. Um polipeptideo Gag pode opcionalmente

incluir um ou mais polipeptideos adicionais (por exemplo,
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um antigeno heterdélogo). Em algumas modalidades, um
polipeptideo Gag é co-expresso com um antigeno heterdlogo
(por exemplo, sob promotores separados e/ou como proteinas
separadas). Em algumas modalidades, um polipeptideo Gag é
expresso como uma proteina de fusdo com um antigeno
heterélogo. O polipeptideo Gag pode estar ligado a um
antigeno heterdlogo para criar uma proteina de fusdo sem
alteracdo da funcdo de Gag. Por exemplo, uma seqiéncia
codificadora para um antigeno heterdélogo pode ser unida na
seqliéncia codificadora do polipeptideo Gag, por exemplo, na
extremidade 3’ da seqiiéncia codificadora do polipeptideo
Gag. Em algumas modalidades, uma seqiéncia codificadora
para um antigeno heterdlogo pode ser unida in frame na
seqiiéncia codificadora do polipeptideo Gag. Em algumas
modalidades, uma seqgliéncia codificadora de polipeptideo Gag
e o antigeno heterdélogo podem ser expressos por um uUnico
promotor. Em algumas modalidades, um antigeno heterdélogo é
inserido (por exemplo, fundido) no terminal C de um
polipeptideo Gag. Sem se prender a uma teoria, acredita-se
que a fusdo de um polipeptideo Gag de automontagem a um
antigeno heterdélogo crie uma proteina de fusdo que atue
como Gag ndo modificado e, como resultado, permitiria que o
antigeno fosse incorporado nos componentes estruturais de
uma VLP resultante. Em algumas modalidades, os componentes
estruturais da VLP servem como imundgenos eficazes (por
exemplo, para inducdo de resposta imune celular). Por
exemplo, as VLPs fornecidas podem compreender um
polipeptideo Gag retroviral (por exemplo, Gag de MMLV) e um
componente estrutural de HCMV (por exemplo, pp6d). Em

algumas dessas modalidades, pp65 ¢é incorporado na VLP e
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serve como um antigeno para despertar uma resposta imune
contra HCMV.

[076] Um polipeptideo de fusédo Gag-pp65 exemplar para
uso de acordo com a presente invencdo é mostrado como o SEQ
ID NO: 4 abaixo. Em algumas modalidades, uma proteina de
fusdo de polipeptideo Gag adequada inclui todo ou uma
porcdo de um polipeptideo Gag que ¢é substancialmente
homélogo a um polipeptideo Gag retroviral conhecido e todo
ou uma porcéo de um polipeptideo PP65 que é
substancialmente homélogo a um polipeptideo pp65 conhecido.
Por exemplo, uma proteina de fusdo de polipeptideo Gag-pp65
pode conter uma ou mails substituicgdes, delecdes e/ou
insercdes de aminoacidos, quando comparado com  um
polipeptideo Gag e/ou polipeptideo pp65 do tipo selvagem ou
de ocorréncia natural retendo, ao mesmo tempo, atividade de
automontagem substancial. Dessa forma, em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo Gag-pp65
adequada a presente invencdo é substancialmente homéloga ao
SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma proteina de fuséao
de polipeptideo Gag-pp65 adequada a presente invencédo
possui uma seqliéncia de aminoadcidos pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% ou mais hombdéloga ao SEQ ID NO: 4. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo
Gag-ppb65 adequada a presente invencdo ¢é substancialmente
idéntica ao SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma
proteina de fusdo de polipeptideo Gag-pp65 adequada a
presente invencdo possui uma seqiiéncia de aminodcidos pelo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 091%,

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica ao
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SEQ ID NO: 4.

Seqiiéncia de aminoacidos de Gag de MMLV - pp65 de CMV
(SEQ ID NO: 4)
MGQTVTTPLSLTLGHWKDVERIAHNQSVDVKKRRWVTFCSAEWPTFNVGWPRDGTFNRD
LITQVKIKVFSPGPHGHPDQVPYIVITWEALAFDPPPWVKPFVHPKPPPPLPPSAPSLPL
EPPRSTPPRSSLYPALTPSLGAKPKPQVLSDSGGPLIDLLTEDPPPYRDPRPPPSDRDG
NGGEATPAGEAPDPSPMASRLRGRREPPVADSTTSQAFPLRAGGNGQLQYWPFSSSDLY
NWKNNNPSFSEDPGKLTALIESVLITHQPTWDDCQQOLLGTLLTGEEKQRVLLEARKAVR
GDDGRPTQLPNEVDAAFPLERPDWDYTTQAGRNHLVHYRQLLLAGLONAGRSPTNLAKV
KGITQGPNESPSAFLERLKEAYRRYTPYDPEDPGQETNVSMSFIWQSAPDIGRKLERLE
DLKNKTLGDLVREAEKIFNKRETPEEREERIRRETEEKEERRRTEDEQKEKERDRRRHR
EMSKLLATWSGQKQDRQGGERRRSQLDRDQCAYCKEKGHWAKDCPKKPRGPRGPRPQTS
LLTILDDCESRGRRCPEMISVLGPISGHVLKAVESRGDTPVLPHETRLLOQTGIHVRVSQP
SLILVSQYTPDSTPCHRGDNQLOVOQHTYFTGSEVENVSVNVHNPTGRSICPSQEPMSTIY
VYALPLKMLNIPSINVHHYPSAAERKHRHLPVADAVIHASGKOMWQARLTVSGLAWTRQ
ONQWKEPDVYYTSAFVFPTKDVALRHVVCAHELVCSMENTRATKMQOVIGDQYVKVYLES
FCEDVPSGKLFMHVTLGSDVEEDLTMTRNPQPFMRPHERNGEFTVLCPKMITKPGKISHT
MLDVAFTSHEHFGLLCPKSIPGLSISGNLLMNGQOQIFLEVOAIRETVELRQYDPVAALF
FFDIDLLLQRGPQYSEHPTFTSQYRIQGKLEYRHTWDRHDEGAAQGDDDVWTSGSDSDE
ELVTTERKTPRVTGGGAMAGASTSAGRKRKSASSATACTAGVMTRGRLKAESTVAPEED
TDEDSDNEITHNPAVEFTWPPWQAGILARNLVPMVATVQGONLKYQEFFWDANDIYRIFAE
LEGVWQPAAQPKRRRHRQDALPGPCIASTPKKHRG* (SEQ ID NO: 4)
(seqliéncia de aminoacidos de Gag de MMLV em negrito)

Seqiéncia de nucleotideos de Gag de MMLV - pp65 de CMV
(SEQ ID NO: 5)
ATGGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGA
GCGGATCGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCT
CTGCAGAATGGCCAACCTTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGAC
CTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCTTTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCA

GGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTTGACCCCCCTCCCTGGGTCAAGC
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CCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCTCTCCCCCTT
GAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCT
AGGCGCCAAACCTAAACCTCAAGTTCTTTCTGACAGTGGGGGGCCGCTCATCGACCTAC
TTACAGAAGACCCCCCGCCTTATAGGGACCCAAGACCACCCCCTTCCGACAGGGACGGA
AATGGTGGAGAAGCGACCCCTGCGGGAGAGGCACCGGACCCCTCCCCAATGGCATCTCG
CCTACGTGGGAGACGGGAGCCCCCTGTGGCCGACTCCACTACCTCGCAGGCATTCCCCC
TCCGCGCAGGAGGAAACGGACAGCTTCAATACTGGCCGTTCTCCTCTTCTGACCTTTAC
AACTGGAAAAATAATAACCCTTCTTTTTCTGAAGATCCAGGTAAACTGACAGCTCTGAT
CGAGTCTGTTCTCATCACCCATCAGCCCACCTGGGACGACTGTCAGCAGCTGTTGGGGA
CTCTGCTGACCGGAGAAGAAAAACAACGGGTGCTCTTAGAGGCTAGAAAGGCGGTGCGG
GGCGATGATGGGCGCCCCACTCAACTGCCCAATGAAGTCGATGCCGCTTTTCCCCTCGA
GCGCCCAGACTGGGATTACACCACCCAGGCAGGTAGGAACCACCTAGTCCACTATCGCC
AGTTGCTCCTAGCGGGTCTCCAAAACGCGGGCAGAAGCCCCACCAATTTGGCCAAGGTA
AAAGGAATAACACAAGGGCCCAATGAGTCTCCCTCGGCCTTCCTAGAGAGACTTAAGGA
AGCCTATCGCAGGTACACTCCTTATGACCCTGAGGACCCAGGGCAAGAAACTAATGTGT
CTATGTCTTTCATTTGGCAGTCTGCCCCAGACATTGGGAGAAAGTTAGAGAGGTTAGAA
GATTTAAAAAACAAGACGCTTGGAGATTTGGTTAGAGAGGCAGAAAAGATCTTTAATAA
ACGAGAAACCCCGGAAGAAAGAGAGGAACGTATCAGGAGAGAAACAGAGGAAAAAGAAG
AACGCCGTAGGACAGAGGATGAGCAGAAAGAGAAAGAAAGAGATCGTAGGAGACATAGA
GAGATGAGCAAGCTATTGGCCACTGTCGTTAGTGGACAGAAACAGGATAGACAGGGAGG
AGAACGAAGGAGGTCCCAACTCGATCGCGACCAGTGTGCCTACTGCAAAGAAAAGGGGC
ACTGGGCTAAAGATTGTCCCAAGAAACCACGAGGACCTCGGGGACCAAGACCCCAGACC
TCCCTCCTGACCCTAGATGACTGTGAGTCGCGCGGTCGCCGTTGTCCCGAAATGATATC
CGTACTGGGTCCCATTTCGGGGCACGTGCTGAAAGCCGTGTTTAGTCGCGGCGACACGC
CGGTGCTGCCGCACGAGACGCGACTCCTGCAGACGGGTATCCACGTGCGCGTGAGCCAG
CCCTCGCTGATCCTGGTGTCGCAGTACACGCCCGACTCGACGCCATGCCACCGCGGLCGA
CAATCAGCTGCAGGTGCAGCACACGTACTTTACGGGCAGCGAGGTGGAGAACGTGTCGG
TCAACGTGCACAACCCCACGGGCCGGAGCATCTGCCCCAGCCAAGAGCCCATGTCGATC
TATGTGTACGCGCTGCCGCTCAAGATGCTGAACATCCCCAGCATCAACGTGCACCACTA

CCCGTCGGCGGCCGAGCGCAAACACCGACACCTGCCCGTAGCTGACGCTGTGATTCACG
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CGTCGGGCAAGCAGATGTGGCAGGCGCGTCTCACGGTCTCGGGACTGGCCTGGACGLCGT
CAGCAGAACCAGTGGAAAGAGCCCGACGTCTACTACACGTCAGCGTTCGTGTTTCCCAC
CAAGGACGTGGCACTGCGGCACGTGGTGTGCGCGCACGAGCTGGTTTGCTCCATGGAGA
ACACGCGCGCAACCAAGATGCAGGTGATAGGTGACCAGTACGTCAAGGTGTACCTGGAG
TCCTTCTGCGAGGACGTGCCCTCCGGCAAGCTCTTTATGCACGTCACGCTGGGCTCTGA
CGTGGAAGAGGACCTGACGATGACCCGCAACCCGCAACCCTTCATGCGCCCCCACGAGC
GCAACGGCTTTACGGTGTTGTGTCCCAAAAATATGATAATCAAACCGGGCAAGATCTCG
CACATCATGCTGGATGTGGCTTTTACCTCACACGAGCATTTTGGGCTGCTGTGTCCCAA
GAGCATCCCGGGCCTGAGCATCTCAGGTAACCTATTGATGAACGGGCAGCAGATCTTCC
TGGAGGTGCAAGCGATACGCGAGACCGTGGAACTGCGTCAGTACGATCCCGTGGCTGCG
CTCTTCTTTTTCGATATCGACTTGCTGCTGCAGCGCGGGCCTCAGTACAGCGAACACCC
CACCTTCACCAGCCAGTATCGCATCCAGGGCAAGCTTGAGTACCGACACACCTGGGACC
GGCACGACGAGGGTGCCGCCCAGGGCGACGACGACGTCTGGACCAGCGGATCGGACTCC
GACGAGGAACTCGTAACCACCGAGCGCAAGACGCCCCGCGTTACCGGLCGGLCGGLCGCCAT
GGCGGGCGCCTCCACTTCCGCGGGCCGCAAACGCAAATCAGCATCCTCGGCGACGGLCGT
GCACGGCGGGCGTTATGACACGCGGCCGCCTTAAGGCCGAGTCCACCGTCGCGCCCGAA
GAGGACACCGACGAGGATTCCGACAACGAAATCCACAATCCGGCCGTGTTCACCTGGCC
GCCCTGGCAGGCCGGCATCCTGGCCCGCAACCTGGTGCCCATGGTGGCTACGGTTCAGG
GTCAGAATCTGAAGTACCAGGAGTTCTTCTGGGACGCCAACGACATCTACCGCATCTTC
GCCGAATTGGAAGGCGTATGGCAGCCCGCTGCGCAACCCAAACGTCGCCGCCALCCGGCA
AGACGCCTTGCCCGGGCCATGCATCGCCTCGACGCCCAAAAAGCACCGAGGTTAG
(SEQ ID NO: 5) (seqliéncia de nucleotideos de Gag de MMLV em
negrito)

Seqiéncia de nucleotideos de Gag de MMLV - pp65 de CMV
cédon-otimizada (SEQ ID NO: 6)
ATGGGACAGACAGTCACTACACCCCTGAGCCTGACACTGGGACATTGGAAAGACGTGGA
GAGGATTGCACATAACCAGAGCGTGGACGTGAAGAAACGGAGATGGGTCACCTTTTGCT
CCGCCGAGTGGCCAACATTCAATGTGGGATGGCCCCGAGATGGCACCTTCAACCGGGAC
CTGATCACTCAGGTGAAGATCAAGGTCTTCTCTCCAGGACCCCACGGCCATCCAGATCA

GGTGCCCTACATCGTCACCTGGGAGGCTCTGGCATTTGACCCCCCTCCATGGGTGAAGC
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CTTTCGTCCACCCAAAACCACCTCCACCACTGCCTCCATCTGCCCCTAGTCTGCCACTG
GAACCCCCTCGGTCAACCCCACCCAGAAGCTCCCTGTATCCCGCACTGACACCTAGCCT
GGGGGCCAAGCCTAAACCACAGGTGCTGTCTGATAGTGGCGGGCCTCTGATCGATCTGC
TGACCGAGGACCCTCCACCATACCGCGACCCACGACCTCCACCAAGCGACCGGGACGGA
AACGGAGGAGAGGCTACACCCGCAGGCGAAGCCCCCGATCCTAGTCCAATGGCATCAAG
GCTGCGCGGGAGGCGCGAACCTCCAGTGGCCGACTCAACCACAAGCCAGGCATTTCCAC
TGAGGGCCGGGGGAAATGGACAGCTCCAGTATTGGCCCTTCTCTAGTTCAGATCTGTAC
AACTGGAAGAACAATAACCCTAGCTTCAGCGAGGACCCAGGCAAACTGACCGCCCTGAT
CGAATCCGTGCTGATTACCCACCAGCCCACATGGGACGATTGTCAGCAGCTCCTGGGCA
CCCTGCTGACCGGAGAGGAAAAGCAGAGAGTGCTGCTGGAGGCTAGGAAAGCAGTCCGC
GGGGACGATGGAAGGCCAACACAGCTCCCCAATGAGGTGGATGCCGCTTTCCCTCTGGA
ACGGCCAGATTGGGACTATACTACCCAGGCTGGACGCAACCACCTGGTGCATTACCGGC
AGCTCCTGCTGGCTGGACTGCAGAATGCAGGGCGCAGCCCCACTAACCTGGCCAAGGTG
AAAGGAATCACCCAGGGCCCCAATGAGTCCCCTTCTGCATTCCTGGAGCGGCTGAAGGA
AGCCTACCGACGGTATACTCCCTACGATCCTGAGGACCCAGGCCAGGAAACCAACGTGA
GTATGAGCTTCATCTGGCAGTCCGCTCCTGACATTGGCCGAAAACTGGAGCGGCTGGAA
GATCTGAAGAACAAGACCCTGGGCGACCTGGTGCGGGAGGCAGAAAAGATCTTCAACAA
AAGGGAGACTCCAGAGGAACGGGAGGAAAGAATTAGAAGGGAAACAGAGGAAAAGGAGG
AACGCCGACGGACTGAGGATGAACAGAAGGAGAAAGAAAGAGACCGGCGGCGGCACCGG
GAGATGTCTAAGCTGCTGGCCACCGTGGTCAGTGGCCAGAAACAGGATCGACAGGGAGG
AGAGCGACGGAGAAGCCAGCTCGATCGGGACCAGTGCGCCTATTGTAAGGAAAAAGGGC
ATTGGGCTAAGGACTGCCCCAAGAAACCCAGAGGCCCACGCGGGCCCCGACCTCAGACT
TCCCTGCTGACCCTGGACGATTGCGAGAGCCGGGGCCGGCGGTGCCCAGAAATGATCTC
TGTGCTGGGGCCCATTAGTGGACATGTGCTGAAGGCCGTCTTCTCCAGGGGAGACACCC
CCGTGCTGCCTCACGAGACTCGACTGCTGCAGACCGGCATCCATGTGCGGGTCTCCCAG
CCCTCTCTGATTCTGGTGTCACAGTATACACCAGATAGCACTCCCTGCCACAGAGGAGA
CAATCAGCTCCAGGTGCAGCATACCTACTTTACAGGCTCCGAGGTCGAAAACGTGTCTG
TCAATGTGCACAACCCTACCGGCAGGAGCATCTGTCCTAGCCAGGAGCCAATGAGCATC
TACGTGTACGCCCTGCCTCTGAAGATGCTGAATATCCCATCAATTAACGTCCACCATTA

CCCTAGCGCAGCCGAACGGAAGCACAGACATCTGCCAGTGGCCGACGCTGTCATCCATG
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CCAGCGGCAAACAGATGTGGCAGGCAAGACTGACCGTGTCCGGGCTGGCCTGGACAAGG
CAGCAGAATCAGTGGAAGGAGCCCGACGTGTACTATACCAGCGCCTTCGTGTTCCCTAC
CAAAGACGTGGCCCTGAGACATGTGGTGTGCGCACATGAGCTGGTGTGCAGCATGGAAA
ACACTAGGGCCACCAAGATGCAGGTCATCGGCGATCAGTATGTCAAAGTGTACCTGGAG
AGTTTTTGCGAAGACGTGCCATCAGGGAAGCTGTTCATGCATGTGACCCTGGGCAGCGA
TGTCGAGGAAGACCTGACCATGACAAGAAATCCACAGCCCTTTATGAGACCCCACGAGA
GGAATGGGTTCACTGTGCTGTGCCCCAAGAACATGATCATTAAGCCTGGAAAAATCAGT
CATATTATGCTGGATGTGGCCTTTACATCACACGAGCATTTCGGACTGCTGTGCCCCAA
ATCCATCCCTGGACTGAGCATTTCCGGCAATCTGCTGATGAACGGCCAGCAGATCTTCC
TGGAAGTGCAGGCCATCCGGGAGACCGTCGAACTGCGACAGTATGACCCAGTGGCTGCA
CTGTTCTTTTTCGACATCGACCTGCTGCTGCAGCGAGGACCACAGTACAGCGAGCACCC
TACTTTTACCTCCCAGTATCGGATTCAGGGGAAGCTGGAGTACAGGCACACCTGGGATC
GCCATGACGAAGGAGCCGCTCAGGGGGACGATGACGTGTGGACATCTGGCAGTGATTCA
GACGAGGAACTGGTGACAACTGAGCGAAAAACCCCCCGGGTGACAGGAGGAGGGGCAAT
GGCAGGGGCCAGCACCAGCGCAGGGCGGAAGCGAAAAAGCGCCAGCAGCGCCACAGCAT
GTACCGCCGGCGTGATGACTAGAGGAAGGCTGAAGGCCGAGTCTACAGTCGCTCCCGAG
GAAGATACTGACGAGGATAGTGACAATGAAATCCACAACCCCGCCGTGTTCACCTGGCC
ACCTTGGCAGGCAGGGATTCTGGCTCGCAACCTGGTCCCCATGGTGGCAACCGTCCAGG
GACAGAATCTGAAGTATCAGGAGTTTTTCTGGGATGCTAACGACATCTACCGGATTTTT
GCAGAGCTGGAAGGCGTGTGGCAGCCAGCAGCCCAGCCCAAACGACGGAGACATCGACA
GGACGCTCTGCCAGGACCTTGTATCGCCAGCACACCAAAGAAGCACAGGGGCTAA
(SEQ ID NO: 6) (seqliéncia de nucleotideos de Gag de MMLV em
negrito)

Seqiéncia de nucleotideos de Gag de MMLV - pp65 de CMV
cédon-otimizada (SEQ ID NO: 22)
ATGGGACAGACCGTCACAACACCCCTGAGCCTGACCCTGGGACATTGGAAAGACGTGGA
GAGGATCGCACATAACCAGAGCGTGGACGTGAAGAAACGGAGATGGGTCACATTCTGCA
GTGCTGAGTGGCCAACTTTTAATGTGGGATGGCCCCGAGACGGCACTTTCAACAGGGAT
CTGATCACCCAGGTGAAGATCAAGGTCTTTAGCCCAGGACCTCACGGACATCCAGACCA

GGTGCCTTATATCGTCACCTGGGAGGCACTGGCCTTCGATCCCCCTCCATGGGTGAAGC
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CATTTGTCCACCCAAAACCACCTCCACCACTGCCTCCAAGTGCCCCTTCACTGCCACTG
GAACCACCCCGGAGCACACCACCCCGCAGCTCCCTGTATCCTGCTCTGACTCCATCTCT
GGGCGCAAAGCCAAAACCACAGGTGCTGAGCGACTCCGGAGGACCACTGATTGACCTGC
TGACAGAGGACCCCCCACCATACCGAGATCCTCGGCCTCCACCAAGCGACCGCGATGGA
AATGGAGGAGAGGCTACTCCTGCCGGCGAAGCCCCTGACCCATCTCCAATGGCTAGTAG
GCTGCGCGGCAGGCGCGAGCCTCCAGTGGCAGATAGCACCACATCCCAGGCCTTCCCTC
TGAGGGCTGGGGGAAATGGGCAGCTCCAGTATTGGCCATTTTCTAGTTCAGACCTGTAC
AACTGGAAGAACAATAACCCCTCTTTCAGTGAGGACCCCGGCAAACTGACCGCCCTGAT
CGAATCCGTGCTGATTACCCATCAGCCCACATGGGACGATTGTCAGCAGCTCCTGGGCA
CCCTGCTGACCGGAGAGGAAAAGCAGCGCGTGCTGCTGGAGGCTCGCAAAGCAGTCCGA
GGGGACGATGGACGGCCCACACAGCTCCCTAATGAGGTGGACGCCGCTTTTCCACTGGA
AAGACCCGACTGGGATTATACTACCCAGGCAGGGAGAAACCACCTGGTCCATTACAGGC
AGCTCCTGCTGGCAGGCCTGCAGAATGCCGGGAGATCCCCCACCAACCTGGCCAAGGTG
AAAGGCATCACACAGGGGCCTAATGAGTCACCAAGCGCCTTTCTGGAGAGGCTGAAGGA
AGCTTACCGACGGTATACCCCATACGACCCTGAGGACCCCGGACAGGAAACAAACGTCT
CCATGTCTTTCATCTGGCAGTCTGCCCCAGACATTGGGCGGAAGCTGGAGAGACTGGAA
GACCTGAAGAACAAGACCCTGGGCGACCTGGTGCGGGAGGCTGAAAAGATCTTCAACAA
ACGGGAGACCCCCGAGGAAAGAGAGGAAAGGATTAGAAGGGAAACTGAGGAAAAGGAGG
AACGCCGACGGACCGAGGACGAACAGAAGGAGAAAGAACGAGATCGGCGGCGGCACCGG
GAGATGTCAAAGCTGCTGGCCACCGTGGTCAGCGGACAGAAACAGGACAGACAGGGAGG
AGAGCGACGGAGAAGCCAGCTCGACAGGGATCAGTGCGCATACTGTAAGGAAAAAGGCC
ATTGGGCCAAGGATTGCCCCAAAAAGCCAAGAGGACCAAGAGGACCAAGACCACAGACA
TCACTGCTGACCCTGGACGACTGCGAGAGCCGGGGCCGGCGGTGCCCAGAAATGATCTC
TGTGCTGGGGCCCATTAGTGGACATGTGCTGAAGGCCGTCTTCTCCAGGGGAGACACCC
CCGTGCTGCCTCACGAGACTCGACTGCTGCAGACCGGCATCCATGTGCGGGTCTCCCAG
CCCTCTCTGATTCTGGTGTCACAGTATACACCAGATAGCACTCCCTGCCACAGAGGAGA
CAATCAGCTCCAGGTGCAGCATACCTACTTTACAGGCTCCGAGGTCGAAAACGTGTCTG
TCAATGTGCACAACCCTACCGGCAGGAGCATCTGTCCTAGCCAGGAGCCAATGAGCATC
TACGTGTACGCCCTGCCTCTGAAGATGCTGAATATCCCATCAATTAACGTCCACCATTA

