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DESCRIPCION

Régimen de inmunizaciéon con cebado de adenovirus suprimido en E4 y potenciacién de adenovirus suprimido en
E1.

Antecedentes de la invencion

Un adenovirus es un virus con ADN de doble cadena con un tamafio de genoma de aproximadamente 36 kilobases
(kb) que ha sido ampliamente utilizado para aplicaciones de transferencia de gen debido a su capacidad para
conseguir una transferencia de gen altamente eficiente en una diversidad de tejidos objetivo y a su gran capacidad
de transgén. Convencionalmente, los genes E1 de adenovirus son suprimidos y reemplazados por una casete de
transgén consistente en el promotor de eleccidn, la secuencia de cADN del gen de interés y una sefial poli A, dando
como resultado un virus recombinante de replicacion defectuosa.

Los adenovirus tienen una morfologia caracteristica con una capside icosaédrica que consiste en tres proteinas
principales, hexon (ll), base penton (Ill) y una fibra nudosa, junto con un ndmero de otras proteinas menores, VI, VII,
IX, lla y lva2 [W.C. Russell, J. Gen. Virol., 81, 2573-2604 (Nov. 2000)]. EI genoma de virus es un ADN lineal, de
doble cadena, con una proteina terminal sujeta covalentemente a los terminales 5’, los cuales tienen repeticiones
terminales invertidas (ITRs). El ADN del virus esta asociado intimamente a la proteina VIl altamente basica y a un
péptido pequenio denominado mu. Otra proteina, V, esta empaquetada con este complejo de ADN-proteina y
proporciona un enlace estructural para la capside con la proteina Vi. El virus contiene también una proteasa
codificada por el virus, la cual es necesaria para el procesamiento de algunas proteinas estructurales para producir
virus infecciosos maduros.

Se han descrito adenovirus recombinantes para el suministro de moléculas a células anfitrion para inducir una
respuesta inmune. Véase la Patente US nim. 6.083.716, la cual proporciona vectores adenovirales suministrados a
partir de dos adenovirus de chimpancé, el C1 y el C68 (denominados también Pan 9) y la solicitud de Patente
Internacional num. WO 02/33645 [Pan 5, Pan 6, Pan 7 — vectores derivados].

Lo que se necesita en el campo de las vacunas es un método de inmunizaciéon que pueda inducir una fuerte
respuesta inmune a un objetivo con minimas respuestas al portador de la vacuna.

Sumario de la invencion

Los métodos de la invencién incluyen suministrar uno o mas genes heterdlogos seleccionados a un paciente
mamifero mediante administracién de un adenovirus suprimido en E1, E4, seguido de un adenovirus suprimido en
E1. Adecuadamente, el segundo adenovirus administrado tiene una capside que es diferente a la del adenovirus
suministrado con anterioridad. Adecuadamente, el adenovirus potenciador contiene un producto que es el mismo
que, o de reaccion cruzada con, el suministrado por medio de la composicién de cebado.

Sin estar sujetos a ninguna teoria, se considera que debido a que el primer vector carece de secuencias E4 de
adenovirus, las cuales contienen epitopes CTL, se modula la respuesta inmune a la administracion posterior de
adenovirus. Por ello, el método de la invencién proporciona un cebado de la respuesta inmune en el producto
portado por los adenovirus, sin cebado concomitante de una respuesta inmune para el portador de adenovirus.

Estas y otras realizaciones y ventajas de la invencion se describen con mayor detalle en lo que sigue.
Descripcion detallada de la invencion

En un aspecto, la invencion proporciona un adenovirus de cebado suprimido en E1, suprimido en E4, para su uso en
un régimen de vacuna con un adenovirus potenciador, en el que dicho adenovirus de cebado tiene una cépside y
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos el producto de gen E3 del adenovirus, una region
de adenovirus suprimida en E1, y una regiéon de adenovirus suprimida en E4, reduciendo con ello una respuesta
inmune al adenovirus de cebado a continuacion de la administracion del adenovirus de cebado a un sujeto,
comprendiendo ademas dicho adenovirus de cebado una casete de expresion heteréloga que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un primer producto que induce una respuesta inmune a un objetivo bajo el
control de secuencias de control reguladoras que dirigen expresién del primer producto, y donde dicho adenovirus
de cebado se destina a un uso en un régimen de vacuna junto con un adenovirus potenciador suprimido en E1 que
expresa un segundo producto que es el mismo o que induce al objetivo a una respuesta inmune de reaccién
cruzada, en donde el adenovirus de cebado y el adenovirus potenciador tienen céapsides que son
inmunolégicamente distintas.