CCCTAGCGCAGCCGAACGGAAGCACAGACATCTGCCAGTGGCCGACGCTGTCATCCATG
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CCAGCGGCAAACAGATGTGGCAGGCAAGACTGACCGTGTCCGGGCTGGCCTGGACAAGG
CAGCAGAATCAGTGGAAGGAGCCCGACGTGTACTATACCAGCGCCTTCGTGTTCCCTAC
CAAAGACGTGGCCCTGAGACATGTGGTGTGCGCACATGAGCTGGTGTGCAGCATGGAAA
ACACTAGGGCCACCAAGATGCAGGTCATCGGCGATCAGTATGTCAAAGTGTACCTGGAG
AGTTTTTGCGAAGACGTGCCATCAGGGAAGCTGTTCATGCATGTGACCCTGGGCAGCGA
TGTCGAGGAAGACCTGACCATGACAAGAAATCCACAGCCCTTTATGAGACCCCACGAGA
GGAATGGGTTCACTGTGCTGTGCCCCAAGAACATGATCATTAAGCCTGGAAAAATCAGT
CATATTATGCTGGATGTGGCCTTTACATCACACGAGCATTTCGGACTGCTGTGCCCCAA
ATCCATCCCTGGACTGAGCATTTCCGGCAATCTGCTGATGAACGGCCAGCAGATCTTCC
TGGAAGTGCAGGCCATCCGGGAGACCGTCGAACTGCGACAGTATGACCCAGTGGCTGCA
CTGTTCTTTTTCGACATCGACCTGCTGCTGCAGCGAGGACCACAGTACAGCGAGCACCC
TACTTTTACCTCCCAGTATCGGATTCAGGGGAAGCTGGAGTACAGGCACACCTGGGATC
GCCATGACGAAGGAGCCGCTCAGGGGGACGATGACGTGTGGACATCTGGCAGTGATTCA
GACGAGGAACTGGTGACAACTGAGCGAAAAACCCCCCGGGTGACAGGAGGAGGGGCAAT
GGCAGGGGCCAGCACCAGCGCAGGGCGGAAGCGAAAAAGCGCCAGCAGCGCCACAGCAT
GTACCGCCGGCGTGATGACTAGAGGAAGGCTGAAGGCCGAGTCTACAGTCGCTCCCGAG
GAAGATACTGACGAGGATAGTGACAATGAAATCCACAACCCCGCCGTGTTCACCTGGCC
ACCTTGGCAGGCAGGGATTCTGGCTCGCAACCTGGTCCCCATGGTGGCAACCGTCCAGG
GACAGAATCTGAAGTATCAGGAGTTTTTCTGGGATGCTAACGACATCTACCGGATTTTT
GCAGAGCTGGAAGGCGTGTGGCAGCCAGCAGCCCAGCCCAAACGACGGAGACATCGACA
GGACGCTCTGCCAGGACCTTGTATCGCCAGCACACCAAAGAAGCACAGGGGCTAA
(SEQ ID NO: 22) (seqiiéncia de nucleotideos de Gag de MMLV
em negrito)

[077] Em algumas modalidades, a presente invencéo
fornece &cidos nucléicos que codificam um polipeptideo Gag
ou uma porgdo caracteristica de um polipeptideo Gag. Em
certas modalidades, os acidos nucléicos podem ser DNA ou
RNA, e podem ser de fita simples ou de fita dupla. Em
algumas modalidades, os acidos nucléicos da invencdo podem

incluir um ou mais nucleotideos ndo naturais; em outras
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modalidades, os A4cidos nucléicos da invencdo incluem
somente nucleotideos naturais.

B. Proteinas do envelope

[078] Em algumas modalidades, a presente invencéo
utiliza VLPs compostas por um ou mais polipeptideos do
envelope de HCMV (por exemplo, gB e/ou gH). Como aqui
usado, o termo “polipeptideo do envelope” se refere a uma
seqiiéncia polipeptidica «cuja seqiiéncia de aminoacidos
inclui pelo menos uma seqléncia caracteristica de uma
glicoproteina do envelope. Uma ampla variedade de
seqliéncias de glicoproteina do envelope de varios wvirus
incluindo, sem limitacdo, HCMV, ¢é conhecida na técnica e
aqueles habilitados na técnica, em relacdo a essas
seqiiéncias, podem facilmente identificar segiiéncias que séo
caracteristicas de glicoproteinas do envelope geralmente,
e/ou de glicoproteinas do envelope particulares. Em algumas
modalidades, um polipeptideo do envelope compreende uma
porcdo ou dominio citoplasméatico, transmembrana e/ou
extracelular.

[079] Em algumas modalidades, um polipeptideo do
envelope de HCMV inclui um dominio transmembrana e
citoplasmadtico que ndo é encontrado na natureza na proteina
de HCMV. Por exemplo, em algumas modalidades, um
polipeptideo do envelope de HCMV inclui um dominio
transmembrana e citoplasmadtico de outra proteina de HCMV
(por exemplo, gB ou gH). Em algumas modalidades, um
polipeptideo do envelope de HCMV inclui um dominio
transmembrana e um dominio citoplasmatico encontrados na
natureza no virus da estomatite vesicular (VSV). Como é

conhecido na técnica, polipeptideos algumas vezes possuem
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dominios transmembrana, citoplasmaticos e/ou
extracelulares. Em geral, um “dominio transmembrana”, como
aqui usado, se refere a um dominio que possui um atributo
de estar presente na membrana (por exemplo, que transpde
uma porcdo ou toda uma membrana celular). Como seréa
observado, ndo é necessario que cada aminodcido em um
dominio transmembrana esteja presente na membrana. Por
exemplo, em algumas modalidades, um dominio transmembrana é
caracterizado pelo fato de que um trecho ou porgédo
designada de uma proteina estd substancialmente localizada
na membrana. Como é bem conhecido na técnica, seqgiiéncias de
aminoadcidos ou de 4&cidos nucléicos podem ser analisadas
usando diversos algoritmos para prever a localizacéo
subcelular de proteina (por exemplo, transmembrana
localizacdo) . Programas desse tipo exemplares incluem Psort
(PSORT.org), Prosite (prosite.expasy.org), entre outros. Em
geral, um “dominio citoplasmatico”, como aqui usado, se
refere a um dominio gque possuli um atributo de estar
presente no citoplasma. Como serd observado, ndo é
necessario que cada aminodcido em um dominio citoplasmatico
esteja presente no citoplasma. Por exemplo, em algumas
modalidades, um dominio citoplasmatico é caracterizado pelo
fato de que um trecho ou porcdo designada de uma proteina
estd substancialmente localizada no citoplasma. Como é bem
conhecido na técnica, seqgiiéncias de aminodcidos ou de
dcidos nucléicos podem ser analisadas usando diversos
algoritmos para prever a localizacdo subcelular de proteina
(por exemplo, localizac&o citoplasmatica). Programas desse
tipo exemplares incluem Psort (PSORT.orqg), Prosite

(prosite.expasy.org), entre outros.
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[080] O dominio transmembrana de VSV-G funciona para
direcionar a glicoproteina viral a membrana celular
(Compton T. e cols., 1989 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
4.112-4.1106) . A troca dos dominios transmembrana e
citoplasmaticos de VSV-G para os dominios transmembrana e
citoplasmaticos de outra proteina foi usada para direcionar
uma proteina a membrana celular quando a proteina nativa
ndo faz isso naturalmente ou precisa de proteinas
acessdrias co-expressas para que isso seja feito (Garrone
P. e cols., 2011 Sci. Transl. Med. 94).

[081] Entre outras coisas, a presente invencdo engloba
0 reconhecimento de que VLPs que contém um componente
estrutural de um virus (por exemplo, MLV) e um ou mais
antigenos de superficie heterdlogos (por exemplo, proteina
do envelope) sdo especialmente eficazes para liberacdo de
antigeno e inducdo de uma resposta imune contra o antigeno
heterdlogo.

C. Antigenos heterdlogos

[082] Proteinas do envelope de HCMV, por exemplo,
glicoproteinas gB e gH, sdo alvos importantes para a
producdo de anticorpos neutralizantes contra HCMV, na
medida em que anticorpos neutralizantes s&o geralmente
capazes de evitar infeccdo. Terapias para infeccdo por
HCMV, por exemplo, uma vacina de subunidade de gB, foram
desenvolvidas e testadas em animais experimentais e estudos
clinicos. Os resultados desses estudos, no entanto,
demonstraram que em humanos, a resposta de anticorpos néo
era duradoura e ndo suficientemente eficaz para o
tratamento de HCMV em todos os casos. As razdes que foram

sugeridas para a eficédcia limitada de vacinas de subunidade
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baseadas exclusivamente em gB de HCMV, por sua vez, sé&o
variacdes nas respostas imunes cepa-especificas, inducgéo
inadequada de wuma resposta imune celular e restrigdes
estruturais no antigeno usado, cujos epitopos acredita-se
que sejam conformacdo-dependentes. Os presentes inventores
reconheceram que o desenvolvimento de uma vacina para HCMV
que compreende um ou mails antigenos do polipeptideo do
envelope apresentados em sua conformacao nativa na
superficie de wuma VLP leva a 1indugdo de anticorpos
neutralizantes (por exemplo, por meio de uma resposta imune
humoral) e uma vacina para HCMV que compreende um ou mais
antigenos de proteina estrutural (por exemplo, proteina do
tegumento pp65) leva a inducgdo de células T  helper
(linfécitos Tw) e células T citotdxicas (CTL) (por exemplo,
por meio de uma resposta imune mediada por células).
Anticorpos neutralizantes s&o geralmente formados contra
proteinas do envelope viral, e especialmente contra
glicoproteinas gB e gH do HCMV. Células Tz sdo estimuladas
por proteinas estruturais do tegumento de um virus como,
por exemplo, pp65 de HCMV (ppUL83). Além disso, pp65 tem um
papel importante na induc¢do de uma resposta de CTL contra
HCMV.

[083] Serd observado que as VLPs fornecidas podem
compreender qualquer antigeno heterdlogo, incluindo
antigenos heterdélogos de HCMV. Por exemplo, em algumas
modalidades, uma VLP de acordo com a presente invencédo
compreende um ou mais polipeptideos do envelope de HCMV. Em
algumas modalidades, wuma VLP de acordo com a presente
invencdo compreende um ou mais polipeptideos estruturais de

HCMV. Em algumas modalidades, uma VLP de acordo com a
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presente invencdo compreende um ou mais polipeptideos do
envelope de HCMV e um ou mais polipeptideos estruturais de
HCMV. Uma lista de antigenos de HCMV exemplares, mas néao
limitantes, é fornecida abaixo.

gB - Complexo de glicoproteina (gC) I

[084] O complexo de glicoproteina de HCMV mais
plenamente caracterizado é o complexo de gB (gB; UL55). Foi
demonstrado gque soros de individuos CMV-soropositivos
contém anticorpos para gB, e até 70% da resposta de
anticorpos neutralizantes em soros de convalescentes sdao
gB-especificos (Marshall G.S. e cols., 1994 J. Med. Virol.
43: 77-83).

[085] Uma seqiiéncia de aminodcidos e de acidos
nucléicos do polipeptideo gB de HCMV exemplar é mostrada
abaixo como o SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 8, respectivamente.
Em algumas modalidades, um polipeptideo gB adequado ¢é
substancialmente homdélogo a um polipeptideo gB de HCMV
conhecido. Por exemplo, um polipeptideo gB pode ser um
polipeptideo gB de HCMV modificado que contém uma ou mais
substituicdes, delecdes e/ou insercdes de aminodcidos,
quando comparado com um polipeptideo gB do tipo selvagem ou
de ocorréncia natural (por exemplo, SEQ ID NO: 7). Dessa
forma, em algumas modalidades, um polipeptideo gB adequado
a presente invencdo ¢é substancialmente hombélogo a um
polipeptideo gB de HCMV (SEQ ID NO: 7). Em algumas
modalidades, um polipeptideo de HCMV adequado a presente
invencdo possul uma seqiéncia de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais homdéloga ao SEQ ID NO:

7. Em algumas modalidades, um polipeptideo gB adequado a
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presente invencdo é substancialmente idéntico a um
polipeptideo gB de HCMV (SEQ ID ©NO: 7). Em algumas
modalidades, um polipeptideo gB adequado a presente
invencdo possui uma seqléncia de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica ao SEQ ID NO:
7.

Seqiéncia de aminoacidos de gB de HCMV (SEQ ID NO: 7)
MESRIWCLVVCVNLCIVCLGAAVSSSSTRGTSATHSHHSSHTTSAAHSRSGSVSQRVTS
SQTVSHGVNETIYNTTLKYGDVVGVNTTKYPYRVCSMAQGTDLTIRFERNIVCTSMKPIN
EDLDEGIMVVYKRNIVAHTFKVRVYQKVLTFRRSYAYTIHTTYLLGSNTEYVAPPMWETH
HINSHSQCYSSYSRVIAGTVEFVAYHRDSYENKTMQLMPDDYSNTHSTRYVTVKDQWHSR
GSTWLYRETCNLNCMVTITTARSKYPYHFFATSTGDVVDISPEFYNGTNRNASYFGENAD
KFFIFPNYTIVSDFGRPNSALETHRLVAFLERADSVISWDIQDEKNVTCQLTFWEASER
TIRSEAEDSYHFSSAKMTATFLSKQEVNMSDSALDCVRDEAINKLOQQTIEFNTSYNQTYEK
YGNVSVFETTGGLVVEFWQGIKQKSLVELERLANRSSLNLTHNRTKRSTDGNATHLSNME
SVHNLVYAQLOFTYDTLRGYINRALAQIAEAWCVDQRRTLEVFKELSKINPSATILSATY
NKPITAARFMGDVLGLASCVTINQTSVKVLRDMNVKESPGRCYSRPVVIEFNFANSSYVQY
GOLGEDNEILLGNHRTEECQLPSLKIFIAGNSAYEYVDYLFKRMIDLSSISTVDSMIAL
DIDPLENTDFRVLELYSQKELRSINVFDLEEIMREFNSYKQRVKYVEDKVVDPLPPYLK

GLDDLMSGLGAAGKAVGVAIGAVGGAVASVVEGVATFLKNPFGAFTITLVAIAVVIIIY

LIYTRORRLCMOPLONLFPYLVSADGTTVTSGNTKDTSLOQAPPSYEESVYNSGRKGPGP

PSSDASTAAPPYTNEQAYOMLLALVRLDAEQRAQONGTDSLDGQTGTODGOKPNLLDRL

RHRKGYRHLKDSDEEENV * (SEQ ID NO: 7) (TM e CD sublinhados)

Seqiiéncia de nucleotideos de gB de HCMV (SEQ ID NO: 8)
ATGGAATCCAGGATCTGGTGCCTGGTAGTCTGCGTTAACTTGTGTATCGTCTGTCTGGG
TGCTGCGGTTTCCTCATCTTCTACTCGTGGAACTTCTGCTACTCACAGTCACCATTCCT
CTCATACGACGTCTGCTGCTCATTCTCGATCCGGTTCAGTCTCTCAACGCGTAACTTCT
TCCCAAACGGTCAGCCATGGTGTTAACGAGACCATCTACAACACTACCCTCAAGTACGG

AGATGTGGTGGGGGTCAACACCACCAAGTACCCCTATCGCGTGTGTTCTATGGCACAGG
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GTACGGATCTTATTCGCTTTGAACGTAATATCGTCTGCACCTCGATGAAGCCCATCAAT
GAAGACCTGGACGAGGGCATCATGGTGGTCTACAAACGCAACATCGTCGCGCACACCTT
TAAGGTACGAGTCTACCAGAAGGTTTTGACGTTTCGTCGTAGCTACGCTTACATCCACA
CCACTTATCTGCTGGGCAGCAACACGGAATACGTGGCGCCTCCTATGTGGGAGATTCAT
CATATCAACAGTCACAGTCAGTGCTACAGTTCCTACAGCCGCGTTATAGCAGGCACGGT
TTTCGTGGCTTATCATAGGGACAGCTATGAAAACAAAACCATGCAATTAATGCCCGACG
ATTATTCCAACACCCACAGTACCCGTTACGTGACGGTCAAGGATCAATGGCACAGCCGC
GGCAGCACCTGGCTCTATCGTGAGACCTGTAATCTGAATTGTATGGTGACCATCACTAC
TGCGCGCTCCAAGTATCCCTATCATTTTTTCGCAACTTCCACGGGTGATGTGGTTGACA
TTTCTCCTTTCTACAACGGAACTAATCGCAATGCCAGCTATTTTGGAGAAAACGCCGAC
AAGTTTTTCATTTTTCCGAACTACACTATCGTCTCCGACTTTGGAAGACCGAATTCTGC
GTTAGAGACCCACAGGTTGGTGGCTTTTCTTGAACGTGCGGACTCAGTGATCTCCTGGG
ATATACAGGACGAGAAGAATGTTACTTGTCAACTCACTTTCTGGGAAGCCTCGGAACGC
ACCATTCGTTCCGAAGCCGAGGACTCGTATCACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCAC
TTTCTTATCTAAGAAGCAAGAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGTGTACGTG
ATGAGGCCATAAATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAA
AAATATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGCAAGG
TATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCTCCAGTCTGAATC
TTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACAATGCAACTCATTTATCCAAC
ATGGAGTCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCG
CGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCAAATCGCAGAAGCCTGGTGTGTGGATCAACGGC
GCACCCTAGAGGTCTTCAAGGAACTTAGCAAGATCAACCCGTCAGCTATTCTCTCGGCC
ATCTACAACAAACCGATTGCCGCGCGTTTCATGGGTGATGTCCTGGGTCTGGCCAGCTG
CGTGACCATTAACCAAACCAGCGTCAAGGTGCTGCGTGATATGAATGTGAAGGAATCGC
CAGGACGCTGCTACTCACGACCAGTGGTCATCTTTAATTTCGCCAACAGCTCGTACGTG
CAGTACGGTCAACTGGGCGAGGATAACGAAATCCTGTTGGGCAACCACCGCACTGAGGA
ATGTCAGCTTCCCAGCCTCAAGATCTTCATCGCCGGCAACTCGGCCTACGAGTACGTGG
ACTACCTCTTCAAACGCATGATTGACCTCAGCAGCATCTCCACCGTCGACAGCATGATC
GCCCTAGACATCGACCCGCTGGAAAACACCGACTTCAGGGTACTGGAACTTTACTCGCA

GAAAGAATTGCGTTCCATCAACGTTTTTGATCTCGAGGAGATCATGCGCGAGTTCAATT
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CGTATAAGCAGCGGGTAAAGTACGTGGAGGACAAGGTAGTCGACCCGCTGCCGCCCTAC
CTCAAGGGTCTGGACGACCTCATGAGCGGCCTGGGCGCCGCGGGAAAGGCCGTTGGCGT
AGCCATTGGGGCCGTGGGTGGCGCGGETGGCCTCCGTGGTCGAAGGCGTTGCCACCTTCC

TCAAAAACCCCTTCGGAGCCTTCACCATCATCCTCGTGGCCATAGCCGTCGTCATTATC

ATTTATTTGATCTATACTCGACAGCGGCGTCTCTGCATGCAGCCGCTGCAGAACCTCTT

TCCCTATCTGGTGTCCGCCGACGGGACCACCGTGACGTCGGGCAACACCAAAGACACGT

CGTTACAGGCTCCGCCTTCCTACGAGGAAAGTGTTTATAATTCTGGTCGCAAAGGACCG

GGACCACCGTCGTCTGATGCATCCACGGCGGCTCCGCCTTACACCAACGAGCAGGCTTA

CCAGATGCTTCTGGCCCTGGTCCGTCTGGACGCAGAGCAGCGAGCGCAGCAGAACGGTA

CAGATTCTTTGGACGGACAGACTGGCACGCAGGACAAGGGACAGAAGCCCAACCTGCTA

GACCGACTGCGACACCGCAAAAACGGCTACCGACACTTGAAAGACTCCGACGAAGAAGA

GAACGTCTGA (SEQ ID NO: 8) (TM e CD sublinhados)

Seqiéncia de nucleotideos de gB de HCMV cédon-otimizada
(SEQ ID NO: 9)
ATGGAGTCAAGGATTTGGTGCCTGGTCGTGTGCGTCAATCTGTGCATCGTCTGTCTGGG
GGCTGCCGTGTCATCAAGTTCTACAAGAGGCACCAGCGCCACCCACTCACACCATAGCT
CCCATACCACATCCGCCGCTCACTCCCGGTCTGGCAGCGTGAGCCAGAGAGTCACATCT
AGTCAGACCGTGAGCCACGGGGTCAACGAGACCATCTACAATACTACCCTGAAGTATGG
CGACGTGGTCGGGGTGAACACAACTAAATACCCATATAGGGTCTGCAGTATGGCCCAGG
GCACTGATCTGATTAGATTCGAAAGGAACATCGTGTGCACCAGCATGAAGCCCATTAAT
GAGGACCTGGATGAAGGGATCATGGTGGTCTACAAACGCAATATTGTGGCCCATACCTT
CAAGGTGCGAGTCTATCAGAAAGTGCTGACATTTCGGAGATCTTACGCATATATCCACA
CCACATACCTGCTGGGGAGTAACACCGAGTATGTGGCTCCCCCTATGTGGGAAATTCAC
CATATCAATAGCCATTCCCAGTGCTACTCAAGCTACAGCAGAGTGATCGCTGGAACAGT
GTTCGTCGCATACCACAGAGACTCTTATGAGAACAAGACTATGCAGCTCATGCCCGACG
ATTACAGCAATACACATTCCACTAGATATGTGACAGTCAAAGATCAGTGGCACTCAAGG
GGCAGCACCTGGCTGTACCGCGAGACATGCAACCTGAATTGTATGGTGACTATCACTAC
CGCTAGATCCAAGTACCCCTATCACTTCTTTGCAACTTCCACCGGGGACGTGGTCGATA
TTTCTCCTTTCTACAACGGCACAAACCGGAATGCATCTTATTTTGGGGAGAACGCCGAC

AAGTTCTTTATTTTCCCAAATTACACCATCGTGTCTGATTTTGGCAGACCCAACAGTGC
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CCTGGAGACACATCGACTGGTGGCATTCCTGGAACGGGCCGACTCCGTCATTTCTTGGG
ACATCCAGGATGAGAAGAATGTGACCTGCCAGCTCACCTTCTGGGAGGCCAGCGAACGC
ACCATCCGATCCGAGGCTGAAGATTCTTACCACTTCTCCTCTGCCAAAATGACAGCTAC
TTTTCTGAGCAAGAAACAGGAGGTGAACATGTCTGACAGTGCTCTGGATTGCGTGCGGG
ACGAAGCAATTAATAAGCTGCAGCAGATCTTCAACACATCATACAACCAGACTTACGAG
AAGTACGGAAACGTGAGCGTCTTCGAAACAACTGGCGGGCTGGTGGTCTTTTGGCAGGG
CATCAAGCAGAAATCCCTGGTGGAGCTGGAAAGGCTGGCCAATCGCAGTTCACTGAACC
TGACTCATAATCGGACCAAGAGATCTACAGACGGAAACAATGCCACACATCTGTCTAAC
ATGGAGAGTGTGCACAATCTGGTCTACGCTCAGCTCCAGTTTACCTACGACACACTGAG
AGGCTATATTAACAGGGCACTGGCCCAGATCGCTGAAGCATGGTGCGTGGATCAGAGGC
GCACCCTGGAGGTCTTCAAGGAACTGTCCAAAATCAACCCTTCAGCAATTCTGAGCGCC
ATCTACAATAAGCCAATTGCAGCCAGGTTTATGGGAGACGTGCTGGGCCTGGCCAGTTG
CGTCACTATCAACCAGACCTCAGTGAAGGTCCTGCGCGATATGAATGTGAAAGAGAGTC
CCGGCAGATGCTATTCACGGCCTGTGGTCATCTTCAACTTTGCTAATAGCTCCTACGTG
CAGTATGGACAGCTCGGCGAGGACAACGAAATTCTGCTGGGGAATCACAGGACCGAGGA
ATGTCAGCTCCCTAGCCTGAAGATTTTCATCGCTGGAAACTCCGCATACGAGTATGTGG
ATTACCTGTTCAAGCGGATGATTGACCTGTCTAGTATCTCCACTGTGGATTCTATGATT
GCCCTGGACATCGATCCACTGGAAAATACCGACTTCAGGGTGCTGGAGCTGTATAGCCA
GAAGGAACTGCGCTCCATCAACGTGTTCGATCTGGAGGAAATTATGAGAGAGTTTAATA
GCTACAAGCAGAGGGTGAAATATGTCGAAGATAAGGTGGTCGACCCCCTGCCACCCTAC
CTGAAAGGCCTGGACGATCTGATGAGCGGGCTGGGAGCTGCAGGGAAGGCAGTGGGAGT
CGCTATCGGCGCAGTGGGAGGAGCCGTGGCCAGCGTGGTCGAGGGAGTGGCAACATTCC

TGAAAAACCCCTTCGGGGCCTTCACCATCATTCTGGTGGCAATCGCCGTGGTCATCATT

ATCTACCTGATCTACACAAGGCAGCGGCGGCTGTGCATGCAGCCTCTGCAGAACCTGTT

TCCATACCTGGTGAGCGCCGACGGGACCACAGTCACCTCAGGAAATACTAAGGATACCT

CTCTGCAGGCCCCCCCAAGTTACGAGGAATCAGTGTATAACAGCGGCAGAAAAGGACCA

GGACCACCTTCAAGCGACGCCAGCACTGCCGCTCCACCCTACACCAATGAGCAGGCCTA

TCAGATGCTGCTGGCTCTGGTGCGCCTGGATGCCGAACAGCGAGCTCAGCAGAACGGGA

CCGACTCCCTGGATGGACAGACCGGAACACAGGACAAGGGACAGAAACCTAATCTGCTG

GATCGGCTGCGGCACAGAAAAAACGGGTATAGGCACCTGAAGGACTCCGACGAAGAAGA
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AAATGTCTAA (SEQ ID NO: 9) (TM e CD sublinhados)

[086] Em algumas modalidades, um polipeptideo gB para
uso de acordo com a presente invengdo é desprovido de um
dominio transmembrana e/ou dominio citoplasmético e/ou
contém um dominio transmembrana e/ou um dominio
citoplasmatico modificado. Um polipeptideo gB pode
opcionalmente incluir um ou mais polipeptideos adicionais
(por exemplo, um polipeptideo heterdlogo do dominio
transmembrana e/ou do dominio citoplasmatico). Em algumas
modalidades, um polipeptideo gB ¢é expresso como uma
proteina de fusdo <com um polipeptideo heterdlogo. O
polipeptideo gB pode estar ligado a um polipeptideo
heterdélogo para criar uma proteina de fusdo sem alteracédo
da funcdo de gB e/ou antigenicidade. Por exemplo, uma
seqiiéncia codificadora para um polipeptideo heterdlogo pode
ser unida na seqgliéncia codificadora do polipeptideo gB, por
exemplo, na extremidade 3’ da seqiiéncia codificadora do
polipeptideo gB. Em algumas modalidades, wuma seqiiéncia
codificadora para um polipeptideo heterdlogo pode ser unida
in frame na seqiiéncia codificadora do polipeptideo gB. Em
algumas modalidades, uma seqiéncia codificadora do
polipeptideo gB e o polipeptideo heterdlogo podem ser
expressos por um Unico promotor. Em algumas modalidades, um
polipeptideo heterdlogo é inserido (por exemplo, fundido)
no terminal C de um polipeptideo gB.

[087] Em algumas modalidades, um polipeptideo
heterb6logo é ou compreende um dominio transmembrana e/ou
dominio citoplasmatico encontrado no virus da estomatite
vesicular (VSV). Em algumas modalidades, um gB qgue né&o

possui um dominio transmembrana e/ou um dominio
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citoplasmatico é fundido a um dominio transmembrana e/ou
dominio citoplasmatico de VSV. Um polipeptideo de fusé&o gB-
VSV exemplar para uso de acordo com a presente invencgdo é
mostrado abaixo como o SEQ ID NO: 10. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo gB-VSV
adequada inclui todo ou uma porgcdo de um polipeptideo gB
que ¢é substancialmente homdlogo a um polipeptideo gB
conhecido e todo ou uma porcdo de um polipeptideo do VSV
que é substancialmente homdélogo a um polipeptideo do VSV
conhecido. Por exemplo, uma proteina de fusdo de
polipeptideo gB - VSV  pode conter uma ou mais
substituicdes, delecdes e/ou insercdes de aminodcidos,
quando comparado com um polipeptideo gB e/ou VSV do tipo
selvagem ou de ocorréncia natural. Dessa forma, em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo gB-VSV
adequada a presente invencdo é substancialmente homéloga ao
SEQ ID NO: 10. Em algumas modalidades, uma proteina de
fusdo de polipeptideo gB-VSV adequada a presente invencéo
possui uma seqliéncia de aminoadcidos pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% ou mais homdbéloga ao SEQ ID NO: 10. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo
gB-VSV adequada a presente invencdo ¢é substancialmente
idéntica ao SEQ ID NO: 10. Em algumas modalidades, uma
proteina de fus&o de polipeptideo gB-VSV adequada a
presente invencdo possui uma seqiiéncia de aminoacidos pelo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 091%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica ao
SEQ ID NO: 10. Como aqui wusado, “gB-G” se refere a uma

proteina de fusdo gB de HMCV - TM/CTD de VSV.
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Seqiéncia de aminoacidos de gB-G de HCMV (SEQ ID NO:
10)
MESRIWCLVVCVNLCIVCLGAAVSSSSTRGTSATHSHHSSHTTSAAHSRSGSVSQRVTS
SQTVSHGVNETIYNTTLKYGDVVGVNTTKYPYRVCSMAQGTDLIRFERNIVCTSMKPIN
EDLDEGIMVVYKRNIVAHTFKVRVYQKVLTFRRSYAYTIHTTYLLGSNTEYVAPPMWETH
HINSHSQCYSSYSRVIAGTVEVAYHRDSYENKTMQLMPDDYSNTHSTRYVTVKDQWHSR
GSTWLYRETCNLNCMVTITTARSKYPYHFFATSTGDVVDISPEFYNGTNRNASYFGENAD
KFFIFPNYTIVSDFGRPNSALETHRLVAFLERADSVISWDIQDEKNVTCQLTFWEASER
TIRSEAEDSYHFSSAKMTATFLSKQEVNMSDSALDCVRDEATINKLOQOQTIEFNTSYNQTYEK
YGNVSVFETTGGLVVEFWQGIKQKSLVELERLANRSSLNLTHNRTKRSTDGNNATHLSNM
ESVHNLVYAQLQFTYDTLRGYINRALAQIAEAWCVDQRRTLEVFKELSKINPSATLSAT
YNKPIAARFMGDVLGLASCVTINQTSVKVLRDMNVKESPGRCYSRPVVIFNFANSSYVQ
YGOLGEDNEILLGNHRTEECQLPSLKIFIAGNSAYEYVDYLFKRMIDLSSISTVDSMIA
LDIDPLENTDFRVLELYSQKELRSINVFDLEEIMREFNSYKQRVKYVEDKVVDPLPPYL

KGLDDLMSGLGAAGKAVGVAIGAVGGAVASVVEGVATFLKNPFFFITIGLIIGLFLVLRV

GIHLCIKLKHTKKROIYTDIEMNRLGK* (SEQ ID NO: 10) (TM e CTD

sublinhados)

Seqiiéncia de nucleotideos de gB-G de HCMV (SEQ ID NO:
11)
ATGGAATCCAGGATCTGGTGCCTGGTAGTCTGCGTTAACTTGTGTATCGTCTGTCTGGG
TGCTGCGGTTTCCTCATCTTCTACTCGTGGAACTTCTGCTACTCACAGTCACCATTCCT
CTCATACGACGTCTGCTGCTCATTCTCGATCCGGTTCAGTCTCTCAACGCGTAACTTCT
TCCCAAACGGTCAGCCATGGTGTTAACGAGACCATCTACAACACTACCCTCAAGTACGG
AGATGTGGTGGGGGTCAACACCACCAAGTACCCCTATCGCGTGTGTTCTATGGCACAGG
GTACGGATCTTATTCGCTTTGAACGTAATATCGTCTGCACCTCGATGAAGCCCATCAAT
GAAGACCTGGACGAGGGCATCATGGTGGTCTACAAACGCAACATCGTCGCGCACACCTT
TAAGGTACGAGTCTACCAGAAGGTTTTGACGTTTCGTCGTAGCTACGCTTACATCCACA
CCACTTATCTGCTGGGCAGCAACACGGAATACGTGGCGCCTCCTATGTGGGAGATTCAT
CATATCAACAGTCACAGTCAGTGCTACAGTTCCTACAGCCGCGTTATAGCAGGCACGGT

TTTCGTGGCTTATCATAGGGACAGCTATGAAAACAAAACCATGCAATTAATGCCCGACG

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pag. 70/139



60/123

ATTATTCCAACACCCACAGTACCCGTTACGTGACGGTCAAGGATCAATGGCACAGCCGC
GGCAGCACCTGGCTCTATCGTGAGACCTGTAATCTGAATTGTATGGTGACCATCACTAC
TGCGCGCTCCAAGTATCCCTATCATTTTTTCGCAACTTCCACGGGTGATGTGGTTGACA
TTTCTCCTTTCTACAACGGAACTAATCGCAATGCCAGCTATTTTGGAGAAAACGCCGAC
AAGTTTTTCATTTTTCCGAACTACACTATCGTCTCCGACTTTGGAAGACCGAATTCTGC
GTTAGAGACCCACAGGTTGGTGGCTTTTCTTGAACGTGCGGACTCAGTGATCTCCTGGG
ATATACAGGACGAGAAGAATGTTACTTGTCAACTCACTTTCTGGGAAGCCTCGGAACGC
ACCATTCGTTCCGAAGCCGAGGACTCGTATCACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCAC
TTTCTTATCTAAGAAGCAAGAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGTGTACGTG
ATGAGGCCATAAATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAA
AAATATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGCAAGG
TATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCTCCAGTCTGAATC
TTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACAATGCAACTCATTTATCCAAC
ATGGAGTCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCG
CGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCAAATCGCAGAAGCCTGGTGTGTGGATCAACGGC
GCACCCTAGAGGTCTTCAAGGAACTTAGCAAGATCAACCCGTCAGCTATTCTCTCGGCC
ATCTACAACAAACCGATTGCCGCGCGTTTCATGGGTGATGTCCTGGGTCTGGCCAGCTG
CGTGACCATTAACCAAACCAGCGTCAAGGTGCTGCGTGATATGAATGTGAAGGAATCGC
CAGGACGCTGCTACTCACGACCAGTGGTCATCTTTAATTTCGCCAACAGCTCGTACGTG
CAGTACGGTCAACTGGGCGAGGATAACGAAATCCTGTTGGGCAACCACCGCACTGAGGA
ATGTCAGCTTCCCAGCCTCAAGATCTTCATCGCCGGCAACTCGGCCTACGAGTACGTGG
ACTACCTCTTCAAACGCATGATTGACCTCAGCAGCATCTCCACCGTCGACAGCATGATC
GCCCTAGACATCGACCCGCTGGAAAACACCGACTTCAGGGTACTGGAACTTTACTCGCA
GAAAGAATTGCGTTCCATCAACGTTTTTGATCTCGAGGAGATCATGCGCGAGTTCAATT
CGTATAAGCAGCGGGTAAAGTACGTGGAGGACAAGGTAGTCGACCCGCTGCCGCCCTAC
CTCAAGGGTCTGGACGACCTCATGAGCGGCCTGGGCGCCGCGGGAAAGGCCGTTGGCGT
AGCCATTGGGGCCGTGGGTGGCGCGGETGGCCTCCGTGGTCGAAGGCGTTGCCACCTTCC

TCAAAAACCCCTTTTTCTTTATCATAGGGTTAATCATTGGACTATTCTTGGTTCTCCGA

GTTGGTATCCATCTTTGCATTAAATTAAAGCACACCAAGAAAAGACAGATTTATACAGA

CATAGAGATGAACCGACTTGGAAAGTAA (SEQ ID NO: 11) T e CTD
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sublinhados)

Seqiéncia de nucleotideos de gB-G de HCMV cédon-
otimizada (SEQ ID NO: 12)
ATGGAGTCAAGGATTTGGTGTCTGGTCGTCTGCGTCAACCTGTGCATTGTCTGCCTGGG
AGCCGCCGTCTCATCATCATCTACCCGAGGCACATCCGCCACTCACTCTCACCATAGCT
CCCATACCACATCCGCCGCTCACTCAAGAAGCGGGTCCGTGTCTCAGAGGGTCACATCT
AGTCAGACCGTGAGCCATGGAGTCAACGAGACAATCTACAATACTACCCTGAAGTATGG
AGACGTGGTCGGCGTGAACACAACTAAATACCCCTATAGGGTCTGCTCTATGGCCCAGG
GGACAGATCTGATCCGATTTGAACGGAACATCGTGTGCACTAGCATGAAGCCTATCAAT
GAGGACCTGGATGAAGGAATTATGGTGGTCTACAAACGAAATATCGTGGCCCATACTTT
TAAGGTGAGAGTCTATCAGAAAGTGCTGACCTTCCGGAGAAGCTACGCTTATATTCACA
CCACATACCTGCTGGGGTCCAACACCGAGTATGTGGCACCCCCTATGTGGGAAATCCAC
CATATTAATAGTCATTCACAGTGCTACTCAAGCTACAGCAGAGTGATCGCTGGAACCGT
GTTCGTCGCATACCACAGAGACAGTTATGAGAACAAGACAATGCAGCTCATGCCCGACG
ATTACAGTAATACCCATTCAACAAGATATGTGACCGTCAAAGATCAGTGGCACTCTCGC
GGCAGTACCTGGCTGTACCGAGAGACATGCAACCTGAATTGTATGGTGACAATTACTAC
CGCCAGAAGCAAGTACCCTTATCACTTCTTTGCTACCTCAACAGGGGACGTGGTCGACA
TCAGCCCCTTCTACAACGGAACAAACCGGAATGCCTCCTATTTCGGCGAGAACGCTGAC
AAATTCTTTATCTTCCCCAACTACACTATCGTGAGCGATTTCGGCAGACCTAACAGTGC
CCTGGAGACCCATCGGCTGGTGGCATTTCTGGAAAGAGCCGACAGCGTGATCTCCTGGG
ACATTCAGGATGAGAAGAATGTGACCTGCCAGCTCACCTTCTGGGAGGCCAGCGAAAGA
ACCATCAGGTCCGAGGCAGAAGATTCTTACCACTTTTCCTCTGCAAAAATGACTGCCAC
CTTCCTGTCCAAGAAACAGGAGGTGAACATGAGCGACTCCGCACTGGATTGCGTGCGGG
ACGAAGCCATCAATAAGCTGCAGCAGATCTTCAACACATCTTACAACCAGACTTACGAG
AAGTACGGCAACGTGAGTGTCTTTGAAACAACTGGCGGGCTGGTGGTCTTCTGGCAGGG
GATCAAGCAGAAATCTCTGGTGGAGCTGGAACGGCTGGCCAATAGAAGTTCACTGAACC
TGACTCATAATCGCACCAAGCGATCCACAGACGGAAACAATGCAACTCATCTGAGCAAC
ATGGAGTCCGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCTCCAGTTCACTTACGACACCCTGCG
AGGCTATATCAACCGGGCCCTGGCTCAGATTGCAGAAGCCTGGTGCGTGGATCAGAGGC

GCACCCTGGAGGTCTTTAAGGAACTGAGCAAAATTAACCCATCTGCTATCCTGAGTGCA
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ATCTACAATAAGCCCATCGCAGCCAGGTTCATGGGGGACGTGCTGGGACTGGCCTCCTG
CGTCACTATCAACCAGACCTCTGTGAAGGTCCTGCGCGATATGAATGTGAAAGAGAGTC
CTGGCAGGTGTTATTCACGCCCAGTGGTCATCTTCAACTTCGCTAATAGCTCCTACGTG
CAGTATGGCCAGCTCGGGGAGGACAACGAAATCCTGCTGGGAAATCACAGGACCGAGGA
ATGTCAGCTCCCAAGTCTGAAGATCTTTATTGCCGGCAACTCAGCTTACGAGTATGTGG
ATTACCTGTTCAAACGCATGATCGACCTGTCTAGTATTTCAACAGTGGATAGCATGATC
GCCCTGGACATTGATCCCCTGGAAAATACTGACTTCAGGGTGCTGGAGCTGTATAGCCA
GAAGGAACTGCGCTCCATTAACGTGTTTGATCTGGAGGAAATCATGAGGGAGTTCAATT
CCTACAAGCAGCGCGTGAAATATGTCGAAGATAAGGTGGTCGACCCTCTGCCACCCTAC
CTGAAAGGCCTGGACGATCTGATGAGCGGGCTGGGAGCTGCAGGCAAGGCAGTGGGAGT
CGCCATCGGAGCTGTGGGAGGCGCTGTCGCATCCGTGGTCGAGGGAGTGGCTACCTTTC

TGAAGAACCCATTCTTTTTCATCATCGGCCTGATCATTGGGCTGTTCCTGGTGCTGAGA

GTCGGCATCCACCTGTGCATTAAGCTGAAGCACACCAAGAAGAGGCAGATCTACACCGA

TATTGAAATGAACAGACTGGGCAAGTGA (SEQ ID NO: 12) (TM e CTD

sublinhados)

Complexo de glicoproteina gH (gC) III

[088] O complexo de gC III contém glicoproteinas gH
(UL75), gL (UL115) e gO (UL74) (Urban M. e cols., 1996 J.
Gen. Virol. 77: 1.537-47). Como gB, gH estd conservado
entre herpesvirus humanos patogénicos e tem um papel
importante em diversas etapas durante a replicagdo do HCMV.
HCMV codifica dois complexos de gH/gL: gH/gL/g0 e um
complexo de gH/gL/UL128/UL130/UL131 (Wang D. e Shenk T.
2005 Proc. Natl. Acad. USA 102: 18.153-8). O complexo dgque
contém g0 ¢é geralmente suficiente para infecgdo de
fibroblasto com HCMV, enquanto o complexo gque contém
UL128/UL130/UL131 é necessario a fim de gque o HCMV infecte
células endoteliais e epiteliais (Wang D. e Shenk T. 2005
J. Virol. 79 10.330-8). A infeccdo natural com HCMV

tipicamente desperta anticorpos neutralizantes em titulacéo
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elevada especificos para entrada na célula epitelial e foi
demonstrado que anticorpos contra epitopos de
gH/gL/UL128/UL130/UL131 podem compreende rum componente
significante dessa atividade (Macagno A. e cols., 2010 J.
Virol. 84: 1.005-13). Estudos imunoldégicos sobre gH
demonstraram que em células de mamiferos a proteina precisa
de polipeptideos adicionais (como gL) para processamento e
transporte corretos para a membrana celular (Urban M. e
cols., 1996 J. Gen. Virol. 77: 1.537-1.547). Se expresso
isoladamente, gH é encontrado exclusivamente no citoplasma
e/ou membrana nuclear (Cranage M.P. e cols., 1988 J. Virol.
62: 1.416-1.422).

[089] Uma seqiiéncia de aminodcidos e de adcidos
nucléicos do polipeptideo gH de HCMV exemplar é mostrada
abaixo como o SEQ ID NO: 13 e SEQ ID NO: 14,
respectivamente. Em algumas modalidades, um polipeptideo gH
adequado ¢é substancialmente hombélogo a um polipeptideo gH
de HCMV conhecido. Por exemplo, um polipeptideo gH pode ser
um polipeptideo gH de HCMV modificado gque contém uma ou
mais substituicdes, delecdes e/ou insercdes de aminoacidos,
quando comparado com um polipeptideo gH do tipo selvagem ou
de ocorréncia natural (por exemplo, SEQ ID NO: 13). Dessa
forma, em algumas modalidades, um polipeptideo gH adequado
a presente invencdo ¢é substancialmente homélogo a um
polipeptideo gH de HCMV (SEQ ID NO: 13). Em algumas
modalidades, um polipeptideo gH de HCMV adequado a presente
invencdo possul uma seqiéncia de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais homdéloga ao SEQ ID NO:

13. Em algumas modalidades, um polipeptideo gH adequado a
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presente invencdo é substancialmente idéntico a um
polipeptideo gH de HCMV (SEQ ID NO: 13). Em algumas
modalidades, um polipeptideo gH adequado a presente
invencdo possui uma seqléncia de aminodcidos pelo menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica ao SEQ ID NO:
13.

Seqiéncia de aminoacidos de gH de HCMV (SEQ ID NO: 13)
MRPGLPSYLIVLAVCLLSHLLSSRYGAEATISEPLDKAFHLLLNTYGRPIRFLRENTTQC
TYNSSLRNSTVVRENAISENFFQSYNQYYVFHMPRCLFAGPLAEQFLNQVDLTETLERY
QORLNTYALVSKDLASYRSFSQQLKAQDSLGEQPTTVPPPIDLSIPHVWMPPQTTPHGW
TESHTTSGLHRPHFNQTCILFDGHDLLEFSTVTPCLHQGFYLIDELRYVKITLTEDFEVV
TVSIDDDTPMLLTIFGHLPRVLFKAPYQRDNFILRQTEKHELLVLVKKDQLNRHSYLKDP
DFLDAALDENYLDLSALLRNSFHRYAVDVLKSGRCOMLDRRTVEMAFAYALALFAAARQ
EEAGAQVSVPRALDRQAALLQIQEFMITCLSQTPPRTTLLLYPTAVDLAKRALWTPNQT
TDITSLVRLVYILSKONQOHLIPOWALRQIADFALKLHKTHLASFLSAFARQELYLMGS
LVHSMLVHTTERREIFIVETGLCSLAELSHFTQLLAHPHHEYLSDLYTPCSSSGRRDHS
LERLTRLEFPDATVPTTVPAALSILSTMQPSTLETFPDLFCLPLGESESALTVSEHVSYV
VINQYLIKGISYPVSTTVVGQSLITITQTDSQTKCELTRNMHTTHSTITAALNISLENCAF
COSALLEYDDTQGVINIMYMHDSDDVLFALDPYNEVVVSSPRTHYLMLLKGTVLEVTDV

VVDATDSRLLMMSVYALSATIIGIYLLYRMLTC * (SEQ ID NO: 13) (TM e

CTD sublinhados)

Seqiiéncia de nucleotideos de gH de HCMV (SEQ ID NO: 14)
ATGCGGCCAGGCCTCCCCTCCTACCTCATCGTCCTCGCCGTCTGTCTCCTCAGCCACCT
ACTTTCGTCACGATATGGCGCAGAAGCCATATCCGAACCGCTGGACAAAGCGTTTCACC
TACTGCTCAACACCTACGGGAGACCCATCCGCTTCCTGCGTGAAAACACCACCCAGTGT
ACCTACAATAGCAGCCTCCGTAACAGCACGGTCGTCAGGGAAAACGCCATCAGTTTCAA
CTTTTTCCAAAGCTATAATCAATACTATGTATTCCATATGCCTCGATGTCTTTTTGCGG
GTCCTCTGGCGGAGCAGTTTCTGAACCAGGTAGATCTGACCGAAACCCTGGAAAGATAC