En un aspecto alternativo, la invencién proporciona un adenovirus potenciador suprimido en E1, para su uso en un
régimen de vacuna y un adenovirus de cebado, en donde dicho adenovirus potenciador tiene una capside y
comprende una regién de adenovirus suprimida en E1 y una casete de expresion heterdloga que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un producto para inducir una respuesta inmune a un objetivo bajo el control
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de secuencias de control reguladoras que dirigen expresion del producto, en donde el adenovirus potenciador esta
destinado a su uso en un régimen de vacuna junto con un adenovirus de cebado que contiene una secuencia de
acido nucleico que codifica al menos el producto de gen E3 de adenovirus, una regién con E1 suprimido, y una
region con E4 suprimido, reduciendo con ello una respuesta inmune al adenovirus de cebado a continuacion de la
administracion del adenovirus de cebado a un sujeto, en donde dicho adenovirus de cebado expresa un producto
que es el mismo o que induce una respuesta inmune de reaccién cruzada al objetivo, en donde el adenovirus de
cebado y el adenovirus potenciador tienen capsides que son inmunolégicamente distintas.

La invencion proporciona también, segun otro aspecto, un producto que comprende: (a) un adenovirus de cebado
que tiene una primera capside, comprendiendo dicho adenovirus una secuencia de acido nucleico que codifica al
menos el producto de gen E3 de adenovirus, una supresion en la region de E1, una supresién en la region de E4,
reduciendo con ello una respuesta inmune al adenovirus a continuacion de la administracion del adenovirus de
cebado a un sujeto, comprendiendo ademas dicho adenovirus una primera casete de expresion heterdloga que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un primer producto para inducir una respuesta inmune bajo
el control de secuencias de control reguladoras que dirigen expresién del producto en el sitio de la supresion de E1
y/o en la region con E4 suprimido; (b) un adenovirus potenciador que tiene una segunda capside que es
inmunolégicamente distinta de la primera capside, comprendiendo dicho adenovirus una supresion en la region E1,
una segunda casete de expresion heterdloga que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica un
segundo producto para inducir una respuesta inmune bajo el control de secuencias de control reguladoras que
dirigen expresion del producto en el sitio de la supresion de E1, en donde el segundo producto es el mismo o que
induce una respuesta inmune de reaccion cruzada en el objetivo; (c) un contenedor para los adenovirus de (a) y de
(b); y (d) instrucciones para el uso del adenovirus de cebado (a) y del adenovirus potenciador (b), para su uso en la
inmunizacion de un animal frente a un objetivo.

De ese modo, la invencidon hace posible un método de inducir especificamente una respuesta inmune celular y/o
humoral administrando secuencialmente un adenovirus carente de una region funcional E1 y E4 y un adenovirus
carente de una region funcional E1. Cada uno de los adenovirus contiene una casete de expresion heteréloga que
comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica un producto para inducir una respuesta inmune bajo el
control de secuencias de control reguladoras que dirigen expresién del producto. Los productos portados por el
adenovirus de cebado y por el adenovirus potenciador, pueden ser el mismo. Alternativamente, los productos
portados por el adenovirus de cebado y por el adenovirus potenciador difieren, pero la respuesta inmune al producto
del adenovirus potenciador es imprimida por el producto del adenovirus anterior.

En una realizacién, los productos codificados son los mismos, con el fin de proporcionar un efecto de
cebado/potenciacién al producto, lo que induce inmunidad al objetivo (por ejemplo, un patdégeno causante de
enfermedad) del que deriva el producto, 0 a un objetivo reactivo cruzado. En una realizacion, los elementos de
control regulatorio y otros elementos del casete de expresion heter6loga difieren en el adenovirus administrado.
Adecuadamente, el segundo adenovirus administrado tiene una capside que difiere inmunolégicamente del primer
adenovirus administrado.

Segun se utiliza en la presente memoria, un adenovirus que tiene una supresién funcional en la regién E1 es de
replicacién defectuosa y es incapaz de expresar los productos de gen de esta region, incluyendo los productos de
gen E1ay E1b.