CAACAGAGACTTAACACTTACGCGCTGGTATCCAAAGACCTGGCCAGCTACCGATCTTT
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TTCGCAGCAGCTAAAGGCACAGGACAGCCTAGGTGAACAGCCCACCACTGTGCCACCAC
CCATTGACCTGTCAATACCTCACGTTTGGATGCCACCGCAAACCACTCCACACGGCTGG
ACAGAATCACATACCACCTCAGGACTACACCGACCACACTTTAACCAGACCTGTATCCT
CTTTGATGGACACGATCTACTATTCAGCACCGTCACACCTTGTTTGCACCAAGGCTTTT
ACCTCATCGACGAACTACGTTACGTTAAAATAACACTGACCGAGGACTTCTTCGTAGTT
ACGGTGTCCATAGACGACGACACACCCATGCTGCTTATCTTCGGCCATCTTCCACGCGT
ACTCTTTAAAGCGCCCTATCAACGCGACAACTTTATACTACGACAAACTGAAAAACACG
AGCTCCTGGTGCTAGTTAAGAAAGATCAACTGAACCGTCACTCTTATCTCAAAGACCCG
GACTTTCTTGACGCCGCACTTGACTTCAACTACCTGGACCTCAGCGCACTACTACGTAA
CAGCTTTCACCGTTACGCCGTGGATGTACTCAAAAGCGGTCGATGTCAGATGCTGGACC
GCCGCACGGTAGAAATGGCCTTCGCCTACGCATTAGCACTGTTCGCAGCAGCCCGACAA
GAAGAGGCCGGCGCCCAAGTCTCCGTCCCACGGGCCCTAGACCGCCAGGCCGCACTCTT
ACAAATACAAGAATTTATGATCACCTGCCTCTCACAAACACCACCACGCACCACGTTGC
TGCTGTATCCCACGGCCGTGGACCTGGCCAAACGAGCCCTTTGGACACCGAATCAGATC
ACCGACATCACCAGCCTCGTACGCCTGGTCTACATACTCTCTAAACAGAATCAGCAACA
TCTCATCCCCCAGTGGGCACTACGACAGATCGCCGACTTTGCCCTAAAACTACACAAAA
CGCACCTGGCCTCTTTTCTTTCAGCCTTCGCGCGTCAAGAACTCTACCTCATGGGCAGC
CTCGTCCACTCCATGCTAGTACATACGACGGAGAGACGCGAAATCTTCATCGTAGAAAC
GGGCCTCTGTTCATTAGCCGAGCTATCACACTTTACGCAGTTGCTAGCTCATCCGCACC
ACGAATACCTCAGCGACCTGTACACACCCTGTTCCAGTAGCGGGCGACGCGATCACTCG
CTCGAACGCCTCACACGTCTCTTCCCCGATGCCACCGTCCCCACTACCGTTCCCGCCGC
CCTCTCCATCCTATCTACCATGCAACCAAGCACGCTAGAAACCTTCCCCGACCTGTTTT
GTCTGCCGCTCGGCGAATCCTTCTCCGCGCTGACCGTCTCCGAACACGTCAGTTATGTC
GTAACAAACCAGTACCTGATCAAAGGTATCTCCTACCCTGTCTCCACCACCGTCGTAGG
CCAGAGCCTCATCATCACCCAGACGGACAGTCAAACTAAATGCGAACTGACGCGCAACA
TGCATACCACACACAGCATCACAGCGGCGCTCAACATTTCCCTAGAAAACTGCGCCTTT
TGCCAAAGCGCCCTACTAGAATACGACGACACGCAAGGCGTCATCAACATCATGTACAT
GCACGACTCGGACGACGTCCTTTTCGCCCTGGATCCCTACAACGAAGTGGTGGTCTCAT
CTCCGCGAACTCACTACCTCATGCTTTTGAAAAACGGTACGGTCCTAGAAGTAACTGAC

GTCGTCGTGGACGCTACCGACAGTCGTCTCCTCATGATGTCCGTCTACGCGCTATCGGC
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CATCATCGGCATCTATCTGCTCTACCGCATGCTCAAGACATGCTGA (SEQ ID NO:

14) (TM e CTD sublinhados)

Seqiéncia de nucleotideos de gH de HCMV cédon-otimizada
(SEQ ID NO: 15)
ATGAGACCTGGACTGCCTTCTTATCTGATTGTGCTGGCCGTCTGCCTGCTGTCACATCT
GCTGAGTTCACGCTATGGGGCTGAGGCTATCTCCGAGCCACTGGACAAGGCTTTTCACC
TGCTGCTGAACACCTACGGGAGACCCATTAGGTTCCTGCGCGAGAATACCACACAGTGC
ACATATAACAGCTCCCTGCGGAACAGCACTGTGGTCCGCGAAAACGCCATCTCTTTTAA
TTTCTTTCAGAGTTACAACCAGTACTACGTGTTCCATATGCCACGCTGTCTGTTTGCAG
GACCCCTGGCCGAGCAGTTCCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATAC
CAGCAGAGGCTGAATACCTATGCCCTGGTGAGTAAGGATCTGGCTTCATATCGGTCTTT
CAGTCAGCAGCTCAAGGCCCAGGACTCACTGGGCGAGCAGCCTACTACCGTGCCCCCTC
CAATCGATCTGAGCATTCCACACGTCTGGATGCCCCCTCAGACAACTCCCCACGGCTGG
ACCGAAAGCCATACCACATCCGGGCTGCACAGACCCCATTTCAACCAGACATGCATCCT
GTTTGATGGGCACGACCTGCTGTTCAGCACTGTGACCCCTTGTCTGCATCAGGGATTCT
ACCTGATCGATGAGCTGAGATATGTGAAAATTACACTGACTGAAGACTTCTTTGTGGTC
ACCGTGAGCATCGACGATGACACACCAATGCTGCTGATTTTTGGACACCTGCCCCGGGT
GCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGAGACAACTTTATTCTGCGGCAGACCGAGAAACACG
AACTGCTGGTGCTGGTCAAGAAAGATCAGCTCAACAGGCATAGCTATCTGAAGGACCCC
GACTTTCTGGATGCCGCTCTGGACTTCAACTACCTGGACCTGTCAGCACTGCTGCGGAA
TAGCTTCCACAGATATGCCGTGGATGTCCTGAAATCCGGAAGATGCCAGATGCTGGACC
GGAGAACCGTGGAGATGGCATTTGCCTACGCTCTGGCACTGTTCGCAGCCGCTAGGCAG
GAGGAAGCAGGCGCTCAGGTGTCCGTCCCTCGCGCACTGGATCGACAGGCAGCCCTGCT
GCAGATCCAGGAGTTCATGATTACCTGTCTGTCTCAGACACCACCCAGAACTACCCTGC
TGCTGTACCCCACTGCCGTGGACCTGGCTAAGAGGGCACTGTGGACCCCTAACCAGATC
ACTGATATTACCTCTCTGGTGCGCCTGGTCTATATCCTGAGTAAACAGAATCAGCAGCA
CCTGATCCCACAGTGGGCCCTGCGACAGATTGCCGACTTCGCTCTGAAGCTGCACAAAA
CCCATCTGGCTTCCTTCCTGTCTGCATTTGCCCGCCAGGAGCTGTACCTGATGGGCTCT
CTGGTGCACAGTATGCTGGTCCATACAACTGAGAGGCGCGAAATCTTTATTGTGGAGAC

AGGGCTGTGCAGCCTGGCTGAACTGTCCCACTTCACTCAGCTCCTGGCCCATCCTCACC
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ATGAGTACCTGTCCGATCTGTATACCCCATGTTCTAGTTCAGGCCGACGGGACCACTCT
CTGGAACGACTGACTCGGCTGTTTCCTGATGCAACCGTGCCTACCACCGTGCCCGLCCGC
CCTGAGTATCCTGTCAACAATGCAGCCAAGCACACTGGAGACTTTCCCCGACCTGTTTT
GCCTGCCTCTGGGGGAGTCATTCAGCGCCCTGACCGTGTCAGAACATGTCAGCTACGTG
GTCACAAACCAGTATCTGATCAAGGGAATTTCCTACCCCGTGTCTACTACCGTGGTCGG
CCAGAGTCTGATCATTACCCAGACAGATTCACAGACTAAATGTGAGCTGACCCGGAATA
TGCACACAACTCATAGCATCACCGCCGCTCTGAACATTTCCCTGGAGAATTGCGCTTTT
TGTCAGAGTGCACTGCTGGAATACGATGACACACAGGGCGTGATCAACATTATGTATAT
GCACGATAGCGATGACGTGCTGTTCGCTCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTCGTGAGCT
CCCCTCGCACTCATTATCTGATGCTGCTGAAGAATGGAACAGTGCTGGAAGTCACTGAT

GTCGTGGTCGATGCCACAGACTCCCGGCTGCTGATGATGTCTGTGTACGCACTGTCCGC

CATCATCGGCATCTATCTGCTGTATCGAATGCTGAAAACCTGTTGA (SEQ ID NO:

15) (TM e CTD sublinhados)

[090] Em algumas modalidades, um polipeptideo gH para
uso de acordo com a presente invencdo é desprovido de um
dominio transmembrana e/ou dominio citoplasmatico e/ou
contém um dominio transmembrana e/ou um dominio
citoplasmatico modificado. Um polipeptideo gH pode
opcionalmente incluir um ou mais polipeptideos adicionais
(por exemplo, um polipeptideo heterdlogo do dominio
transmembrana e/ou do dominio citoplasmatico). Em algumas
modalidades, um polipeptideo gH ¢é expresso como uma
proteina de fusdo <com um polipeptideo heterdlogo. O
polipeptideo gH pode estar ligado a um polipeptideo
heterdélogo para criar uma proteina de fusdo sem alteracédo
da funcdo e/ou antigenicidade de gH. Por exemplo, uma
seqiiéncia codificadora para um polipeptideo heterdlogo pode
ser unida na seqgliéncia codificadora do polipeptideo gH, por
exemplo, na extremidade 3’ da seqgiiéncia codificadora do

polipeptideo gH. Em algumas modalidades, uma seqgliiéncia
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codificadora para um polipeptideo heterdlogo pode ser unida
in frame na seqiéncia codificadora do polipeptideo gH. Em
algumas modalidades, uma seqiiéncia codificadora do
polipeptideo gH e ©polipeptideo heterdlogo podem ser
expressos por um Unico promotor. Em algumas modalidades, um
polipeptideo heterdélogo é inserido (por exemplo, fundido)
no terminal C de um polipeptideo gH.

[091] Em algumas modalidades, um polipeptideo
heterb6logo é ou compreende um dominio transmembrana e/ou
dominio citoplasmatico encontrado no virus da estomatite
vesicular (VSV). Em algumas modalidades, um gH qgue né&o
possui um dominio transmembrana e/ou um dominio
citoplasmatico é fundido a um dominio transmembrana e/ou
dominio citoplasmatico de VSV. Um polipeptideo de fusé&o gH-
VSV exemplar para uso de acordo com a presente invencgdo é
mostrado abaixo como o SEQ ID NO: 16. Em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo gH-VSV
adequada inclui todo ou uma porgcdo de um polipeptideo gH
que ¢é substancialmente hombélogo a um polipeptideo gH de
HCMV conhecido e todo ou uma porcdo de um polipeptideo do
VSV que é substancialmente homdélogo a um polipeptideo do
VSV conhecido. Por exemplo, uma proteina de fusdo de
polipeptideo gH - VSV  pode conter uma ou mais
substituicdes, delecdes e/ou insercdes de aminoacidos,
quando comparado com um polipeptideo gH e/ou VSV do tipo
selvagem ou de ocorréncia natural. Dessa forma, em algumas
modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo gH-VSV
adequada a presente invencdo é substancialmente homéloga ao
SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, uma proteina de

fusdo de polipeptideo gH-VSV adequada a presente invencdo

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pag. 79/139



69/123

)

possui uma seqléncia de aminoacidos pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% ou mais homdbébloga ao SEQ ID NO: 16. Em
algumas modalidades, uma proteina de fusdo de polipeptideo
gH-VSV adequada a presente invencdo ¢é substancialmente
idéntica ao SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, uma
proteina de fusdo de polipeptideo gH-VSV adequada a
presente invencdo possui uma seqiiéncia de aminoadcidos pelo
menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 091%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica ao
SEQ ID NO: 16. Como aqgqui usado, “gH-G” se refere a uma
proteina de fus&do de gH de HMCV - TM/CTD de VSV.

Seqiéncia de aminoacidos de gH - G de HCMV (SEQ ID NO:
16)
MRPGLPSYLIVLAVCLLSHLLSSRYGAEATISEPLDKAFHLLLNTYGRPIRFLRENTTQC
TYNSSLRNSTVVRENAISENFFQSYNQYYVEFHMPRCLFAGPLAEQFLNQVDLTETLERY
QORLNTYALVSKDLASYRSESQQLKAQDSLGEQPTTVPPPIDLSIPHVWMPPQTTPHGW
TESHTTSGLHRPHEFNQTCILFDGHDLLEFSTVTPCLHQGFYLIDELRYVKITLTEDFEVV
TVSIDDDTPMLLIFGHLPRVLFKAPYQRDNFILRQTEKHELLVLVKKDQLNRHSYLKDP
DFLDAALDENYLDLSALLRNSFHRYAVDVLKSGRCOMLDRRTVEMAFAYALALFAAARQ
EEAGAQVSVPRALDRQAALLQIQEFMITCLSQTPPRTTLLLYPTAVDLAKRALWTPNQT
TDITSLVRLVYILSKONQOHLIPOWALRQTIADFALKLHKTHLASFLSAFARQELYLMGS
LVHSMLVHTTERREIFIVETGLCSLAELSHFTQLLAHPHHEYLSDLYTPCSSSGRRDHS
LERLTRLFPDATVPTTVPAALSILSTMQPSTLETFPDLFCLPLGESEFSALTVSEHVSYV
VINQYLIKGISYPVSTTVVGQSLIITQTDSQTKCELTRNMHTTHSITAALNISLENCAF
COSALLEYDDTQGVINIMYMHDSDDVLFALDPYNEVVVSSPRTHYLMLLKNGTVLEVTD

VVVDATDSREFFFITIGLITGLFLVLRVGIHLCIKLKHTKKROrYTDIEMNRLGK *

(SEQ ID NO: 16) (TM e CTD sublinhados)
Seqiéncia de nucleotideos de gH - G de HCMV (SEQ ID NO:
17)
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ATGCGGCCAGGCCTCCCCTCCTACCTCATCGTCCTCGCCGTCTGTCTCCTCAGCCACCT
ACTTTCGTCACGATATGGCGCAGAAGCCATATCCGAACCGCTGGACAAAGCGTTTCACC
TACTGCTCAACACCTACGGGAGACCCATCCGCTTCCTGCGTGAAAACACCACCCAGTGT
ACCTACAATAGCAGCCTCCGTAACAGCACGGTCGTCAGGGAAAACGCCATCAGTTTCAA
CTTTTTCCAAAGCTATAATCAATACTATGTATTCCATATGCCTCGATGTCTTTTTGCGG
GTCCTCTGGCGGAGCAGTTTCTGAACCAGGTAGATCTGACCGAAACCCTGGAAAGATAC
CAACAGAGACTTAACACTTACGCGCTGGTATCCAAAGACCTGGCCAGCTACCGATCTTT
TTCGCAGCAGCTAAAGGCACAGGACAGCCTAGGTGAACAGCCCACCACTGTGCCACCAC
CCATTGACCTGTCAATACCTCACGTTTGGATGCCACCGCAAACCACTCCACACGGCTGG
ACAGAATCACATACCACCTCAGGACTACACCGACCACACTTTAACCAGACCTGTATCCT
CTTTGATGGACACGATCTACTATTCAGCACCGTCACACCTTGTTTGCACCAAGGCTTTT
ACCTCATCGACGAACTACGTTACGTTAAAATAACACTGACCGAGGACTTCTTCGTAGTT
ACGGTGTCCATAGACGACGACACACCCATGCTGCTTATCTTCGGCCATCTTCCACGCGT
ACTCTTTAAAGCGCCCTATCAACGCGACAACTTTATACTACGACAAACTGAAAAACACG
AGCTCCTGGTGCTAGTTAAGAAAGATCAACTGAACCGTCACTCTTATCTCAAAGACCCG
GACTTTCTTGACGCCGCACTTGACTTCAACTACCTGGACCTCAGCGCACTACTACGTAA
CAGCTTTCACCGTTACGCCGTGGATGTACTCAAAAGCGGTCGATGTCAGATGCTGGACC
GCCGCACGGTAGAAATGGCCTTCGCCTACGCATTAGCACTGTTCGCAGCAGCCCGACAA
GAAGAGGCCGGCGCCCAAGTCTCCGTCCCACGGGCCCTAGACCGCCAGGCCGCACTCTT
ACAAATACAAGAATTTATGATCACCTGCCTCTCACAAACACCACCACGCACCACGTTGC
TGCTGTATCCCACGGCCGTGGACCTGGCCAAACGAGCCCTTTGGACACCGAATCAGATC
ACCGACATCACCAGCCTCGTACGCCTGGTCTACATACTCTCTAAACAGAATCAGCAACA
TCTCATCCCCCAGTGGGCACTACGACAGATCGCCGACTTTGCCCTAAAACTACACAAAA
CGCACCTGGCCTCTTTTCTTTCAGCCTTCGCGCGTCAAGAACTCTACCTCATGGGCAGC
CTCGTCCACTCCATGCTAGTACATACGACGGAGAGACGCGAAATCTTCATCGTAGAAAC
GGGCCTCTGTTCATTAGCCGAGCTATCACACTTTACGCAGTTGCTAGCTCATCCGCACC
ACGAATACCTCAGCGACCTGTACACACCCTGTTCCAGTAGCGGGCGACGCGATCACTCG
CTCGAACGCCTCACACGTCTCTTCCCCGATGCCACCGTCCCCACTACCGTTCCCGCCGC
CCTCTCCATCCTATCTACCATGCAACCAAGCACGCTAGAAACCTTCCCCGACCTGTTTT

GTCTGCCGCTCGGCGAATCCTTCTCCGCGCTGACCGTCTCCGAACACGTCAGTTATGTC
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GTAACAAACCAGTACCTGATCAAAGGTATCTCCTACCCTGTCTCCACCACCGTCGTAGG
CCAGAGCCTCATCATCACCCAGACGGACAGTCAAACTAAATGCGAACTGACGCGCAACA
TGCATACCACACACAGCATCACAGCGGCGCTCAACATTTCCCTAGAAAACTGCGCCTTT
TGCCAAAGCGCCCTACTAGAATACGACGACACGCAAGGCGTCATCAACATCATGTACAT
GCACGACTCGGACGACGTCCTTTTCGCCCTGGATCCCTACAACGAAGTGGTGGTCTCAT
CTCCGCGAACTCACTACCTCATGCTTTTGAAAAACGGTACGGTCCTAGAAGTAACTGAC

GTCGTCGTGGACGCTACCGACAGTCGTTTTTTCTTTATCATAGGGTTAATCATTGGACT

ATTCTTGGTTCTCCGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAATTAAAGCACACCAAGAAAA

GACAGATTTATACAGACATAGAGATGAACCGACTTGGAAAGTAA (SEQ ID NO:

17) (TM e CTD sublinhados)

Seqiiéncia de nucleotideos de gH - G de HCMV cédon-
otimizada (SEQ ID NO: 18)
ATGCGACCCGGACTGCCAAGCTACCTGATTGTCCTGGCTGTCTGTCTGCTGTCACACCT
GCTGAGTTCAAGATATGGGGCCGAAGCCATCAGCGAGCCACTGGACAAGGCTTTCCACC
TGCTGCTGAACACCTACGGCAGACCCATTAGGTTTCTGCGCGAGAATACCACACAGTGC
ACATATAACAGCTCCCTGAGGAATAGCACTGTGGTCCGCGAAAACGCCATCTCTTTCAA
TTTCTTTCAGAGTTACAACCAGTACTACGTGTTCCATATGCCACGCTGTCTGTTCGCAG
GACCCCTGGCCGAGCAGTTTCTGAACCAGGTGGACCTGACCGAGACACTGGAAAGATAC
CAGCAGAGGCTGAATACCTATGCCCTGGTGAGTAAGGATCTGGCTTCATATCGGTCTTT
CAGTCAGCAGCTCAAGGCCCAGGACTCTCTGGGAGAGCAGCCTACTACCGTGCCCCCTC
CAATCGATCTGAGTATTCCACACGTCTGGATGCCCCCTCAGACAACTCCCCACGGATGG
ACCGAAAGCCATACCACATCCGGCCTGCACAGACCCCACTTCAACCAGACATGCATCCT
GTTCGATGGCCACGACCTGCTGTTTTCCACTGTGACCCCTTGTCTGCATCAGGGGTTCT
ACCTGATCGATGAGCTGAGATATGTGAAGATTACACTGACTGAAGACTTCTTTGTGGTC
ACCGTGTCTATCGACGATGACACACCAATGCTGCTGATTTTCGGACACCTGCCCCGGGET
GCTGTTCAAGGCCCCCTACCAGCGAGACAACTTCATCCTGCGGCAGACCGAGAAACACG
AACTGCTGGTGCTGGTCAAGAAAGATCAGCTCAACCGGCATTCCTATCTGAAGGACCCC
GACTTCCTGGATGCCGCTCTGGACTTTAACTACCTGGACCTGTCAGCACTGCTGCGGAA
TAGCTTTCACAGATATGCCGTGGATGTCCTGAAATCTGGGCGCTGCCAGATGCTGGACC

GGAGAACCGTGGAGATGGCATTCGCCTACGCTCTGGCACTGTTTGCAGCCGCTCGGCAG
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GAGGAAGCAGGAGCTCAGGTGAGTGTCCCTCGCGCACTGGATCGACAGGCAGCCCTGCT
GCAGATCCAGGAGTTCATGATTACCTGTCTGAGCCAGACACCACCCAGAACTACCCTGC
TGCTGTACCCCACTGCCGTGGACCTGGCTAAGAGGGCACTGTGGACCCCTAACCAGATC
ACTGATATTACCAGCCTGGTGAGACTGGTCTATATCCTGTCCAAACAGAATCAGCAGCA
CCTGATCCCACAGTGGGCCCTGAGGCAGATTGCCGACTTTGCTCTGAAGCTGCACAARAA
CCCATCTGGCTTCCTTTCTGTCTGCATTCGCCAGACAGGAGCTGTACCTGATGGGATCT
CTGGTGCACAGTATGCTGGTCCATACAACTGAGAGGCGCGAAATCTTCATTGTGGAGAC
AGGCCTGTGCAGCCTGGCTGAACTGTCCCACTTTACTCAGCTCCTGGCCCATCCTCACC
ATGAGTACCTGTCAGATCTGTATACCCCATGTTCTAGTTCAGGACGACGGGACCACAGC
CTGGAACGACTGACTCGGCTGTTCCCTGATGCAACCGTGCCTACCACCGTGCCCGCCGC
CCTGAGTATCCTGTCAACAATGCAGCCAAGCACACTGGAGACTTTTCCCGACCTGTTCT
GCCTGCCTCTGGGCGAGAGCTTCAGCGCCCTGACCGTGAGCGAACATGTCAGCTACGTG
GTCACAAACCAGTATCTGATCAAGGGGATTTCCTACCCCGTGTCTACTACCGTGGTCGG
ACAGTCCCTGATCATTACCCAGACAGATTCTCAGACTAAATGTGAGCTGACCAGAAATA
TGCACACAACTCATAGTATCACCGCCGCTCTGAACATTTCACTGGAGAATTGCGCTTTC
TGTCAGTCCGCACTGCTGGAATACGATGACACACAGGGCGTGATCAACATTATGTATAT
GCACGATTCTGATGACGTGCTGTTTGCTCTGGACCCCTACAACGAGGTGGTCGTGAGCT
CCCCCAGAACTCATTATCTGATGCTGCTGAAGAATGGCACAGTGCTGGAAGTCACTGAT

GTCGTGGTCGATGCCACAGACTCCCGCTTCTTTTTCATCATTGGCCTGATCATTGGGCT

GTTCCTGGTGCTGCGAGTCGGCATCCACCTGTGCATCAAGCTGAAGCATACAAAGAAGA

GACAGATCTACACCGATATTGAAATGAACAGGCTGGGCAAATGA (SEQ ID NO:

18) (TM e CTD sublinhados)

[092] Em algumas modalidades, um polipeptideo gH inclui
um dominio transmembrana e/ou dominio citoplasméatico
encontrado em gB. Um exemplar nucleotideo que codifica um
polipeptideo de fusdo gH de HCMV - TM/CTD de gB de HCMV
para uso de acordo com a presente invencdo ¢é mostrado
abaixo como o SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, um
polipeptideo gH de HCMV - TM/CTD de gB de HCMV adequado a

presente invencéao é substancialmente homdélogo ao
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polipeptideo codificado pelo SEQ ID NO: 20. Em algumas
modalidades, um polipeptideo gH de HCMV - TM/CTD de gB de
HCMV adequado a presente invencdo possuil uma seqiéncia de
aminoadcidos pelo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
mais homélogo ao polipeptideo codificado pelo SEQ ID NO:
20. Em algumas modalidades, um polipeptideo gH de HCMV -
TM/CTD de gB de HCMV adequado a presente invencdo é
substancialmente idéntico ao polipeptideo codificado pelo
SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, um polipeptideo gH
de HCMV - TM/CTD de gB de HCMV adequado a presente invencdo
possui uma seqliéncia de aminoadcidos pelo menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99%) ou mais 1idéntico ao polipeptideo
codificado pelo SEQ ID NO: 20.

Seqiiéncia de nucleotideos de gH de HCMV - TM/CTD de gB
de HCMV (SEQ ID NO: 20)

ATGCGGCCAGGCCTCCCCTCCTACCTCATCGTCCTCGCCGTCTGTCTCCTCAGCCACCT

ACTTTCGTCACGATATGGCGCAGAAGCCATATCCGAACCGCTGGACAAAGCGTTTCACC

TACTGCTCAACACCTACGGGAGACCCATCCGCTTCCTGCGTGAAAACACCACCCAGTGT
ACCTACAATAGCAGCCTCCGTAACAGCACGGTCGTCAGGGAAAACGCCATCAGTTTCAA
CTTTTTCCAAAGCTATAATCAATACTATGTATTCCATATGCCTCGATGTCTTTTTGCGG
GTCCTCTGGCGGAGCAGTTTCTGAACCAGGTAGATCTGACCGAAACCCTGGAAAGATAC
CAACAGAGACTTAACACTTACGCGCTGGTATCCAAAGACCTGGCCAGCTACCGATCTTT
TTCGCAGCAGCTAAAGGCACAGGACAGCCTAGGTGAACAGCCCACCACTGTGCCACCAC
CCATTGACCTGTCAATACCTCACGTTTGGATGCCACCGCAAACCACTCCACACGGCTGG
ACAGAATCACATACCACCTCAGGACTACACCGACCACACTTTAACCAGACCTGTATCCT
CTTTGATGGACACGATCTACTATTCAGCACCGTCACACCTTGTTTGCACCAAGGCTTTT
ACCTCATCGACGAACTACGTTACGTTAAAATAACACTGACCGAGGACTTCTTCGTAGTT

ACGGTGTCCATAGACGACGACACACCCATGCTGCTTATCTTCGGCCATCTTCCACGCGT
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ACTCTTTAAAGCGCCCTATCAACGCGACAACTTTATACTACGACAAACTGAAAAACACG
AGCTCCTGGTGCTAGTTAAGAAAGATCAACTGAACCGTCACTCTTATCTCAAAGACCCG
GACTTTCTTGACGCCGCACTTGACTTCAACTACCTGGACCTCAGCGCACTACTACGTAA
CAGCTTTCACCGTTACGCCGTGGATGTACTCAAAAGCGGTCGATGTCAGATGCTGGACC
GCCGCACGGTAGAAATGGCCTTCGCCTACGCATTAGCACTGTTCGCAGCAGCCCGACAA
GAAGAGGCCGGCGCCCAAGTCTCCGTCCCACGGGCCCTAGACCGCCAGGCCGCACTCTT
ACAAATACAAGAATTTATGATCACCTGCCTCTCACAAACACCACCACGCACCACGTTGC
TGCTGTATCCCACGGCCGTGGACCTGGCCAAACGAGCCCTTTGGACACCGAATCAGATC
ACCGACATCACCAGCCTCGTACGCCTGGTCTACATACTCTCTAAACAGAATCAGCAACA
TCTCATCCCCCAGTGGGCACTACGACAGATCGCCGACTTTGCCCTAAAACTACACAAAA
CGCACCTGGCCTCTTTTCTTTCAGCCTTCGCGCGTCAAGAACTCTACCTCATGGGCAGC
CTCGTCCACTCCATGCTAGTACATACGACGGAGAGACGCGAAATCTTCATCGTAGAAAC
GGGCCTCTGTTCATTAGCCGAGCTATCACACTTTACGCAGTTGCTAGCTCATCCGCACC
ACGAATACCTCAGCGACCTGTACACACCCTGTTCCAGTAGCGGGCGACGCGATCACTCG
CTCGAACGCCTCACACGTCTCTTCCCCGATGCCACCGTCCCCACTACCGTTCCCGCCGC
CCTCTCCATCCTATCTACCATGCAACCAAGCACGCTAGAAACCTTCCCCGACCTGTTTT
GTCTGCCGCTCGGCGAATCCTTCTCCGCGCTGACCGTCTCCGAACACGTCAGTTATGTC
GTAACAAACCAGTACCTGATCAAAGGTATCTCCTACCCTGTCTCCACCACCGTCGTAGG
CCAGAGCCTCATCATCACCCAGACGGACAGTCAAACTAAATGCGAACTGACGCGCAACA
TGCATACCACACACAGCATCACAGCGGCGCTCAACATTTCCCTAGAAAACTGCGCCTTT
TGCCAAAGCGCCCTACTAGAATACGACGACACGCAAGGCGTCATCAACATCATGTACAT
GCACGACTCGGACGACGTCCTTTTCGCCCTGGATCCCTACAACGAAGTGGTGGTCTCAT
CTCCGCGAACTCACTACCTCATGCTTTTGAAAAACGGTACGGTCCTAGAAGTAACTGAC
GTCGTCGTGGACGCTACCGACAGTCGTTTCGGAGCCTTCACCATCATCCTCGTGGCCAT
AGCCGTCGTCATTATCATTTATTTGATCTATACTCGACAGCGGCGTCTCTGCATGCAGC
CGCTGCAGAACCTCTTTCCCTATCTGGTGTCCGCCGACGGGACCACCGTGACGTCGGGC
AACACCAAAGACACGTCGTTACAGGCTCCGCCTTCCTACGAGGAAAGTGTTTATAATTC
TGGTCGCAAAGGACCGGGACCACCGTCGTCTGATGCATCCACGGCGGCTCCGCCTTACA
CCAACGAGCAGGCTTACCAGATGCTTCTGGCCCTGGTCCGTCTGGACGCAGAGCAGCGA

GCGCAGCAGAACGGTACAGATTCTTTGGACGGACAGACTGGCACGCAGGACAAGGGACA
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GAAGCCCAACCTGCTAGACCGACTGCGACACCGCAAAAACGGCTACCGACACTTGAAAG
ACTCCGACGAAGAAGAGAACGTCTGA (SEQ ID NO: 20) (sinal do
peptideo de gH sublinhado; TM-CTD de gB em negrito)

Outros (incluindo Complexo de glicoproteina - gN e gM
(gC) II)

[093] Além de gB e gH, outras glicoproteinas do
envelope podem ser Uteis no desenvolvimento de vacinas. Por
exemplo, o complexo de gclII, que contém gN (UL73) e gM
(UL100), é de interesse particular. Andlises protedmicas de
virions de HCMV demonstraram que gcIlI é a glicoproteina
mais abundantemente expressa em particulas do virus,
enfatizando sua importéncia potencial na imunidade
protetora (Varnum S.M. e cols., 2005 Human Gene Ther. 16:
1.143-50). A infeccdo por HCMV desperta uma resposta de
anticorpos gclI-especifica na maioria de individuos
soropositivos (Shimamura M. e cols., 2006 J. Virol. 80:
4.591-600), e foi demonstrado que vacinas de DNA que contém
antigenos de gcII gM e gN despertam respostas de anticorpos
neutralizantes em coelhos e camundongos (Shen S e cols.,
2007 Vaccine 25: 3319-27).

p65

[094] A resposta imune celular ao HCMV inclui respostas
de linfécitos T citotdxicos CD8* de MHC classe II restritos
CD4* e MHC classe I restritos, a diversos antigenos virais,
muitos dos quais sdo encontrados no tegumento wviral, a
regido da particula viral que se situa entre o envelope e ©
nucleocapsideo. Por exemplo, foi demonstrado que a proteina
de HCMV pp65 (UL83) desperta uma resposta de linfécitos T
CD8*" significante apds infeccdo por HCMV (McLaughlin-Taylor

E. 1994 J. Med. Virol. 43: 103-10). Essa proteina viral de
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65 kDa ¢é wuma das proteinas estruturais de HCMV mais
abundantemente expressas. Seqliéncias de pp65 exemplares séo
aqui descritas.

Outras (incluindo IE1l, ppl50)

[095] Outras proteinas que despertam respostas de
linfécitos T incluem a proteina imediata precoce-1 (IE1)
(UL123) e ppl50 (UL32) (Gibson L e cols., 2004 J. Immunol.
172: 2.256-64; La Rosa C e cols., 2005 Human Immunol. 66:
116-206) .

[096] Como descrito acima, um polipeptideo Gag pode
opcionalmente incluir um ou mais polipeptideos adicionais
(por exemplo, um antigeno heterdélogo) . Em algumas
modalidades, um polipeptideo Gag €& co-expresso com um
antigeno heterdélogo (por exemplo, sob promotores separados
e/ou como proteinas separadas). O polipeptideo Gag pode ser
co-expresso com um antigeno heterdlogo sem alteracdo da
funcdo de Gag. Sem se prender a uma teoria, acredita-se que
a co-expressdo de um polipeptideo Gag de automontagem com
um antigeno heterdélogo do envelope permitird que o antigeno
seja incorporado no envelope ou na bicamada lipidica de uma
VLP resultante. Em algumas modalidades, componentes do
envelope da VLP servem como imundgencos eficazes (por
exemplo, para inducdo de resposta imune humoral). Em
algumas modalidades, um polipeptideo Gag €& expresso cComo
uma proteina de fusdo com um antigeno heterdélogo. Por
exemplo, uma seqiiéncia codificadora ©para um antigeno
heterdélogo pode ser unida na seqliéncia codificadora do
polipeptideo Gag, por exemplo, na extremidade 3’ da
seqiiéncia codificadora do polipeptideo Gag. Em algumas

modalidades, uma seqiiéncia codificadora para um antigeno
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heterdlogo  pode ser unida in frame na sequéncia
codificadora do polipeptideo Gag. Em algumas modalidades,
uma seqiéncia codificadora de polipeptideo Gag e o antigeno
heterdélogo podem ser expressos por um Unico promotor. Em
algumas modalidades, um antigeno heterdélogo é inserido (por
exemplo, fundido) no terminal C de um polipeptideo Gag. Sem
se prender a uma teoria, acredita-se que a fusdo de um
polipeptideo Gag de automontagem a um antigeno heterdlogo
permitira gque o antigeno seja incorporado nos componentes
estruturais de uma VLP resultante. Em algumas modalidades,
os componentes estruturais da VLP servem como imundédgenos
eficazes (por exemplo, para inducdo de resposta imune
celular). Por exemplo, as VLPs fornecidas podem compreender
um polipeptideo gag retroviral (por exemplo, gag de MLV) e
um componente estrutural de HCMV (por exemplo, pp65). Em
algumas dessas modalidades, pp65 ¢é incorporado na VLP e
serve como um antigeno para despertar uma resposta imune
contra HCMV.

[097] As VLPs fornecidas podem conter uma proteina
estrutural retroviral (por exemplo, polipeptideo Gag) que é
disposta e construida de tal forma que sofra automontagem
para formar a VLP e estd posicionada no interior da VLP. Em
algumas modalidades, as VLPs fornecidas contém uma proteina
do envelope (por exemplo, gB e/ou gH) que é disposta e
construida de tal forma gue um ou mais epitopos da proteina
do envelope (por exemplo, gB e/ou gH) sejam posicionados na
superficie da VLP. Em algumas modalidades, as VLPs
fornecidas contém uma proteina de fusdo estrutural (por
exemplo, Gag/pp65) que é disposta e construida de tal forma

que um ou mais epitopos da proteina estrutural (por
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exemplo, ppb65) sejam posicionados no interior da VLP.

ITI. Producdo de VLPs

[098] Serd observado que uma composicgdo gque compreende
VLPs tipicamente incluird uma mistura de VLPs com uma gama
de tamanhos. Serd subentendido que os valores de diédmetro
listados abaixo correspondem ao didmetro mais fregliente
dentro da mistura. Em algumas modalidades > 90% das
vesiculas em uma composicdo terdo um didmetro que se situa
dentro de 50% do valor mais freqliente (por exemplo, 1.000 =%
500 nm). Em algumas modalidades, a distribuicdo pode ser
mais estreita, por exemplo, > 90% das vesiculas em uma
composicdo podem ter um didmetro que se situa dentro de 40,
30, 20, 10 ou 5% do wvalor mais freqiiente. Em algumas
modalidades, sonificagcdo ou wultra-sonificacd&o pode ser
usada para facilitar a formacdo de VLP e/ou para alterar o
tamanho da VLP. Em algumas modalidades, filtracdo, dialise
e/ou centrifugagcdo podem ser usadas para ajustar a
distribuicdo de tamanho da VLP.

[099] Em geral, VLPs produzidas de acordo com Os
métodos da presente revelacdo podem ser de qualquer
tamanho. Em certas modalidades, a composicdo pode incluir
VLPs com didmetro na faixa de cerca de 20 nm até cerca de
300 nm. Em algumas modalidades, uma VLP é caracterizada por
possuir um didmetro dentro de uma faixa delimitada por um
limite inferior de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 nm
e delimitada por um limite superior de 300, 290, 280, 270,
260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190, 180 ou 170 nm. Em
algumas modalidades, VLPs dentro de uma populacdo mostram
um didmetro médio dentro de uma faixa delimitada por um

limite inferior de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 nm
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e delimitada por um limite superior de 300, 290, 280, 270,
260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190, 180 ou 170 nm. Em
algumas modalidades, as VLPs em uma populagcdo possuem um
indice de polidispersibilidade que é menor do que 0,5 (por
exemplo, menor do que 0,45, menor do que 0,4 ou menor do
que 0,3). Em algumas modalidades, o didmetro da VLP &
determinado por nanodimensionamento. Em algumas
modalidades, o diémetro da VLP é determinado por
microscopia eletrdnica.

A. Producdo de VLP in vitro / ex vivo

[100] As VLPs fornecidas de acordo com a presente
invencdo podem ser preparadas de acordo com metodologias
gerais conhecidas por aqueles habilitados na técnica. Por
exemplo, varias moléculas de acido nucléico, genomas ou
vetores ou plasmideos reconstituidos podem ser preparados
usando seqiiéncias de virus conhecidos. Essas seqgiiéncias
estdo disponiveis de bancos, e material pode ser obtido de
varias colecdes, plasmideos publicados etc. Esses elementos
podem ser isolados e manipulados com o uso de técnicas bem
conhecidas por aqueles habilitados na técnica, ou isolados
de plasmideos disponiveis na técnica. Varias seqgliéncias
sintéticas ou artificiais também podem ser produzidas a
partir de anédlise de computador ou por meio de selecdo
(alto rendimento) de bibliotecas. A expressdo recombinante
dos polipeptideos para VLPs exige a construcdo de um vetor
de expressdo que contém um polinucleotideo que codifica um
ou mais polipeptideos. Apds um polinucleotideo que codifica
um ou mais polipeptideos ter sido obtido, o vetor para
producdo do polipeptideo pode ser produzido por tecnologia

de DNA recombinante com o uso de metodologias conhecidas na
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técnica. Vetores de expressdo que podem ser utilizados de
acordo com a presente invencdo incluem, sem limitacéo,
vetores de expressdo de mamiferos, vetores de expressdo de
baculovirus, vetores de expressdo de planta (por exemplo,
virus do mosaico da couve-flor (CaMV), virus do mosaico do
tabaco (TMV)), vetores de expressdo de plasmideo (por
exemplo, plasmideo Ti), entre outros.

[101] Um plasmideo de expressdo de VLP exemplar que
pode ser usado de acordo com a presente invencdo é mostrado
abaixo como o SEQ ID NO: 19:

Plasmideo de expressdo Propol II (SEQ ID NO: 19)
CTAGAGAGCTTGGCCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATT
GGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTA
ATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTA
CGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTA
TTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCC
CTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGAT
GCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAA
GTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTT
CCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTG
GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATC
CACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGGTCGACCGAT
CCTGAGAACTTCAGGGTGAGTTTGGGGACCCTTGATTGTTCTTTCTTTTTCGCTATTGT
AAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCAAAGTTTTCAGGGTGTTGTTTAGAATGGGAAGAT
GTCCCTTGTATCACCATGGACCCTCATGATAATTTTGTTTCTTTCACTTTCTACTCTGT
TGACAACCATTGTCTCCTCTTATTTTCTTTTCATTTTCTTGTAACTTTTTCGTTAAACT
TTAGCTTGCATTTGTAACGAATTTTTAAATTCACTTTTGTTTATTTGTCAGATTGTAAG

TACTTTCTCTAATCACTTITTTTTCAAGGCAATCAGGGTATATTATATTGTACTTCAGC
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ACAGTTTTAGAGAACAATTGTTATAATTAAATGATAAGGTAGAATATTTCTGCATATAA
ATTCTGGCTGGCGTGGAAATATTCTTATTGGTAGAAACAACTACATCCTGGTCATCATC
CTGCCTTTCTCTTTATGGTTACAATGATATACACTGTTTGAGATGAGGATAAAATACTC
TGAGTCCAAACCGGGCCCCTCTGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGC
TCCTGGGCAACGTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAATTCCTCGAG
CGTACGCCTAGGGGATCCAGCGCTATTTAAATGCTAGCATGCATGTTAACCCTGCAGGG
GTACCGCGGCCGCAAGCTTAGATCCGTCGAGGAATTCACTCCTCAGGTGCAGGCTGCCT
ATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGCCAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCTT
TTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGG
CTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCAC
TCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAG
AGTTTGGCAACATATGCCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTTGGCTATAAAGAGG
TCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGA
CTTGAGGTTAGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTA
AAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGT
CATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGGAGATCCCTCGACGGATCGGCCGCAATTCGTAATC
ATGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG
AGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAA
TTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCA
AAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGC
GCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGC
TGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTAT
CGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAA

CAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTA
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ACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACC
TTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGG
TTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTT
TGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTG
GTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTT
TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCA
GTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCC
GTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGAT
ACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAA
GGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGT
TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCAT
TGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTT
CCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGGTTAGCTC
CTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTA
TGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACT
GGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTG
CCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCA
TTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGT
TCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT
TTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACAC
GGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGT
TATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGT
TCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAA
ATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCA
AAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGG
AACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTA
TCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGT
GCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGA
AAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGC

GCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGC
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CGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCG
GTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATT
AAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGC
GCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGLT
(SEQ ID NO: 19)

[102] As VLPs fornecidas podem ser preparadas de acordo
com metodologias conhecidas na técnica. Por exemplo, em
algumas modalidades, as VLPs fornecidas podem ser
produzidas em qualquer sistema de expressdo de proteina
disponivel. Tipicamente, o vetor de expressdo é transferido
para uma célula hospedeira por técnicas convencionais e as
células transfectadas s&o entdo cultivadas por técnicas
convencionais para produzir VLPs. Em algumas modalidades,
as VLPs sdo produzidas usando transfeccdo transitdria de
células. Em algumas modalidades, as VLPs sdo produzidas
usando células transfectadas estavelmente. Linhagens de
células tipicas que podem ser utilizadas para producdo de
VLP incluem, sem limitac&o, linhagens de células de
mamiferos como, por exemplo, células de rim embrionédrio
humano (HEK) 293, WI 38, de ovAdrio de hamster chinés (CHO),
rim de macaco (C0OS), HT1080, CIO, HelLa, de rim de filhote
de hamster (BHK), 3T3, CI 27, CvVv-1, HaK, NS/O e L-9209.
Exemplos ndo limitantes especificos incluem, sem limitacéo,
linhagem de mieloma de camundongo BALB/c (NSO/1, ECACC N°:
85110503); retinoblastos humano (PER.C6 (CruCell, Leiden,
Holanda)); linhagem de rim de macaco CV1 transformada por
Sv40 (COS-7, ATCC CRL 1651); 1linhagem de rim embrionédrio
humano (células 293 ou 293 subclonadas para crescimento em
cultura de suspensdo, Graham e cols., J. Gen. Virol., 36:

59 (1977)); células de rim de filhote de hamster (BHK, ATCC
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CCL 10); células de ovario de hamster chinés +/-DHFR (CHO,
Urlaub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4.2106
(1980)); células camundongo de Sertoli (TM4, Mather, Biol.
Reprod., 23: 243-251 (1980)); células de rim de macaco (CV1
ATCC CCL 70); células de rim de macaco africano verde
(VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical
humano (HelLa, ATCC CCL 2); células de rim canino (MDCK,
ATCC CCL 34); células de figado de rato-bufalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulm&o humano (W138, ATCC CCL
75); células de figado humano (Hep G2, HB 8065); células de
tumor mamadrio de camundongo (MMT 060562, ATCC CCL51);
células TRI (Mather e cols., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:
44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; e uma linhagem
de hepatoma humano (Hep G2). Em algumas modalidades, as
linhagens de células que podem ser utilizadas para producgdo
de VLP incluem células de inseto (por exemplo, Sf-9, Sf-21,
Tn-368, Hi5) ou planta (por exemplo, Leguminosa, cereal ou
tabaco) . Seré observado em algumas modalidades,
particularmente quando a glicosilacdo é importante para a
funcdo da proteina, que células de mamiferos sédo
preferiveis para expressdo de proteina e/ou producdo de VLP
(veja, por exemplo, Roldao A e cols., 2010 Expt. Rev.
Vaccines 9: 1.149-76).

[103] Sera observado que pode ser escolhida uma cepa de
célula que modula a expressdo das seqiéncias inseridas, ou
modifica e ©processa o produto génico de uma forma
especifica. Essas modificacgdes (por exemplo, glicosilacédo)
e processamento (por exemplo, clivagem ou transporte até a
membrana) de produtos de proteina podem ser importantes

para geragdo de uma VLP ou funcdo de um polipeptideo de VLP
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ou polipeptideo adicional (por exemplo, um adjuvante ou
antigeno adicional). Células diferentes possuem mecanismos
caracteristicos e especificos para processamento e
modificacdo pds-traducdo de proteinas e produtos génicos.
Linhagens de células ou sistemas hospedeiros apropriados
podem ser escolhidos ©para assegurar a modificacdo e
processamento corretos da proteina estranha expressa.
Geralmente, células hospedeiras eucaridticas (também
denominadas células de empacotamento (por exemplo, células
de rim de embrido humano 293T)) que possuem maquinario
celular apropriado para processamento correto do transcrito
primdrio, glicosilacdo e fosforilacdo do produto génico
podem ser usadas de acordo com a presente invencéo.

[104] As VLPs podem ser purificadas de acordo com
técnicas conhecidas como, por exemplo, centrifugacao,
gradientes, ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose,
filtracdo de fluxo tangencial e cromatografia (por exemplo,
cromatografia de troca idnica (&nion e céation), de
afinidade e coluna de separagcdo  por tamanho), ou
solubilidade diferencial, entre outras. Alternativa ou
adicionalmente, o sobrenadante celular pode ser usado
diretamente, sem etapa de purificacéo. Entidades
adicionais, por exemplo, antigenos ou adjuvantes
adicionais, podem ser adicionados as VLPs purificadas.

[105] Em algumas modalidades, as seqléncias de
polinucleotideos fornecidas sédo cbdon-otimizadas. A
otimizacdo de cdédons é bem conhecida na técnica e envolve a
modificacdo do wuso de cbédons de tal forma gque niveis
maiores de proteina sejam produzidos.

B. Producdo de VLP in vivo
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[106] As VLPs fornecidas de acordo com a presente
invencdo podem ser preparadas como vacinas de DNA de acordo
com métodos bem conhecidos na técnica. Por exemplo, em
algumas modalidades, um ou mais vetores ou plasmideos, por
exemplo, aqueles descritos acima, sdo administrados a um
individuo de tal forma que as células receptoras expressem
polipeptideos codificados pelo vetor ou plasmideo. Em
algumas modalidades, células receptoras que expressam esses
polipeptideos produzem VLPs que compreendem 0os
polipeptideos.

C. eVLPs mono-, di-, trivalentes

[107] De acordo com a presente invencdo, células podem
ser transfectadas com um Unico vetor de expressdo, Como
aqui descrito. Em algumas modalidades, um uUnico vetor de
expressdo codifica mais de um elemento de uma VLP (por
exemplo, mais de uma das poliproteinas estruturais,
polipeptideo do tegumento de CMV, glicoproteina de CMV
etc.). Por exemplo, em algumas modalidades, um uUnico vetor
de expressdo codifica dois ou mais elementos de uma VLP. Em
algumas modalidades, um Unico vetor de expressdo codifica
trés ou mais elementos de uma VLP.

[108] Em algumas modalidades, as células sdo
transfectadas com dois ou mais vetores de expressdo. Por
exemplo, em algumas modalidades, as células sdo
transfectadas com um primeiro vetor que codifica um
polipeptideo Gag e um segundo vetor que codifica uma
glicoproteina do envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G
ou gH-G) . Em algumas dessas modalidades, VLPs
“monovalentes” que compreendem uma glicoproteina do

envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G ou gH-G) séao
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produzidas. Em algumas modalidades, as células sdo
transfectadas com um primeiro vetor que codifica um
polipeptideo Gag, um segundo vetor dque codifica uma
glicoproteina do envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G
ou gH-G) e um terceiro vetor que codifica outra
glicoproteina do envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G
ou gH-G). Em algumas dessas modalidades, VLPs “bivalentes”
que compreendem 2 glicoproteinas do envelope de HCMV (por
exemplo, gB e gH-G ou gB-G e gH-G) s&o produzidas. Em
algumas modalidades, as células sdo transfectadas com um
primeiro vetor que codifica um polipeptideo de fusdo Gag-
pp65 e um segundo vetor que codifica uma glicoproteina do
envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G ou gH-G). Em
algumas dessas modalidades, VLPs “bivalentes” que
compreendem uma proteina estrutural de HCMV e uma
glicoproteina do envelope de HCMV (por exemplo, gB ou gB-G
ou gH-G) s&o produzidas. Em algumas modalidades, as células
sdo transfectadas com um primeiro vetor que codifica um
polipeptideo de fusdo Gag-pp65, um segundo vetor due
codifica wuma glicoproteina do envelope de HCMV (por
exemplo, gB ou gB-G ou gH-G), e um terceiro vetor due
codifica outra glicoproteina do envelope de HCMV (por
exemplo, gB ou gB-G ou gH-G) . Em algumas dessas
modalidades, VLPs “trivalentes” que compreendem uma
proteina estrutural de HCMV e 2 glicoproteinas do envelope
de HCMV (por exemplo, gB e gH-G ou gB-G e gH-G) sao
produzidas.