El término “suprimido funcionalmente” o “supresion funcional” significa que se ha extraido o dafado de otro modo
una cantidad suficiente de la region de gen, por ejemplo mediante mutacién o modificacion, de modo que la region
de gen ya no sera mas capaz de producir productos funcionales de expresion de gen. Si se desea, la region de gen
completa puede ser retirada. Otros sitios adecuados para alteracién o supresion de gen se discuten en otras partes
de la solicitud.

De acuerdo con la presente invencion, los adenovirus que contienen supresidon en E4 estan suprimidos
funcionalmente respecto a una o mas tramas de lectura abierta (ORFs) de E4 (por ejemplo, ORF1, ORF2, ORF3,
ORF4, ORF5, ORF6 y ORF7). En una realizacién, la construccién contiene una supresion funcional de cada una de
las ORFs de E4. En otra realizacion, una combinacién de una o mas de estas ORFs esta funcionalmente suprimida,
y con preferencia, carece completamente de secuencias en la construccion adenoviral usada en el método de la
invencion.

En una realizacion, el régimen de combinacién de la invencion incluye la administracion de un primer vector
adenoviral que tiene una proteina de capside de un primer serotipo y la administracion posterior de al menos un
vector adenoviral adicional que tiene una proteina de capside que es inmunolégicamente distinta del primer vector
adenoviral, de cebado.

Segun se utiliza en la presente memoria, una proteina de capside es inmunolégicamente distinta de otra proteina de
capside si la misma puede ser administrada a un sujeto a un nivel que permita una infeccion suficiente de las células
anfitrion objetivo en ausencia de una respuesta inmune que impida la infeccién con la segunda proteina de capside
(por ejemplo, una respuesta de anticuerpo neutralizante de compensacion). Adecuadamente, las proteinas de
capside del (de los) vector(es) adenoviral(es) potenciador(es) proceden de una fuente serolégicamente distinta de la
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proteina de cépside del (de los) vector(es) adenoviral(es) de cebado. Sin embargo, en otras realizaciones, las
proteinas de cépside de los vectores adenovirales de cebado (y opcionalmente, de potenciacién) pueden ser
suministradas sin tener en cuenta la distintividad seroldgica, si los epitopes de anticuerpo de las proteinas de
capside estan enmascarados, modificados, o neutralizados de otro modo (por ejemplo, por coadministracién de una
molécula exégena).

Por ejemplo, un vector derivado de un adenovirus de simio (por ejemplo, C5, C7 o C9) puede ser usado para cebar
un vector de Ad5, o viceversa (es decir, un cebado de Ad5 para un potenciador de C5, C7 o C9). En otra realizacion,
un vector derivado del serotipo C1 de adenovirus de chimpancés puede potenciar un cebado suministrado por un
vector C5, C7 o C9 de simio, o viceversa (es decir, un cebado C1 seguido de un potenciamiento C5, C7 o C9).
Incluso otras combinaciones de cebado-potenciacion resultaran facilmente evidentes para un experto en la materia.

Sin pretender limitarse a la teoria, los inventores han encontrado que la retirada de genes tempranos adenovirales
desde un administrador de cebado de un vector adenoviral, seguido de una administracién potenciadora de un
segundo vector adenoviral, ayuda a reducir o a eliminar la respuesta inmune del vector. Adecuadamente, el vector
suministrado en la etapa de cebado carece de la capacidad para expresar los productos ORF de E4 adenoviral. En
otras realizaciones, el vector de cebado carece ademas de la capacidad para expresar los productos Ela
adenovirales, los productos de gen E2a y los productos de gen E2b. Normalmente, la eliminacién de E3 resulta
deseable para permitir la insercién de una casete de expresion. Sin embargo, se estima que E3 esta implicado en la
modulacion de la respuesta inmune del anfitrion al adenovirus, y por lo tanto, puede ser conservado. En otra
realizacién, el producto de gen E3 se expresa bajo el control de un promotor heterdlogo, para evitar la regulacion
descendente del promotor natural de E3 que requiere expresion de E1.

l. Vectores adenovirales
A. Serotipos

Adecuadamente, estos vectores adenovirales de la invencion contienen uno o mas elementos adenovirales
derivados de un genoma adenoviral seleccionado. En una realizacion, los vectores contienen ITRs adenovirales de
un serotipo seleccionado y secuencias adenovirales adicionales del mismo serotipo adenoviral. En otra realizacion,
los vectores contienen secuencias adenovirales que se derivan de un serotipo adenoviral diferente del que
proporciona las ITRs. Segun se define en la presente memoria, un adenovirus seudotipado se refiere a un
adenovirus en el que la proteina de capside del adenovirus procede de un serotipo diferente del serotipo que
proporciona las ITRs.