[109] Em algumas modalidades, VLPs monovalentes,
bivalentes ou trivalentes sé&do misturadas. Por exemplo, em

algumas modalidades, VLPs monovalentes e bivalentes séao
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misturadas para formar uma mistura de VLP trivalente. Em
algumas modalidades, duas VLPs Dbivalentes s&o misturadas
para formar uma mistura de VLP trivalente.

ITI. Infecgdo e tratamento de HCMV

[110] O citomegalovirus humano (HCMV) , um R-
herpesvirus, é um patdgeno onipresente. Em geral, a entrada
dos herpesvirus nas células é um processo complexo iniciado
por adsorcdo e ligacdo de receptor e seguido por fusdo do
envelope do virus com uma membrana celular. A fusédo
geralmente ocorre na membrana plasmdtica ou em uma membrana
endossémica. HCMV infecta varios tipos de células in vivo,
incluindo células epiteliais, células endoteliais e
fibroblastos (Plachter B. e cols., 1996 Adv. Virus Res. 46:
195-261). Ele se funde com as membranas plasmaticas de
fibroblastos (Compton T. e cols., 1992 Virology 191: 387-
395), mas entra em células epiteliais pigmentadas
retinianas e células endoteliais da veia umbilical por meio
de endocitose (Bodaghi B e cols., 1999 J. Immunol. 162:
957-964; Ryckman B.J. e cols., 2006 J. Virol. 80: 710-722).
O mecanismo pelo qual os herpesvirus escolhem sua via de
entrada permanece incerto. Presume-se geralmente dgque as
vias de entrada sejam determinadas principalmente pela
célula hospedeira, mas hé& evidéncias para papéis trdpicos
de glicoproteinas do virion (Wang X. e cols., 1998 J.
Virol. 72: 5.552-5.558). Como mencionado previamente, o
HCMV codifica dois complexos de gH/gL: gH/gL/g0 e
gH/gL/UL128/UL130/UL131. O complexo gque contém gO &
suficiente para infecgcdo de fibroblasto, enquanto o©
complexo que contém pUL128/UL130/UL131 ¢é importante para

infeccdo por HCMV de células endoteliais e epiteliais.
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[111] O HCMV infecta 50-85% de adultos por volta de 40
anos de idade (Gershon A.A. e cols., 1997 em “Wiral
Infections of Humans”, 4% Edicdo, Nova York; Plenum Press:
229-251). A maioria dos individuos saudéaveis que adquirem
HCMV apds o nascimento desenvolve poucos ou nenhum sintoma.
No entanto, a doenca pelo HCMV é a causa de morbidade e
mortalidade significantes em individuos imunocomprometidos,
por exemplo, receptores de transplantes de células
hematopoiéticas (HCT) e transplantes de dérgdo sdélido (SOT)
(Pass R.F. 2001 “Cytomegalovirus”, em “Fields Virology”, 4°
Edigcdo, Philadelphia; Lippincott Williams & Wilkens: 2.675-
2.705). Em populacdes de SOT ou HCT, a doenca pelo HCMV
pode ocorrer em decorréncia de uma nova 1infeccéo
transmitida pelo 6rgdo do doador ou HCT, ou pode recorrer
em conseqiiéncia de reativacdo de virus latente no receptor.
Em individuos infectados pelo HIV, a infeccdo por HCMV
acelera a progressao a ATIDS e morte, apesar da
disponibilidade de terapia anti-retroviral (Deayton J.R. e
cols., 2004 Lancet 363: 2.116-2.121). Além disso, nos EUA,
o HCMV ¢é a infeccdo intra-uterina mais comum e causa
anormalidades congénitas gque resultam em morte ou defeitos
graves no nascimento, incluindo surdez e retardo mental, em
aproximadamente 8.000 bebés a cada ano (Stagon S. e cols.,
1986 JAMA 256: 1.904-1.908).

[112] As respostas imunes que controlam o HCMV ndo sé&o
totalmente compreendidas. Por analogia com outros
herpesvirus humanos, presume-se que respostas imunes tanto
celulares quanto humorais tenham um papel importante (Kohl
S. 1992 Current topics in Microbiology and Immunology 179:

75-88) . Para CMV murideo, foi demonstrado que uma resposta
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de células T citotdxicas ou a transferéncia passiva de
anticorpos neutralizantes é suficiente para proteger contra
um ataque letal (Rapp M. e cols., 1993 “Multidisciplinary
Approach to Understanding Cytomegalovirus Disease”: 327-
332; Reddehase M.J. e cols., 198 J. Virology 61: 3.102-
3.108).

[113] O controle do CMV em pessoas imunocomprometidas
estd primariamente associado as respostas imunes celulares;
linfécitos T tanto CD8" quanto CD4* parecem ser importantes
para protecdo contra doenca por CMV (Gamadia L.E. e cols.,
2003 Blood 101: 2.686-2.692; Cobbold M. e cols., 2005 J.
Exp. Med. 202: 379-386). A resposta imune celular ao CMV
inclui respostas de 1linfdécitos T helper CD4Y e de
linfécitos T <citotdxicos CD8" aos diversos antigenos
encontrados no tegumento viral, a regido da particula viral
entre o envelope e o capsideo. Um estudo recente de células
T CD4+* e C(CD8" CMV-especificas de doadores saudiveis usou
peptideos superpostos de uma série de quadros de leitura
aberta de CMV para identificar antigenos reconhecidos apds
infeccdo pelo CMV (Sylwester A.W. e cols., 2005 J. Exp.
Med. 202: 673-685). A fosfoproteina do tegumento de CMV 65
(pp65) e a glicoproteina de superficie gB foram os
antigenos mais freqgiientemente reconhecidos por células T
CD4+, e Pp65 também foi um dos antigenos mais
freqlientemente reconhecidos por células T CD8*.

[114] Em contraste com o ambiente de transplante, a
resposta imune humoral materna contra o virus parece ser
importante ne prevencdo da doenca pelo HCMV no recém-
nascido. Anticorpos para glicoproteinas de superficie,

especialmente gB, parecem ser cruciais para protecdo contra
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a transferéncia materno-fetal do CMV (Fowler K.B. e cols.,
2003 JAmMA 289: 1.008-1.011). Além disso, em um estudo
anterior de vacinacdo, foi demonstrado que a protecgdo da
reinfeccéo esta correlacionada com anticorpos
neutralizantes (Adler S.P. e cols., 1995 J. Infectious
Diseases 171: 26-32). A resposta imune humoral ao CMV é
dominada por respostas as glicoproteinas do envelope viral
presentes no envelope externo da particula do virus (por
exemplo, gB e gH).

[115] No caso do HCMV, a avaliacdo direta de funcdes
imunoldégicas efetoras é dificil, na medida em gque o virus é
estritamente espécie-especifico e nenhum sistema de modelo
animal esta disponivel. No entanto, CMV murideo e CMV do
porquinho-da-india tém sido usados para avaliar estratégias
de vacina nessas espécies hospedeiras.

[116] Uma vacina contra CMV que induz respostas
protetoras tanto de células T gquanto de anticorpos
neutralizantes possui o potencial para evitar infeccdo ou
melhorar a doenca por CMV em conseqgiiéncia de infeccéo
congénita ou transplante.

[117] O primeiro candidato a wvacina para HCMV viva,
atenuada, testado em humanos se baseava na cepa adaptada ao
laboratério AD 169. Experimentos subseqliientes com outro
isolado clinico adaptado ao laboratério, a cepa Towne,
confirmaram que vacinas vivas atenuadas poderiam despertar
anticorpos neutralizantes, bem como respostas de linfdécitos
T CD4* e CD8*. A eficédcia da vacina de Towne foi avaliada
em uma série de estudos em receptores de transplante renal.
Embora a vacina de Towne tenha fornecido impacto protetor

na doenca pelo HCMV, ela ndo conseguiu evitar infeccédo por
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HCMV apds transplante (Plotkin S.A. e cols., 1984 Lancet 1:
528-530). A wvacina de Towne também foi avaliada em um
estudo controlado por placebo de mdes soronegativas que
tinham criancas em creches, e ela ndo conseguiu evitar que
essas mulheres adguirissem infeccdo de suas criancas
infectadas pelo HCMV (Adler S.P. e cols., 1995 J.
Infectious Diseases 171: 26-32). Uma interpretacdo desses
estudos era que a vacina de Towne era excessivamente
atenuada. Para explorar essa possibilidade, foi construida
uma série de recombinantes genéticos nos quais regides da
cepa ndo atenuada “Toledo” de CMV substituiram as regides
correspondentes do genoma de Towne, resultando na
construcdo de “quimeras” Towne/Toledo que contém algumas,
mas ndo todas, as mutacdes que contribuem para a atenuacdo
da vacina de Towne (Heineman T.C. e cols. 2006 J. Infect.
Disease 193: 1.350-1.360). A seguranca e tolerabilidade de
quatro “quimeras” Towne/Toledo estdo sendo testadas em um
experimento de Fase I. Preocupacdes de seguranca de longo
prazo sobre o risco potencial de estabelecimento de uma
infecgcdo latente por HCMV impediram o desenvolvimento
posterior de vacinas vivas, atenuadas.

[118] O principal candidato a wvacina de subunidade de
CMV se baseia na glicoproteina do envelope, gB (a vacina
purificada de gB recombinante ¢é fabricada por Sanofi-
Pasteur Vaccines) em funcdo da habilidade dessa proteina
para despertar respostas de alta titulacdo de anticorpos
neutralizantes de virus durante infecc&o natural. A vacina
de gB recombinante desperta respostas de anticorpos
neutralizantes e possui um perfil de seguranca excelente;

no entanto, ela exclui outros alvos de glicoproteina da
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resposta de anticorpos neutralizantes e, principalmente,
alvos de linfdécitos T. A vacina necessita do adjuvante MF59
para otimizar a imunogenicidade. No experimento mais
recente, essa vacina forneceu uma eficdcia global de 50%
para prevencdo de infeccdo pelo CMV em um experimento
clinico de Fase 2 em mulheres Jjovens (Pass R.F. e cols.,
2009 N. Engl. J. Med. 360: 1.191-1.199). Outras proteinas
virais que estdo sendo avaliadas como candidatos a vacina
de subunidade incluem pp65 e IE1l, ambos despertando
respostas de células T.

[119] As vacinas de DNA despertam respostas imunes
celulares e humorais robustas em animais e sdo bem
adequadas em termos de especificidade e precisdo no design
de vacinas. Vacinas de DNA foram desenvolvidas para CMV e
se concentraram nas proteinas gB, IEl e pp65 como os
candidatos a imundgenos-alvo. Um candidato a wvacina
bivalente de DNA de CMV (Wloch M.K. 2008 J. Infectious
Diseases 297: 1.634-1.642), que usa o DNA de plasmideo que
codifica pp65 e gB, e um candidato a wvacina trivalente
(Jacobson M.A. 2009 Vaccine 27: 1.540-1.548), que também
inclui um terceiro plasmideo que codifica o produto génico
de IE1l, foram desenvolvidos por Vical Vaccines (Patente
U.S. 7.410.795). A wvacina trivalente de DNA isoladamente
teve 1imunogenicidade minima, independentemente da via de
administracdo. No entanto, a vacina de DNA de CMV pareceu
sensibilizar seguramente para uma resposta de memdbdbria aos
antigenos de CMV observada apdés administracdo de um CMV
vivo, atenuado (Towne).

[120] Em uma abordagem de vacina com vetor, o produto

génico de interesse é expresso no contexto de um veiculo
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ndo replicante (normalmente viral). Um exemplo disso & um
vetor de canaripox denominado ALVAC desenvolvido por
Virogenetics e Sanofi-Pasteur Vaccines, que é um poxvirus
atenuado que replica prematuramente em células de
mamiferos. ALVAC gue expressa gB de CMV e ALVAC que
expressa pPp65 (U.S. 6.267.965) foram testados em
experimentos clinicos. ALVAC-CMV (gB) n&o induziu anticorpos
neutralizantes, mas sensibilizou para titulacdes de
anticorpos neutralizantes maiores apds infecgdo subseqiiente
com o CMV da cepa Towne (Adler S.P. e cols. 1999 J.
Infectious Diseases 180: 843-846), embora pareca gque néo
reforcou titulagdes de anticorpos neutralizantes apds
imunizacdo subseqiente com vacina de subunidade gB/MF59
(Bernstein D.I. e cols. 2002 J. Infectious Diseases 185:
686-690) . Um vetor de canaripox dgque expressa pp65, ALVAC-
CMV (pp64), induziu respostas de CTL duradouras em todos os
voluntidrios originalmente soronegativos, em freqgiiéncias
comparaveis com individuos naturalmente soropositivos
(Berencsi K. e cols. 2001 J. Infectious Diseases 183:
1.171-1.179). Outra abordagem usada para expressar gB como
uma vacina com vetor é o uso de um sistema de replicon de
alfavirus por AlphaVax 1Inc. (U.S. 7.419.674) . Essa
abordagem envolve um sistema de vetor de replicon de RNA,
com propagacdo defeituosa, de ciclo Unico, derivado de uma
cepa atenuada de um alfavirus, o virus da encefalite eqgiiina
venezuelana (VEE), para produzir particulas de replicon
virus-like (VRPs) que expressam pp65, IEl1 ou proteina gB
(Berstein e cols., 2010 Vaccine 28: 484-4903) . Foi
verificado que uma vacina de replicon de alfavirus de dois

componente foi usada para expressar as trés proteinas de
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CMV como uma forma soltvel de gB de CMV (cepa Towne) e uma
proteina de fusdo pp65/IEl (Reap E.A. e cols. 2007 Vaccine
25: 7.441-7.449) era segura e 1induzia niveis elevados de
anticorpos neutralizantes e respostas de células T
polifuncionais CD4+ e CD8* antigeno-especificas. A
titulacdo média geométrica (GMT) para o grupo de dose alta
foi de cerca de metade da GMT em 12 individuos
soropositivos naturalmente infectados por CMV, testados no
ensaio.

[121] Um novo candidato para vacinacdo contra HCMV
atualmente em desenvolvimento pré-clinico é a vacina de
“corpo denso”. Corpos densos (DBs) sdo particulas
envelopadas, com replicacdo defeituosa, formadas durante a
replicacdo de CMVs em cultura de células. Eles contém tanto
glicoproteinas do envelope quanto grandes quantidades de
proteina pp65. DBs ndo sdo infecciosos e imunogénicos, mas
incapazes de estabelecer infeccdo latente por HCMV no
receptor da vacina. DBs demonstraram que sdo capazes de
induzir anticorpos neutralizantes de virus e respostas de
células T em camundongos na auséncia de expressdo génica
viral (Pepperl S. e cols., 2000 J. Virol. 74: 6.132-6.146 -
WO 00/53729 e U.S. 6.713.070) .

IV. Composigdes farmacéuticas

[122] A presente invencéo fornece composicdes
farmacéuticas gue compreendem VLPs fornecidas e/ou
variantes de glicoproteina fornecidas. Em algumas
modalidades, a presente invencdo fornece uma VLP e pelo
menos um excipiente farmaceuticamente aceitéavel. Essas
composicdes farmacéuticas podem opcionalmente compreender

e/ou serem administradas em combinacdo com uma ou mails
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substincias terapeuticamente ativas adicionais. Em algumas
modalidades, as composicdes farmacéuticas fornecidas sé&o
Uteis em medicina. Em algumas modalidades, as composicdes
farmacéuticas fornecidas séo ateis como agentes
profiladticos (ou seja, vacinas) no tratamento ou prevencédo
de HCMV ou de ramificacdes negativas associadas ou
correlacionadas a infeccéo por HCMV. Em algumas
modalidades, as composicdes farmacéuticas fornecidas sé&o
uteis em aplicacdes terapéuticas, por exemplo, em
individuos que sofrem ou sdo suscetiveis a infeccdo por
HCMV. Em algumas modalidades, as composicdes farmacéuticas
sdo formuladas para administracdo a seres humanos.

[123] Por exemplo, as composigdes farmacéuticas aqui
fornecidas podem ser fornecidas em uma forma injetavel
estéril (por exemplo, uma forma que é adequada a 1injecéo
subcutldnea ou infusdo intravenosa). Por exemplo, em algumas
modalidades, as composicdes farmacéuticas sdo fornecidas em
uma forma de dosagem ligquida que é adequada para injecédo.
Em algumas modalidades, as composicgdes farmacéuticas séo
fornecidas como pds (por exemplo, liofilizadas e/ou
esterilizadas), opcionalmente sob vacuo, que sdo
reconstituidos com um diluente aquoso (por exemplo, agua,
tampdo, solucdo salina etc.) antes da injecdo. Em algumas
modalidades, as composicgdes farmacéuticas sdo diluidas e/ou
reconstituidas em Aagua, solucdo de cloreto de sédio,
solugdo de acetato de sbédio, solucdo de &lcool benzilico,
solu¢do salina tamponada com fosfato etc. Em algumas
modalidades, o pd deve ser misturado gentilmente com o
diluente aquoso (por exemplo, ndo agitado).

[124] Em algumas modalidades, as composicdes
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farmacéuticas fornecidas compreendem um ou mais excipientes
farmaceuticamente aceitédveis (por exemplo, conservante,
diluente inerte, agente dispersante, agente tensoativo e/ou
emulsificante, agente de tamponamento etc.). Excipientes
adequados incluem, por exemplo, 4&gua, solucdo salina,
dextrose, sacarose, trehalose, glicerol, etanol, ou
similares, e combinacdes destes. Além disso, se desejado, a
vacina pode conter substéncias auxiliares como, Ppor
exemplo, agentes umidificantes ou emulsificantes, agentes

de tamponamento do pH, ou adjuvantes que aumentam a

efetividade das vacinas. Em algumas modalidades, as
composicdes farmacéuticas compreendem um ou mais
conservantes. Em algumas modalidades, as composicgdes

farmacéuticas ndo contém conservante.

[125] Em algumas modalidades, as composic¢des
farmacéuticas sdo fornecidas em uma forma que pode ser
refrigerada e/ou congelada. Em algumas modalidades, as
composicdes farmacéuticas sdo fornecidas em uma forma que
ndo pode ser refrigerada e/ou congelada. Em algumas
modalidades, solucgdes reconstituidas e/ou formas de dosagem
liguida podem ser armazenadas por certo periodo de tempo
apbdés reconstituicdo (por exemplo, 2 horas, 12 horas, 24
horas, 2 dias, 5 dias, 7 dias, 10 dias, 2 semanas, um més,
dois meses, ou mais tempo). Em algumas modalidades, o
armazenamento das formulacdes de VLP por um periodo de
tempo maior do que o especificado resulta em degradacdo da
VLP.

[126] As formas de dosagem liquida e/ou solucgdes
reconstituidas podem compreender matéria particulada e/ou

descoloracgao antes da administracéo. Em algumas
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modalidades, uma solucdo deve ser usada se descolorada ou
turva e/ou se matéria particulada permanece apds filtracdo.

[127] As formulacgdes das composicdes farmacéuticas aqui
descritas podem ser preparadas por qualquer método
conhecido ou posteriormente desenvolvido na técnica de
farmacologia. Em algumas modalidades, esses métodos
preparatdérios incluem a etapa de colocagdo do ingrediente
ativo em associacdo com um ou mais excipientes e/ou um ou
mais outros ingredientes acessobrios, e depois, se
necessario e/ou desejavel, modelagem e/ou embalagem do
produto em uma unidade de dose Unica ou multidose desejada.

[128] Uma composicdo farmacéutica de acordo com a
invencdo pode ser preparada, embalada e/ou vendida a
granel, como uma dose unitaria tunica e/ou como diversas
doses unitédrias Unicas. Como aqui wusada, uma “dose
unitaria” é uma quantidade distinta da composicéao
farmacéutica que compreende uma quantidade predeterminada
do ingrediente ativo. A gquantidade do ingrediente ativo é
geralmente igual a uma dose que seria administrada a um
individuo e/ou uma fracdo conveniente de uma dose desse
tipo como, por exemplo, metade ou um terco de uma dose
desse tipo.

[129] Quantidades relativas de ingrediente ativo,
excipiente farmaceuticamente aceitavel e/ou quaisquer
ingredientes adicionais em uma composic¢cdo farmacéutica de
acordo com a invencdo podem variar, dependendo da
identidade, tamanho e/ou condicdo do individuo tratado e/ou
dependendo da via pela qual a composicdo deve ser
administrada. Apenas como exemplo, a composicdo pode

compreender entre 0,1% e 100% (p/p) de ingrediente ativo.
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[130] As composigdes farmacéuticas da presente invencéo
podem adicionalmente compreender um excipiente
farmaceuticamente aceitéavel, que, como aqui usado, pode ser
ou compreender solventes, meios de dispersdo, diluentes ou
outros veiculos ligquidos, auxiliares de dispersdo ou
suspensdo, agentes tensoativos, agentes isotdnicos, agentes
espessantes ou emulsificantes, conservantes, aglutinantes
s6lidos, lubrificantes e semelhantes, como adequado a forma
de dosagem particular desejada. “Remington’s The Science
and Practice of Pharmacy”, 21% ©Edicdo, A.R. Gennaro,
(Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 20006)
revela varios excipientes usados na formulacéo de
composig¢des farmacéuticas e técnicas conhecidas para sua
preparacéo. Exceto quando qualquer meio excipiente
convencional ¢é incompativel com uma substdncia ou seus
derivados, por exemplo, por producdo de qualquer efeito
biolégico indesejével ou, de outro modo, interacdo de forma
deletéria com qualquer outro componente (ou componentes) da
composicdo farmacéutica, seu uso é contemplado como estando
dentro do escopo dessa invencéo.

[131] Em algumas modalidades, uma composigdo
farmacéutica é suficientemente imunogénica como uma vacina
(por exemplo, na auséncia de um adjuvante). Em algumas
modalidades, a imunogenicidade de uma composicéao
farmacéutica ¢é aumentada por inclusdo de um adjuvante.
Qualquer adjuvante pode ser usado de acordo com a presente
invencdo. Um grande numero de adjuvantes é conhecido; um
compéndio Gtil de muitos desses compostos é preparado pelo
“National Institutes of Health”, e pode ser encontrado em

www.niaid.nih.gov/daids/vaccine/pdf/compendium.pdf. Veja
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também Allison (1998, Dev. Biol. Stand., 92: 3-11; aqui

incorporado por referéncia), Unkeless e cols. (1998, Annu.
Rev. Immunol., 6: 251-281; aqui incorporados por
referéncia), e Phillips e cols. (1992, Vaccine, 10: 151-
158; aqui incorporado por referéncia). Centenas de

adjuvantes diferentes sdo conhecidos na técnica e podem ser
empregados na pratica da presente invencdo. Adjuvantes
exemplares que podem ser utilizados de acordo com a
invencdo incluem, sem limitacdo, citocinas, adjuvantes do
tipo gel (por exemplo, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio, fosfato de calcio etc.); adjuvantes microbianos
(por exemplo, seqliéncias de DNA imunomoduladoras gue
incluem motivos CpG; endotoxinas como, ©por exemplo,
monofosforil 1lipideo A; exotoxinas como, por exemplo,
toxina colérica, toxina termoldbil de E. coli e toxina de
pertussis; muramil dipeptideo etc.); adjuvantes de o&leo-
emulsdo e a base de emulsificante (por exemplo, adjuvante
de Freund, MEF59 [Novartis], SAF etc.); adjuvantes
particulados (por exemplo, lipossomos, microesferas
biodegradéaveis, saponinas etc.); adjuvantes sintéticos (por

exemplo, copolimeros em bloco ndo idnicos, anadlogos de

muramil peptideo, polifosfazeno, polinucleotideos
sintéticos etc.); e/ou combinacdes destes. Outros
adjuvantes exemplares incluem alguns polimeros (por
exemplo, polifosfazenos; descritos na Patente U.S.

5.500.161, que ¢é aqui incorporada por referéncia), 57,
QS21, esqualeno, tetrachlorodecadéxido etc. Excipientes
farmaceuticamente aceitaveis foram descritos previamente
com mais detalhes na secdo acima intitulada “Composicdes

farmacéuticas”.
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V. Administracéo

[132] As composicdes fornecidas e os métodos da
presente revelacéo sédo Uteis para profilaxia e/ou
tratamento de infeccdo por HCMV em um individuo, incluindo
adultos humanos e criancas. Em geral, no entanto, eles séo
usados com qualgquer animal. Em certas modalidades, os
métodos aqui apresentados podem ser usados para aplicacdes
veterinarias, por exemplo, aplicagdes em caninos e felinos.
Se desejado, os métodos aqui apresentados também podem ser
usados com animais de criacdo como, por exemplo, racas de
ovinos, aves, bovinos, suinos e eqlinos.

[133] Como agqui usados, os termos “pessoa”, “individuo”
ou “paciente” se referem a um humano ou a um individuo
mamifero n&o humano. O individuo (também denominado
“paciente” ou “pessoa”) que estd sendo tratado é um
individuo (feto, bebé&, crianca, adolescente ou adulto) que
sofre de uma doenca, por exemplo, infeccdo por HCMV. Em
algumas modalidades, o individuo estd em risco para
infecgdo por HCMV. Em algumas modalidades, o individuo é um
individuo imunocomprometido. Por exemplo, em algumas
modalidades, o individuo imunocomprometido é selecionado do
grupo que consiste em um individuo infectado com HIV, um
paciente com AIDS, um receptor de transplante, um individuo
pedidtrico e uma mulher gravida. Em algumas modalidades, o
individuo foi exposto a infecgcdo por HCMV. Em algumas
modalidades, o individuo €& um humano.

[134] As composicdes aqui descritas geralmente serdo
administradas em quantidades tais e por um tempo tal que
sejam necessarios ou suficientes para induzir uma resposta

imune. Os regimes de dosagem podem consistir em uma dose
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Unica ou diversas doses ao longo de um periodo de tempo. A
quantidade exata de uma composicdo imunogénica (por
exemplo, VLP) a ser administrada pode variar de individuo
para individuo, e pode depender de varios fatores. Dessa
forma, serd observado que, em geral, a dose precisa usada
serd determinada pelo médico assistente e dependerd néo
somente do peso do individuo e da via de administracdo, mas
também da idade do individuo e da severidade dos sintomas
e/ou do risco de infeccdo. Em certas modalidades, wuma
quantidade particular de uma composicéao de VLP é
administrada como uma dose Unica. Em certas modalidades,
uma quantidade particular de uma composicdo de VLP ¢é
administrada como mais de uma dose (por exemplo, 1-3 doses
que s&o separadas por 1-12 meses). Em certas modalidades,
uma quantidade particular de uma composicdo de VLP ¢é
administrada como uma dose Unica em varias ocasides (por
exemplo, 1-3 doses que sdo separadas por 1-12 meses).

[135] Em algumas modalidades, uma composicdo fornecida
é administrada em uma dose inicial e em pelo menos uma dose
de reforcgo. Em algumas modalidades, uma composigdo
fornecida é administrada em uma dose inicial e duas doses
de reforcgo. Em algumas modalidades, uma composicédo
fornecida é administrada em uma dose inicial e trés doses
de reforcgo. Em algumas modalidades, uma composicédo
fornecida é administrada em uma dose inicial e quatro doses
de reforcgo. Em algumas modalidades, uma composicgdo
fornecida ¢é administrada em uma dose inicial e em pelo
menos uma dose de reforgco cerca de um més, cerca de dois
meses, cerca de trés meses, cerca de quatro meses, cerca de

cinco meses ou cerca de seis meses apds a dose inicial. Em

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pég. 113/139



103/123

algumas modalidades, uma composicéo fornecida é
administrada em uma segunda dose de reforgo cerca de seis
meses, cerca de sete meses, cerca de oito meses, cerca de
nove meses, cerca de dez meses, cerca de onze meses ou
cerca de um ano apdés a dose inicial. Em algumas
modalidades, uma composicdo fornecida é administrada em uma
dose de reforco a cada 1 ano, 2 anos, 3 anos, 4 anos, 5
anos, 6 anos, 7 anos, 8 anos, 9 anos ou 10 anos.

[136] Em certas modalidades, as composig¢des fornecidas
podem ser formuladas ©para liberacdo ©parenteral, por
exemplo, por injecdo. Nessas modalidades, a administracéo
pode ser, por exemplo, por via intravenosa, intramuscular,
intradérmica ou subcutdnea, ou por infus&o ou técnicas de
injecdo sem agulha. Em certas modalidades, as composicgdes
podem ser formuladas para liberagdo peroral, liberacdo
oral, liberacdo intranasal, liberacdo bucal, liberacéo
sublingual, liberacdo transdérmica, liberacdo transcuténea,
liberacéo intraperitoneal, liberacéo intravaginal,
liberacdo retal ou liberacdo intracraniana.

Exemplos

[137] Os exemplos seguintes descrevem alguns modos
exemplares de producdo e pratica de certas composicdes que
sdo aqui descritas. Deve ser subentendido que esses
exemplos sdo apenas ilustrativos, e ndo visam limitar o
escopo das composicdes e métodos aqui descritos.

Exemplo 1: Construgdo de plasmideos de expressdo de DNA

[138] Esse Exemplo descreve o desenvolvimento de
plasmideos de expressdo e construcdes para expressido de
seqiiéncias génicas recombinantes de HCMV (por exemplo,

seqiiéncias génicas de fusdo de gB, gB-G, gH-G e Gag/pp65).
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Um plasmideo de expressdo padrdo geralmente consiste em uma
seqiiéncia promotora de origem mamifera, uma seqgliéncia de
intron, uma seqiiéncia sinalizadora de poliadenilacd&o (Poli
A), uma seqiéncia de origem de replicacdo pUC (pUC - pBR322
¢ uma iniciacdo de origem/sitio de replicacdo colEl e é
usado para replicar plasmideo em bactérias como, por
exemplo, E. Coli (DH5a) ), e um gene de resisténcia
antibidética como um marcador selecionavel para selecgdo de
placa de plasmideo. Dentro do plasmideo, apds o intron,
estdo diversos sitios de enzima de restricdo que podem ser
usados para unido em um gene ou seqgliéncia génica parcial de
interesse.

[139] O plasmideo de expressdo Propol II contém o pHCMV
(promotor precoce para HCMV), um Intron de Beta-Globina
(Intron BGL), uma seqliéncia sinalizadora de poliadenilacédo
de globina de coelho (Poli A), uma seqgiiéncia de origem de
replicacdo pUC (pUC -  pBR322 ¢ uma 1iniciacdo de
origem/sitio de replicacdo colEl e é usado para replicar
plasmideo em bactérias como, por exemplo, E. Coli (DH5a)),
e um gene de resisténcia a ampicilina P-lactamase (Amp R -
marcador selecionadvel para plasmideo confere resisténcia a
ampicilina) (100 pg/ml) (Figura 1A).

[140] A Figura 1B revela plasmideos de expresséo
recombinante exemplares. Por exemplo, para desenvolver uma
construgcdo de expressao de MMLV pHCMV-Gag (“MLV-Gag”), uma
seqiéncia de DNA complementar (cDNA) que codifica uma
poliproteina Gag de MMLV (Gag sem sua seqliéncia Pol do
terminal C) foi clonada em um vetor de expressdo Propol II
(pHCMV) . Para desenvolver uma construcdo de expressdao de gB

(“gB”), A de comprimento total seqiiéncia de gB foi cdbddon-
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otimizada para expressdo humana (GenScript), e foi clonada
em um vetor de expressdo Propol II que inclui a porgéo
extracelular, dominio transmembrana (TM) e porgao
citoplasmatica (Cito) de gB. Para desenvolver uma
construcdo de expressdo de gH-G (“gH-G”), a seqgliéncia
truncada de gH que codifica apenas a porgdo extracelular
foi fundida Jjunto com as porgdes TM e Cito de VSV-G e
cbdon-otimizada para expressdo humana (GenScript) e clonada
em um vetor de expressdo Propol II. Similarmente, para
desenvolver uma construcdo de expressdo de gB-G (“gB-G”), a
seqiiéncia truncada de gB que codifica apenas a porcgdao
extracelular foi fundida junto com as porcdes TM e Cito de
VSV-G e cddon-otimizada para expressdo humana (GenScript) e
clonada em um vetor de expressdao Propol IT. Para
desenvolver uma construcdo de expressdo de Gag/pp65
(“Gag/pp65”), uma segiiéncia que codifica a poliproteina Gag
de MMLV (Gag sem sua seqiiéncia Pol do terminal C) foi
fundida com a segliéncia de comprimento total de ppb5 e
cbdon-otimizada para expressdo humana (GenScript) e clonada
em um vetor de expressao Propol II.

[141] Plasmideos de DNA foram amplificados em E. coli
competente (DH5a) e purificados com kits de preparacéo
livres de endotoxina de acordo com protocolos padronizados.

Exemplo 2: Produgdo de particulas virus-like (VLPs)

[142] Esse Exemplo descreve métodos para producdo de
particulas virus-like (VLPs) que contém varios antigenos
recombinantes de HCMV descritos no Exemplo 1.

[143] Células HEK 293T (ATCC, CRL-11268) foram
transfectadas transitoriamente usando métodos de fosfato de

cdlcio com um plasmideo de expressdo de DNA de MMLV-Gag e
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cotransfectadas com um plasmideo de expressdo de DNA de gB
ou de gB-G (dados nao mostrados) ou de gH-G.
Alternativamente, as células foram transfectadas com um
plasmideo de expressdo de DNA de Gag/pp65 e cotransfectadas
com um plasmideo de expressdo de DNA de gB ou de gB-G
(dados n&do mostrados) ou de gH-G. Serd observado gue as
células podem ser transfectadas com um plasmideo de
expressao de DNA de MMLV-Gag e cotransfectadas com um
plasmideo de expressdo de DNA de gB e um de gH-G ou gB-G e
um plasmideo de expressdo de DNA gH-G. A expressdo de
varios antigenos de HCMV pelas células HEK 293 foi
confirmada por citometria de fluxo (Figura 2A7A). Apds 48 a
72 horas de transfeccdo, o0s sobrenadantes que contém as
VLPs foram coletados e filtrados através de membranas de
tamanho de poro de 0,45 mum e ainda concentrados e
purificados por ultracentrifugacdo através de uma almofada
de sacarose 20% em um rotor de Beckman SW32 (25.000 rpm, 2
horas, 4°C). Os péletes foram ressuspensos em PBS estéril
livre de endotoxina (GIBCO) para obter estoques de VLP
concentrados 500 vezes. A proteina total foi determinada em
uma aliquota por um kit de ensaio de quantificacd&o Bradford
(BioRad) . As VLPs purificadas foram armazenadas a -80°C até
serem usadas. Cada lote de VLPs purificadas foi analisado
quanto a expressdo de proteina de fusdo MMLV-Gag, gB, gH-G
e/ou MMLV-Gag/pp65 por SDS-PAGE e Western Blot com
anticorpos especificos para gB (anticorpos monoclonais de
camundongo CH 28 para gB; Virusys Corporation; Pereira, L.
e cols. 1984 Virology 139: 73-86), gH-G (anticorpos
monoclonais de camundongo para anticorpos com tag anti-VSv-

G P5D4; Abeam pic) e pp65 (anticorpos monoclonais de
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camundongo para UL83/pp65 CH 12; Virusys Corporation;
Pereira, L. e <cols. 1982 Infect. Immun. 36: 924-932)
(Figura 2B). Os anticorpos foram detectados usando
gquimioluminescéncia aumentada (ECL).

Exemplo 3: Caracterizagdo fisico-quimica de particulas
virus-like (VLPs)

[144] A andlise fisico-quimica de VLPs incluiu a
distribuicdo de tamanho de particula e avaliacdo do indice
de polidispersibilidade usando um Instrumento Malvern Zeta-
Sizer Nano Series (ZEN3600). Resultados exemplares obtidos
pela andlise de nanodimensionamento s&o mostrados nas
Figuras 3A e 3B. Uma composicdo de VLP exemplar (composicéo
de VLP Dbivalente gH-G/pp65) foi produzida em dois
laboratérios diferentes usando os mesmos vetores de
expressdo recombinante e ambas as preparagdes de VLP
geraram um tamanho de particula médio de 150-180 nm em
didmetro. Isso é consistente com o tamanho de um virion de
CMV que supostamente tem 150-200 nm de tamanho (1997 J.
Pathol. 182: 273-281) . 0 baixo indice de
polidispersibilidade (PdI) de 0,214-0,240 indica
homogeneidade de produto ou uma distribuic¢do de tamanho
estreita.

Exemplo 4: Imunogenicidade e atividade de neutralizagéao
de VLPs em camundongos

[145] As composigdes de VLP preparadas como descrito no
Exemplo 2 foram testadas em fémeas de camundongos BALB/C
com 6-8 semanas de idade (minimo de 6 animais por grupo de
teste). Os camundongos foram imunizados por via
intraperitoneal com 200 ul de composicdes de VLP duas

vezes, uma vez no dia 0 (Sensibilizacdo) e uma vez no dia
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56 (reforco da semana 8). Os camundongos foram tratados com
10 ng, 25 pg ou 50 pg (proteina total) de uma composicdo de
VLP bivalente gB/Gag/pp65, uma composicdo de VLP bivalente
gH-G/Gag/pp65 ou uma composicdo de VLP trivalente gB/gH-
G/Gag/pp65. Para avaliar respostas imunes humorais em
camundongos, foi coletado sangue de todos os camundongos
nos grupos de estudo pré-imunizacdo e depois pds-1% e -2°2
imunizacdes em 0, 2, 3, 4, o6, 8, 9, 10, 12 e 14 semanas. O

design do estudo é resumido na Tabela 1.

Tabela 1
Esquema de
Artigo de Descrigdo do artigo de
Dose imunizacéao
teste N° teste
(semanas)
1 50 ug VLPs bivalentes pp65/gB 0, 8
2 25 ng VLPs bivalentes pp65/gB 0, 8
3 10 nug VLPs bivalentes pp65/gB 0, 8
4 50 ug VLPs bivalentes pp65/gH-G 0, 8
5 25 ng VLPs bivalentes pp65/gH-G 0, 8
6 10 ng VLPs bivalentes pp65/gH-G 0, 8

VLPs trivalentes

Pp65/gB/gH-G

25 ug VLPs trivalentes

pp65/9B/gH-G

9 10 ng VLPs trivalentes

Pp65/gB/gH-G
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[146] O ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA)
foi realizado usando placas de ELISA disponiveis
comercialmente (IBL International) revestidas com lisados
derivados de células MRC-5 infectadas com HCMV cepa AD 169.
O lisado de HCMV comercial bruto, que contém todos os
antigenos relacionados ao CMV e ¢é 1Util para detectar
respostas 1munes de IgG, foi usado como um controle
positivo para determinar o teor de IgG para HCMV no soro do
camundongo por ELISA. Diluig¢des seriais de soros de
camundongo (diluig¢do em TBS-T/BSA/DMEM FCS 10%) foram
incubadas com as placas revestidas ©por 2 horas em
temperatura ambiente. Apbs as placas serem lavadas,
anticorpo secunddrio anti-camundongo raiz-forte conjugado a
peroxidase (HRP) foil adicionado em uma diluicdo de 1/10.000
e incubado por 1 hora, seguido pela adigcdo de solugdo de
substrato de tetrametilbenzidina (TMB) . A reacdo foi
interrompida por adigdo de HCl1 1 N e a absorbéncia foi lida
a 450 nm em uma leitora de placas de microplaca de ELISA. A
Figura 4 mostra evidéncias de anticorpos persistentes e
forte reforco de camundongos apds a 2% imunizacdo em 8
semanas para cada uma das composic¢cdes de VLP bivalente e
trivalente.

[147] Respostas de anticorpos neutralizantes ao HCMV
foram determinadas usando um ensaio de microneutralizacédo.
Uma quantidade-padrdo de HCMV cepa VR1814 (uma cepa de CMV
tropica para célula endotelial - Revello M.G. e cols. J.
Gen. Virol. 82: 1.429-1.438) foi diluida com meio de
infeccdo (DME contendo FBS inativado por aquecimento 1%,
mistura de aminodcidos 1%, penicilina-estreptomicina 1% e

PBS livre de Ca*? e Mg*?), e adicionada a um volume igual de
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diluigdes seriais de soro de teste inativado por
aquecimento e incubada por 1 hora a 37°C em um aparelho
rotatério. As misturas de soro/HCMV foram adicionadas a
fibroblastos de preplcio humano (HFF) ou células epiteliais
pigmentadas retinianas (células ARPE-19) desenvolvidas em
laminulas em placas de cultura de tecido de 24 pogos e
incubadas por 2 horas a 37°C, CO2 5%. As placas foram
lavadas com PBS duas vezes e depois cultivadas por 48 horas

a 37°c, CO2 5

o°

As células foram fixadas com
paraformaldeido 4%, reagidas com um anticorpo monoclonal
anti-IE1 (anticorpo monoclonal de camundongo CH160 para
IE1/2 ou anticorpo monoclonal CH443 para IEl; Virusys
Corporation) por 1 hora em temperatura ambiente, seguidos
por anticorpo de cabra anti-camundongo marcado com FITC por
45 minutos em temperatura ambiente. O numero de células que
expressam IE]1l foi determinado por microscopia fluorescente.
Pool de soros de camundongo (diluicdo 1:6) foi testado
quanto a atividade neutralizante em cada ponto do tempo de
coleta de sangue (0, 3, 6, 8 e 9 semanas) em duplicata. A
Figura 5 mostra a inducdo de anticorpos neutralizantes em
camundongos (testados em células de fibroblasto) apds a 2°
imunizacdo em 8 semanas para cada uma das composicdes de
VLP bivalente e trivalente. A Figura 6 mostra a inducédo de
anticorpos neutralizantes em camundongos (testados em
células epiteliais) apds a 2% imunizacdo em 8 semanas para
cada uma das composicdes de VLP bivalente.

[148] Em outro estudo, composigcdes de VLP monovalente
de gB-G preparadas como descrito no Exemplo 2 foram
testadas em fémeas de camundongos BALB/C com 6-8 semanas de

idade (minimo de 8 animais ©por grupo de teste). Os
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camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com
200 pl de composicgdes de VLP duas vezes, uma vez no dia 0
(Sensibilizacdo) e uma vez no dia 56 (reforco da semana 8).
Os camundongos foram tratados com quantidades equivalentes
de 20 pg de teor de gB (determinado por ELISA) por injecédo.
Para avaliar respostas imunes humorais em camundongos, foi
coletado sangue de todos os camundongos nos grupos de
estudo pré-1? imunizacdo e depois pds-1? imunizacdo em 3 e
6 semanas e pré-2% imunizacgdo em 8 semanas e depois pds-2°
imunizacdo em 9 semanas a partir do inicio do estudo. O

design do estudo é resumido na Tabela 2.

Tabela 2
Artigo de Dose Descrigdo do Esquema de
teste N° artigo de teste |imunizag¢do (semanas)
VLPs monovalentes
1 20 ng 0, 8
de gB-G
2 20 ug gB recombinante 0, 8

[149] As respostas de anticorpos neutralizantes ao HCMV
foram determinadas usando um ensaio de microneutralizacédo
em células de fibroblasto com base em um virus (TB40) HCMV
que expressa proteina fluorescente verde (GFP) - e analise
citométrica de fluxo de células (GFP+) HFF infectadas. Para
avaliar a presenca de anticorpos neutralizantes em amostras
de soro, o soro foil pré-incubado com HCMV que expressa GFP
por um periodo de tempo suficiente para que os anticorpos
neutralizantes reduzissem a infectividade do HCMV.
Diluicgdes seriais da mistura pré-incubada de soro e HCMV
foram usadas para contatar uma célula hospedeira

(fibroblasto ou epitelial) suscetivel a infeccdo por HCMV.
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O numero de células que expressam a construgcdo do gene
repdrter (GFP) foi determinado por citometria de fluxo para
calcular a titulac&o infecciosa da preparacgcdo de virus. A
Figura 7 revela titulacdes de anticorpo neutralizante para
camundongos imunizados duas vezes em 0 e 8 semanas com VLPs
monovalentes de gB-G versus gB recombinante. Soros
coletados pré- e pds-imunizacdes, como descrito, foram
reunidos em pool e testados em relacdo a uma hiperglobulina
de CMV de controle positivo, Cytogam™, na presenca de
complemento de porgquinho-da-india 10%. Como mostrado na
Figura 7, a composigdo de VLP de gB-G monovalente despertou
uma neutralizacdo mais rapida e potente de infeccdo de
célula de fibroblasto do que aquela despertada por uma
proteina gB recombinante.

[150] Como pode ser observado (ou como pode ser
observado por aqueles habilitados na técnica apds leitura
do presente relatdério descritivo), os dados demonstram,
entre outras coisas, atividade surpreendentemente boa de
VLPs, por exemplo, por VLPs gque incluem gB-G, quando
comparada com gB recombinante.

[151] Em outro estudo, composicdes de VLP bivalente de
gB/Gag/pp65 preparadas como descrito no Exemplo 2 foram
testadas em fémeas de camundongos BALB/C com 6-8 semanas de
idade (minimo de 4 animais por grupo de teste). Os
camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com
200 pl de composigdes de VLP duas vezes, uma vez no dia O
(Sensibilizacdo) e uma vez no dia 56 (reforco da semana 8).
Os camundongos foram tratados com VLPs Dbivalentes de
gB/Gag/pp65 e esplendcitos foram coletados 14 dias mais

tarde. Células T CD8" enriquecidas foram estimuladas
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(proporgcdo de 1:5) com esplendcitos transfectados por 24
horas com plasmideo que codifica Gag/pp65 ou Gag para
determinar freqiiéncias de CTLs dirigidas contra pp65 ou
Gag. As freqgiéncias de CTL foram determinadas com base no
declinio de CFSE, controle de células T CD3* CD8' (Figura
8A). O diagrama de dispersdo mostra a freqiéncia de CTLs
proliferantes pp65-especificos apds subtracdo das respostas
dirigidas contra Gag (Figura 8B). Como revelado na Figura
8, VLPs bivalentes de gB/Gag/pp65 despertaram CTLs pp65-
especificas em camundongos imunizados.

Exemplo 5: Imunogenicidade e atividade de neutralizagédo
de VLPs em coelhos

[152] Composicdes de VLP bivalente de gB/Gag/pp65 e gH-
G/Gag/pp65 preparadas como descrito no Exemplo 2 foram
testadas em coelhos Brancos da Nova Zeldndia com 6-8
semanas de idade (minimo de 6 animais por grupo de teste).
Os coelhos foram imunizados por via intramuscular com 0,5
ml de composigcdes de VLP trés vezes, uma vez no dia O
(Sensibilizacdo) e uma vez no dia 56 (reforco da semana 8)
e uma vez no dia 168 (reforco da semana 24). Os coelhos
foram tratados com 25 pg ou 50 pg ou 100 pg (proteina
total) de uma composicdo de VLP bivalente de gB/Gag/pp65,
uma composicdo de VLP bivalente de gH-G/Gag/pp65 ou uma
composicdo de VLP trivalente de gB/gH-G/Gag/pp65 (bivalente
de gB/Gag/pp65 e gH-G/Gag/pp65 misturadas Jjuntas em uma
proporcdo de 1l:1). Para avaliar respostas imunes humorais
em coelhos, foi coletado sangue de todos os coelhos nos
grupos de estudo pré-1* imunizacdo e depois pbds-1°
imunizacdo em 2, 4, 6 e 8 semanas e pds-22 imunizacdo em

10, 13, 16, 20 e 24 semanas a partir do inicio do estudo e

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pég. 124/139



114/123

depois pds-3? imunizagcdo em 26 e 28 semanas a partir do

inicio do estudo. O design do estudo é resumido na Tabela

3.
Tabela 3
Esquema de
Artigo de Descrigdo do artigo de
Dose imunizacao
teste N° teste
(semanas)
VLPs bivalentes de
1 100 ng 0, 8, 24
gB/pp65
VLPs bivalentes de
2 50 ng 0, 8, 24
gB/pp65
VLPs bivalentes de
3 25 ug 0, 8, 24
gB/pp65
VLPs bivalentes de gH-
4 100 ng 0, 8, 24
G/pp65
VLPs bivalentes de gH-
5 25 ug 0, 8, 24
G/pp65
VLPs bivalentes de
100 ng gB/pp65 + VLPs
6 0, 8, 24
Cads [Pivalentes de gH-G/pp65
(proporcao de 1:1)
VLPs bivalentes de
25 ug
7 0, 8, 24
_I_ 4 4
cada gB/pp65 VLPs
bivalentes de gH-G/pp65

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pég. 125/139



115/123

(proporcao de 1:1)

[153] Soros de <coelhos individuais <foram testados
quanto a reatividade contra antigeno de gB recombinante por
ELISA (tabulada no eixo esquerdo da Figura 9A). As
respostas de anticorpos neutralizantes ao HCMV foram
determinadas wusando um ensaio de microneutralizacdo em
células de fibroblasto com base em um virus CMV que
expressa GFP (TB40) e anadlise citométrica de fluxo de
células (GFP+) HFF infectadas como descrito no Exemplo 4
(tabulado no eixo direito da Figura 9B). Soros de coelho
coletados ©pré- e pds-imunizacgdes como descrito foram
reunidos em pool e testados quanto a atividade
neutralizante na presenca de complemento contra HCMV que
expressa GFP em fibroblastos HFF em relacdo a uma
hiperglobulina de CMV de controle positivo, Cytogam™. As
titulacdes dos pontos finais foram tabuladas e representam
uma reducdo de 50% em células infectadas com CMV em relacédo
a soros pré-imunizacdo compativeis (tabulados no eixo
esquerdo da Figura 9A). Cinglienta mil células foram
coletadas durante andlise citométrica de fluxo de células
(GFP+) infectadas (tabuladas no eixo direito da Figura 9B).
Como mostrado na Figura 9, a composicdo de VLP bivalente de
gB/Gag/pp65 despertou respostas de ligacdo de titulacédo
elevada (A) e respostas de anticorpos neutralizantes de
titulacdo elevada (B) em coelhos contra infeccdo de célula
de fibroblasto.