La seleccion del serotipo de las ITRs y del serotipo de cualquier otra secuencia adenoviral presente en el vector, no
es una limitacién de la presente invencion. Se encuentra disponible una diversidad de cepas de adenovirus a partir
de la American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, o disponible bajo peticion a partir de una diversidad de
fuentes comerciales e institucionales. Ademas, las secuencias de muchas de esas cepas estan disponibles a partir
de una diversidad de bases de datos incluyendo, por ejemplo, PubMed™ y GenBank™. Vectores de adenovirus
homologos preparados a partir de otros adenovirus de simio o humanos, han sido descritos en la literatura publicada
[véase, por ejemplo, la Patente US nim. 5.240.846]. Las secuencias de adenovirus pueden ser obtenidas a partir de
cualquier serotipo de adenovirus conocido, tal como los serotipos C, D, 1-40, y en particular 2, 3, 4, 5,7, 12y 40, e
incluyendo ademas cualquiera de los tipos humanos identificados. Las secuencias de ADN de un nimero de tipos de
adenovirus estan disponibles a partir de la base de datos GenBank™, incluyendo el tipo Ad5 [GenBank Accession
nam. M73260]. De forma similar, se pueden emplear también adenovirus que se sabe que infectan animales no
humanos (por ejemplo, simios) en las construcciones de vector de esta invencion. Véanse, por ejemplo, las
secuencias identificadas en la presente memoria. Véase, por ejemplo, la Patente US num. 6.083.716.

En una realizacion, al menos uno de los adenovirus usados en la invencién se deriva de un primate no humano.
Ejemplos de secuencias de primate no humano adecuadas incluyen adenovirus de simios, tal como Pan5 (también
C5), Pan6 (también C6), Pan7 (también C7), SV1, SV25, SV39 [véase la Publicacion de Patente Internacional nim.
WO 02/33645], Pan9 (también C68) y C1 (Patente US num. 6.083.716] y SA18 [Solicitud de Patente US num.
10/465.302], y su homologa internacional, WO 2005/001103.

Ejemplos de otros serotipos de adenovirus que pueden ser Utiles en el método de la invencion incluyen, por ejemplo,
el serotipo 34 [WO 2004/4097016], el serotipo 24 [WO 2004/083418], y el serotipo 35 [EP 1054064].

La invencién abarca ademas vectores adenovirales de adenovirus seudotipados, quiméricos e hibridos. Véase, por
ejemplo, la Solicitud de Patente US num. 10/465.302 y su homdloga internacional WO 2005/001103. Véase también
US 2005/032045; WO 2004/108755; US 2004/081637.

Un producto adenoviral de simio que tenga una capside modificada, puede ser usado tanto para cebado como para
potenciacion. En una realizacion, la modificacion en el adenovirus lo vuelve inmunolédgica y/o serolégicamente
distinto del serotipo de capside parental. Por lo tanto, tal capside modificada puede ser usada en un régimen con la
capside parental o en un régimen con otro tipo adenoviral. En otras realizaciones, la modificaciéon en el adenovirus
proporciona otra ventaja, por ejemplo, una induccién incrementada de respuesta inmune u objetivacion de los tipos
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de célula especificos. Se han descrito métodos de modificacion de adenovirus. Véase, por ejemplo, TP Cripe, et al.,
Cancer Res, 61(7): 2953-60 (Abril de 2001) (modificaciones de nudo de fibra); SC Stevenson, et al., J. Virol., 71(6):
4782-90 (proteina de fibra modificada); C. Volpers, et al., J. Virol., 77(3): 2093-104 (Febrero de 2003); S. Worgal, et
al., J. Virol., 78(5): 2572-80 (Marzo de 2004) (la capside modificada intensifica la infeccion de células dendriticas y
las respuestas inmunes celulares especificas del transgén); M. Wang., et al., Gyncol. Oncol., 96(2): 341-8 (Febrero
de 2005).