[154] Soros de coelho reunidos em pool também foram
testados quanto as respostas de anticorpos neutralizantes

ao HCMV usando um ensaio de microneutralizacdo em células
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epiteliais com base em um virus HCMV gque expressa GFP
(Towne TS15-rR) e analise citométrica de fluxo de células
ARPE-19 infectadas (GFP+). Soros de coelho coletados pré- e
pbés-imunizacdes como descrito foram reunidos em pool e
testados quanto a atividade neutralizante na presenca de
complemento contra HCMV que expressa GFP em células
epiteliais ARPE-19 em relacdo a uma hiperglobulina de CMV
de controle positivo, Cytogam™. Como mostrado na Figura 10,
surpreendentemente, a combinacdo de composicdo de VLP
bivalente de gB/Gag/pp65 e composicdo de VLP bivalente de
gH-G/Gag/pp65 despertou uma resposta de anticorpos
neutralizantes sinérgica e mais rédpida em coelhos contra
infeccdo da célula epitelial, em relacdo ao gB/Gag/pp65 ou
gH/Gag/pp65.

[155] Como pode ser observado (ou como pode ser
observado por aqueles habilitados na técnica apds leitura
do presente relatdério descritivo), os dados demonstram,
entre outras coisas, atividade surpreendentemente boa de
VLPs, por exemplo, por uma combinacdo de VLPs que incluem
gB/Gag/pp65 e VLPs que incluem gH-G/Gag/pp65, até mesmo
quando comparadas com VLPs que incluem gB/Gag/pp65 ou VLPs
que incluem gH- G/Gag/pp65.

Exemplo 6: Produgdo escalonada e purificagdo de
particulas virus-like (VLPs)

[156] VLPs foram produzidas e purificadas da seguinte
forma. Células CHO foram transfectadas em uma densidade
celular entre 1,5E06 a 2,0EQ06 células/ml com plasmideos de
escolha (preparados como descrito no Exemplo 1) em
concentracdes e proporc¢des predeterminadas. DNA stuffer foi

adicionado para elevar a concentracdo total de DNA até 1
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png/ml de cultura de células. Os plasmideos usados para
transfeccdo primeiro foram purificados por kits de
purificacdo de plasmideo MaxiPrep ou GigaPrep (Qiagen). O
PEIMAX usado para transfeccdo para liberar DNA as células
foi fornecido em uma proporcdo de 6:1 (PEI/DNA p/p). As
células foram cultivadas por 72 horas, e depois as culturas
foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos, usando
rotor JS-4.2A por Beckman Coulter, em garrafas de 1 litro.
O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de
0,8/0,45 um (AcroPak 500 Capsule, Pall). O sobrenadante
filtrado foi entdo concentrado por filtracdo de fluxo
tangencial (TFF) e diafiltrado contra tampdo contendo
histidina. O material diafiltrado foi carregado em uma
coluna de cromatografia de troca anidnica (AEX) onde o
fluxo passante foi coletado. O fluxo passante foi entédo
filtrado de forma estéril através de um filtro de 0,45 um
para ser dividido em aliquotas em volumes diferentes.

[157] O procedimento de TFF envolveu a sanitizacdo de
um dia para o outro de duas membranas de TFF (Pellicon 2
Mini, wvalor de corte de 500 kDa, &rea de superficie de 0,1
m?2) em 0,5 M de NaOH por sua fixacdo em paralelo em um
abrigo de aco inoxidavel. Apds injecdo de 4&gua até o pH
neutro no lado do retentado, bem como no lado do permeado,
o tampdo de fosfato (PBS) foi wusado para equilibrar a
membrana. O sobrenadante filtrado foi entdo carregado na
alca de recirculacdo de retentado de TFF. A pressdo de
entrada inicial foi de 72,39 kPa em uma taxa de fluxo de
permeado de 400 ml/min que era reduzida até cerca de 200
ml/min ao final da concentracdo. Apds concentracdo até

cerca de 10 a 20 vezes, a diafiltracdo com 5 volumes de 20
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mM de histidina + 150 mM de NaCl, pH 5,5 foi feita. O
material diafiltrado foi coletado e enxaguado com um volume
igual de tampdo-his apds recirculacdo por mais 5 minutos
com fluxo de permeado fechado. O retentado foi entéo
coletado e reunido em ©pool <com o retentado coletado
previamente. Para manter a funcionalidade das membranas, as
membranas foram enxaguadas com PBS por 10 minutos; com 0,5
M de NaOH por 40 minutos (apds descargas de 200 ml através
do permeado e retentado); e finalmente com agua até o pH
neutro no retentado e permeado. As membranas foram entao
armazenadas em 0,1 M de solucdo de NaOH em um refrigerador.

[158] Uma coluna cromatografia AEX foi wusada para
reduzir o teor de DNA, usando uma coluna de Sefarose HP de
20 ml HiLoad 16/10 em uma taxa de fluxo de 1,6 ml/min para
equilibrio com tamp&do de equilibrio (20 mM de histidina +
150 mM de NaCl, pH 5,5), e uma taxa de fluxo de 3,2 ml/min
para as etapas de carregamento, lavagem e raspagem.
Procedimentos de limpeza foram realizados a 0,8 ml/min. Um
registrador de grafico foi usado para monitorar a
absorbdncia de UV a 280 nm. Um sistema de cromatografia
(Gradifrac GE Healthcare) foi usado, que foi esterilizado
antes do uso. Primeiro etanol (20% v/v presente na coluna
como um tampdo de armazenamento) foi removido da coluna
usando 5 volumes de coluna de Agua Super Q (endotoxinas
reduzidas). O tampdo de equilibrio foi passado para 5
volumes de coluna, seguidos por 5 volumes de coluna de
tampdo de raspagem (20 mM de histidina + 1.000 mM de NacCl,
pH 5,5) para condicionar a coluna. O tampdo de equilibrio
foi passado para 5 wvolumes de coluna novamente para

preparar a coluna para carregamento. O carregamento foi
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realizado a 3,2 ml/min, e depois a coluna foi lavada com 5
volumes de coluna de tampdo de equilibrio, ou até que a
linha de Dbase fosse observada. O fluxo passante foi
coletado a partir do inicio do pico UV até a queda do pico
UV até cerca de 10% da altura maxima do pico da absorbéncia
UV durante o carregamento do material. A coluna foi entéo
raspada por 5 volumes de coluna de tampdo de raspagem (20
mM de histidina + 1.000 mM de NaCl, pH 5,5) e o pico foi
coletado. Isso foi seguido por 5 volumes de coluna de outro
tampdo de raspagem (20 mM de histidina + 2.000 mM de NacCl,
pH 5,5) para remover quaisquer proteinas e acidos nucléicos
fortemente ligados e o pico foi coletado. A coluna foi
entdo lavada com 1 M de NaOH para remover quaisquer
proteinas precipitadas a 0,8 ml/min para 4 volumes de
coluna. A coluna foil entdo enxaguada com agua a 0,8 ml/min
até o pH neutro (normalmente 4-5 wvolumes de coluna). A
coluna foil entdo passada por etanol 20% (4 volumes de
coluna a 0,8 ml/min) para remover quaisquer lipoproteinas
ou lipideos (2 volumes de coluna). Nesse estagio, a coluna
foili armazenada ou enxaguada com agua (4 volumes de coluna)
para reiniciar o ciclo para uma segunda batelada.

[159] A Figura 11 revela imagens de uma VLP monovalente
de gB-G purificada produzida por células CHO e depois
submetida aos métodos de purificacgdo por TFF (Figura 11A) e
AEX (Figura 11B), seguidos por métodos analiticos de
microscopia eletrdnica de coloracdo negativa. Como mostrado
na Figura 11, VLPs monovalentes de gB-G intactas estédo
presentes apds purificacdo por TFF (Figura 11 A) e AEX
(Figura 11B).

Exemplo 7: Imunogenicidade e atividade de neutralizagéo
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de VLPs purificadas em coelhos

[160] Composicdes de VLP monovalente de gB-G preparadas
como descrito no Exemplo 6 foram testadas em coelhos
Brancos da Nova Zeldndia com 6-8 semanas de idade (minimo
de 6 animais por grupo de teste). O0Os <coelhos foram
imunizados por via intramuscular com 0,5 ml (teor de gB de
50 pg) de composicgdes de VLP trés vezes, uma vez no dia O
(Sensibilizacdo) e uma vez no dia 56 (reforco da semana 8)
e uma vez no dia 168 (reforco da semana 24). Para avaliar
respostas imunes humorais em coelhos, foi coletado sangue
de todos os coelhos nos grupos de estudo pré-1°% imunizacéo
e depois pbdés-1% imunizacdo em 2, 4, 6 e 8 semanas e pbds-2°
imunizacdo em 10, 13, 16, 20 e 24 semanas a partir do

inicio do estudo. O design do estudo é resumido na Tabela

4.,
Tabela 4
Esquema de
Artigo de Descrigdo do artigo
Dose imunizacéao
teste N° de teste
(semanas)
VLPs monovalentes de
Teor de gB
1 gB-G (purificadas por 0, 8, 24
de 50 ug
TFF e AEX)

[161] A Figura 12 revela a neutralizacdo potente de
infeccdo de célula de fibroblasto que foi despertada por
soro de coelhos imunizados com VLPs monovalentes de gB-G
produzidas por células CHO purificadas por TFF/AEX (“eVLPs
de gB” na Figura 12). Essa neutralizacdo foi superior
aquela obtida com uma hiperglobulina de CMV de controle

positivo, Cytogam™. A Figura 12 também inclui dados
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publicados de titulacdo de neutralizacdo para vacina de
Towne e vacina de subunidade de gB com adjuvante (gB+MF59™)
(Cui X e cols. 2008 Vaccine 26: 5.760-5.766).

[162] A Figura 13 ilustra neutralizacdo potente de
infeccdo da célula epitelial que foi despertada por soro de
coelhos imunizados com VLPs monovalentes de gB-G produzidas
por células CHO purificadas por TFF/AEX (“eVLPs de gB” na
Figura 13). Essa neutralizacdo era comparavel com aquela
obtida com uma hiperglobulina de CMV de controle positivo,
Cytogam™. Figura 13 também inclui dados publicados de
titulacdo de neutralizacdo para vacina de Towne e vacina de
subunidade de gB com adjuvante (gB+MF59™) (Cui X e cols.
2008 Vaccine 26: 5.760-5.766) .

[163] A Figura 14 revela o indice de avidez de
anticorpos despertados em coelhos imunizados com
composig¢cdes de VLP monovalente de gB-G produzidas por
células CHO purificadas TFF/AEX. Soros de coelho reunidos
em pool e uma hiperglobulina de CMV de controle positivo,
Cytogam™ foram diluidos até 1:600.000 e testados contra
antigeno de gB recombinante de comprimento total por ELISA
na presenga ou auséncia de 5 M de uréia. A avidez do
anticorpo foi determinada como descrito previamente
(Marshall B.C. e Adler S. 2003 Viral Immunol. 16: 491-500).
Como mostrado na Figura 14, uma inducdo rapida de
anticorpos neutralizantes de alta avidez foi despertada em
coelhos por imunizagdo com VLPs monovalentes de gB-G
produzidas por células CHO purificadas por TFF/AEX. A
avidez méxima dos anticorpos foi obtida apds duas
imunizac¢des com VLP de gB-G.

Outras modalidades
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[164] Outras modalidades da revelacdo serdo evidentes
para aqueles habilitados na técnica a partir da
consideracdo do relatdério descritivo ou da préatica da
revelacdo aqui descrita. Deseja-se que o© relatério
descritivo e o©s exemplos sejam considerados apenas
exemplares, com o verdadeiro escopo da revelacdo sendo
indicado pelas reivindicacgdes seguintes. O teor de qualquer
referéncia aqui citada é aqui incorporado por referéncia em
sua totalidade.

BREVE DESCRICAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[165] O SEQ ID NO: 1 revela uma seqiéncia de
aminoadcidos de Gag de MMLV.

[l66] O SEQ ID NO: 2 revela uma seqléncia de
nucleotideos de Gag de MMLV.

[167] O SEQ ID NO: 3 revela uma seqiéncia de
nucleotideos cbédon-otimizada de Gag de MMLV.

[168] O SEQ ID NO: 4 revela uma seqiiéncia de
aminoadcidos de Gag de MMLV - pp65 de CMV.

[169] O SEQ ID NO: 5 revela uma seqiéncia de
nucleotideos de Gag de MMLV - pp65 de CMV.

[170] O SEQ ID NO: 6 revela uma seqléncia de
nucleotideos de Gag de MMLV - pp65 de CMV cdéddon-otimizada.

[171] O SEQ ID NO: 7 revela uma seqgiéncia de
aminocacidos de gB de HCMV.

[172] O SEQ ID NO: 8 revela uma seqiéncia de
nucleotideos de gB de HCMV.

[173] O SEQ ID NO: 9 revela uma seqiéncia de
nucleotideos de gB de HCMV cdbédon-otimizada.

[174] O SEQ ID NO: 10 revela uma seqgiiéncia de

aminoacidos de gB-G de HCMV.
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[177] O
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SEQ ID NO: 11 revela wuma seqgiiéncia
de gB-G de HCMV.

SEQ ID NO: 12 revela uma seqgiiéncia
de gB-G de HCMV cédon-otimizada.

SEQ ID NO: 13 revela uma seqgiéncia

aminoadcidos de gH de HCMV.

[178] O
nucleotideos

[179] O
nucleotideos

[180] O

SEQ ID NO: 14 revela uma seqgiiéncia
de gH de HCMV.

SEQ ID NO: 15 revela uma seqgiiéncia
de gH de HCMV cédon-otimizada.

SEQ ID NO: 16 revela uma seqgiéncia

aminoadcidos de gH - G de HCMV.

[181] O
nucleotideos
[182] O
nucleotideos
[183] O
nucleotideos
[184] O
nucleotideos
[185] O
nucleotideos
[186] O

nucleotideos

Peticao 870190137866, de 20/12/2019, pég. 134/139

SEQ ID NO: 17 revela uma seqgiiéncia
de gH - G de HCMV.

SEQ ID NO: 18 revela uma seqgiiéncia
de gH - G de HCMV cébédon-otimizada.

SEQ ID NO: 19 revela uma seqgiéncia
do plasmideo de expressdo Propol II.

SEQ ID NO: 20 revela wuma seqgiiéncia
de gH de HCMV - TM/CTD de gB de HCMV.

SEQ ID NO: 21 revela wuma seqgiiéncia
cbébdon-otimizada de Gag de MMLV.

SEQ ID NO: 22 revela uma seqliiéncia

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de Gag de MMLV - pp65 de CMV cddon-otimizada.
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REIVINDICACOES

1. Particula virus-like (VLP) caracterizada por

compreender:

uma proteina de fusdo tendo uma sequéncia de
aminodcido SEQ ID NO: 4; e

uma proteina de polipeptideo compreendendo uma
glicoproteina (gB), o polipeptideo tendo a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 7.

2. VLP, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

pelo fato de que a porgcdo N-terminal da proteina gag
compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 1.

3. Particula virus-like (VLP) caracterizada por

compreender:

uma proteina de fus&o tendo uma sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 4; e

um polipeptideo tendo uma sequéncia de aminodcidos SEQ
ID NO: 7.

4. Composicdao farmacéutica caracterizada por

compreender a VLP, conforme definida em qualgquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

5. Composicgéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 4, caracterizada por compreender ainda um

adjuvante selecionado do grupo dque consiste em uma
citocina, um adjuvante do tipo gel, um adjuvante
microbiano, um adjuvante de emulsdo de 6leo, um adjuvante a
base de emulsificante, um adjuvante particulado, um
adjuvante sintético, um adjuvante polimérico e uma
combinacdo dos mesmos.

6. Método de producdo de uma VLP, o método
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caracterizado por compreender:

cotransfectar uma célula hospedeira com

um vetor compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
que codifica uma proteina de fusdo MLV gag-HCMV pp65 com a
SEQ ID NO: 22, em gque a proteina gag tem a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 1 e é fundida a montante da proteina
pp65 e

um vetor compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
que codifica um polipeptideo gB encontrado no HCMV, em que
a proteina gB tem a sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 7;
e

cultivar a célula hospedeira em um meio adequado sob
condicgdes que permitam a expresséo das proteinas
codificadas pelos vetores.

7. Composicgéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 4 ou 5, caracterizada por ser para uso na

reducdo da frequéncia ou severidade ou no retardo do
aparecimento de sintomas de infec¢do por HCMV em um
individuo.

8. Uso da VLP, conforme definida em qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 3, caracterizado ©por ser para a

preparacdo de um medicamento para reducdo da frequéncia ou
severidade ou no retardo do aparecimento de sintomas de

infecgdo por HCMV em um individuo.

Petica0 870210051133, de 07/06/2021, pag. 10/10



1/17

T eanbta

IH weg 2 Jouy 2a3ua opssaadxs ap ospruwserd wWe epeucToquns 2oTush erousnbag b .<§.
(SR
Eese— 551 0800 .””
195 | | 8es
Aros A ;o CNE

LI O U.i\t\\!sxi. g9dd/ovn oesny op sush op evrousnbag
£3TH Ay

O3 ID-FL ASA ABTONT20RA1XH

H mcﬁwuouﬁooﬁﬁw 7

o-ubH =p susbh op erousnbag .w

ikt imy .m
TR
PG TROE J

U

ieTnIo0RaIXy

g

Im w7 f'd euTe]01d00TTH
M ab =p su=hH op erousnbag

EEEE Lt .

O



2/17

%T0

Z eanbta

w4
§w§¢$§§

abesasdranilsn A3 S

Gl
§w§§%§ “

{22THD)
q8-puy

{195 suop)
W3-y



3/17

ZIHD gy godd

Z eanbtag

go9dd/pb/gh sp ®3uUSTEATI} dTA &
g9dd/o-gb sp 23usTBATq dTA ‘H
godd/gh sp sjusTeATq JgTIA €

PasSd 9y 9-HE SZHI av 82

i1 H 8



4/17

€ eanbta

o
e Lo 7 ,.. %
PRy PP o - ” P 0

v

R

Wiis

TELE
(mm) =anbaeq

..................................

..........................................................................................................................................................




5/17

€ eanbta

Wk i
1
4
P
H
-
- 2
$
iwmm
§
g .
L T R e .
Loz % s g BT Ak
e W LA A T MTL W
ey e BB B iy RREY Wy y
(wa) eanbie]  ozswmy §  (ww) werg

d




6/17

Tt s oy N
SRRRIRER, S -
Rt e
AR eb.‘.‘.i.t’Q.Q. S 1 :‘:‘:.:‘-‘: *\;. S
: XA, S
AEEELRRT AL >
RN OSSR £ LA
$ by 3 RASREAAAE Y
5
; e |8 i .
® £ RSO ES S
E—’ D » 3
S
v Ea Pyt % 9
3 AN
- 3 -
reprees
L SRR S

FRNNCERS TR RN

PEEERR DS

3 ‘u‘t‘x‘t‘t‘t P xlf A3

LER LR E R
LEERAAN

RS

FREE
SHanas

ARHECE S

R e
po A g

{ e :
3
e | & ?
¥ e R
g EEd

.
ORI o

X -
R
KRR A NSNS B
O A '3“')3
o CRERR LT C
SRy e
AL 8B NN R N B <
RSP - SRR E, SR U O
Ry e
3 Bt g ) 8 S
5 RSSO CR XN S i
£ s [ OT———— ‘
E . SV N o
b = v s
i e g ‘ saab
R & Lo
SSRt U :
et 0 N
IS e SR

1
e

Rlas
2%

g

s Ll SR

< JHIEE o 15

L

¥

YO g

TN

Figura 4

B veg




by

%

7/1

AR ARANN S

:"o“o‘o‘a""t"'ft !

PARNARERR 3

BRI RS

BN %

-~

“

AN AR

* e 3
NS u\f\c}?a:c:nf{

L

AN RN TR
WA

SRR
MO RR Y KRN

R
=7 erpg.

b AR RN
If""‘.sswt
' ORN

Rt O

SRAR LI RN

o
S
e

7

0 YR

X G

=
g I S
3

e

B3 yrvegy

st
il

o

TR R

39532

8

£
w

£43

[ AR g STt Ty

Figura 4



G eanbta

oedezTUnWl .7 opdezTunwl LT

;n. (seurwss) odwsg h_

vz 0

0k 8 8

8/17

coddio-Hb/gh -a-
GoddO-Hb .

B

>
o

TeI3nau sp %

oedezT



9/17

9 eanbtag

opdezTUNWI .Z opdezTumil .T

— (seueuas) odual _

g1 g 9
1 i A

414 Sodd/-HE v
414 godd/gt ---

(%) ®3jueZTTEIINSU SPEPTATIV

-(8

sTeTTS93Tde Seu[sD we FIQTHMA SP OBdEZTITBRIInNSN



10/17

L eanbtg

sagdezTUNWI

h (seuewmss) odwal h

8 14 0

B

RS et s S Sl St SRR ey A G o ——— (01
ju Webolhpn sp SPEPTATIV
mmﬁowv SIUBUTQUODST G  wiffh

(6ripZ) sdne 9-ab -»-

(x/1) S3juezZITEIINSU OBDBRTNITL



Esplendcitos transfectados

Esplendécitos transfectados

com Gag

com Gag/pp65

11/17

s WY
v o3 <3

() 11D op eTousnbaag

N RSCLUTELINRIR

Expressao

de CFSE

Figura 8



12/17

m Titulagdo de neutralizagdo (1/x) .

pe)
o3
w

R ]

O
-

<3
™

3
e

6 eanbta

(seurwss) odus]

(A

sagdezZTUNWI

Y

$aa4 2 % 2 &

2

$is 23 8 5 .8

/

Y -

wwebolhp =p spepraTiv

. .,..maw

< (x/1) @b-13ue oedernyti @



13/17

0T eanbta

s9odeZTUNWI

h (seuruss) odusg @

AN 8¢ ve 474 g 4

kool

L0001

_ 1w Webo3LD op SPEPTATIV o@gw
{ea/Br001L) 84 ING GHUUHB+GO00/EE wpe
(BripoL) sdA® §900/HD ~ee
(BrigoL) sdne ¢edd/gt -m-

(x/1) S3uezZITEIINSU OBOBTNITL



14/17

X3y 9-g6 101

A N 2 A e

Lt

s e

IT eanbta

sanac iing L8 AN P S - Sy
PRPTI

aeve

(X g‘9 op 'duod) 23uessed oxnTd
9-gb sp oedex3TTIETP Sp opejuslax 8p T zad



15/17

(bn 0g)
ghb op sgia®

ZT eanbta

"99L°S-09L"S :9Z ‘eurooeA 800TZ ‘"STO2 @ "X TnD Sp sopeidepe
ajqueanlpe uoco gh op spepTungns sp BUIDBA 2 2UMOJL 3P Epenuajle
-eATA eutoea ‘ webolrhp ap erousjod ap sopeg :SOpPEP 3P 23UOCJ »

(I8A) puebol D
69m+aﬁ 9p BUIDEBA
SUMOJ Sp BUTIDEBA

uebol L

99.6-09.6:9¢

(x/1) oedeziTeajinsu sp OLdBINITIL

XZe



16/17

(bn 05)
gb sp sgine

€T eanbta

"99L°G-09L"S :9Z ‘surooea 8007 ‘°STO2 @ ‘X ITnD 2p sopejdepe
sjueanlipe woo gh sp spepTungns Sp BPUINEA 2 SUMOL 2P EpRnUajeE
-eaTa euToRA ‘ ueholhp sp erpusjod Sp sopeg :sSOpEpP P Sjuod i

)
<
Q A N
g :
o} =}
Q W v O
= o g
=] Q (1) ot
o 0
= ~ % o =]
" u B ® =
[
' W
)
in
0
o
o
B
[
o
ﬂ+
&t
W
ot
T_-
N
W
Q)
ik
0

(x/1)




17/17

2 i

¥T eanbty

@ seodezZTUNWT h

(seurwss) odus]

g
X

<

wWeboldn sp zespraE Sp SOTPUL

"4

P e AN G R B WG e S R T S T A W W e e A

gt t

g

ZOPTA®R 9p S20TPUI



	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