Sin embargo, la invencion no se limita a la selecciéon del serotipo de cépside o del origen de otros elementos
adenovirales presentes en el vector.

Elementos adenovirales

Las particulas o vectores adenovirales que se utilizan en la presente invencion estdn compuestos por capsides de
proteina de adenovirus que tienen empaquetada en las mismas una casete de expresidén que porta un producto para
ser expresado en el anfitrion y suficientes elementos virales para permitir el suministro de la casete de expresién a
una célula anfitrion infectada. De forma deseable, estos vectores adenovirales son de replicacién defectuosa,
evitando con ello la replicacion en una célula anfitrion.

En una realizacién, estas particulas adenovirales contienen elementos cis adenovirales 5 y elementos cis
adenovirales 3’ en los terminales 5’ y 3’ del adenovirus, respectivamente. El extremo 5’ del genoma adenoviral
contiene los elementos cis 5’ necesarios para empaquetamiento y replicacion; es decir, las secuencias de repeticion
terminal invertida (ITR) 5 (que funciona como origen de replicacion) y los dominios potenciadores de
empaquetamiento 5’ (que contienen secuencias necesarias para empaquetar genomas Ad lineales y elementos
potenciadores para el promotor de E1). El extremo 3’ del genoma adenoviral incluye los elementos cis 3’ (incluyendo
las ITRs) necesarios para el empaquetado y la encapsulacion.

El vector adenoviral usado en la invenciéon puede contener secuencias adenovirales adicionales, o puede estar al
menos suprimido funcionalmente en una o mas regiones de gen adenoviral. En una realizacién, un vector adenoviral
usado en la invencién contendra la region E2 o una porcion funcional de la misma (por ejemplo, la regién que
codifica E2a y/o E2b), y uno o mas de los genes finales, por ejemplo L1, L2, L3, L4 y L5. En algunas realizaciones,
los vectores de adenovirus de la invencién pueden contener toda, o una parte de, la region E4 (por ejemplo, la ORF6
de E4).

Por ejemplo, todo o una parte del gen E3 precoz retardado de adenovirus puede ser eliminada de la secuencia de
adenovirus de simio que forma parte del vector viral. La funcién de E3 de simio se considera irrelevante en cuanto a
la funcién y produccion de la particula de virus recombinante.

Por ejemplo, un vector de Ad suprimido en E1, puede ser construido de modo que tenga una supresién de al menos
la region ORF6 del gen E4, y mas deseablemente debido a la redundancia en la funcion de esta region, la region E4.
Otro vector mas de la invencién contiene una supresién en el gen E2a precoz retardado. Adecuadamente, estos
vectores retienen los genes finales (es decir, L1, L2, L3, L4 y L5), y otros elementos esenciales para el
empaquetamiento de vectores adenovirales en particulas virales. Las supresiones pueden hacerse también en los
genes IX e IVay intermedios para algunos propésitos. Se pueden hacer otras supresiones en los otros genes de
adenovirus estructurales o no estructurales. Las supresiones mencionadas con anterioridad pueden ser usadas
individualmente, es decir, una secuencia de adenovirus para su uso en la presente invencién puede contener
supresiones en una sola region. Alternativamente, supresiones de genes completos o de porciones de los mismos,
efectivas para destruir su actividad bioldgica, pueden ser usadas segun cualquier combinacion. Por ejemplo, en un
ejemplo de vector, la secuencia de adenovirus puede tener supresiones de los genes E1 y de una o mas de las
ORFs de E4, o de los genes E1, con o sin supresién de E3, y asi sucesivamente.

Elementos de vector

Los métodos empleados para la seleccién del antigeno o inmundgeno (es decir, el producto) y las secuencias que
codifican el mismo, la clonacién y la construccién de la “casete de expresion heteréloga” y su insercién en el vector
viral, caen dentro del alcance del experto en la materia dadas las ensefianzas que se proporcionan en la presente
memoria. De acuerdo con la presente invencién, la casete de expresion heteréloga puede estar situada en el sitio de
cualquier regién adenoviral natural que esté situada entre las ITRs 5’y 3’ del adenovirus. En una realizacion, la
casete de expresion heterdloga esté situada en la region natural de E1 del vector adenoviral. En otra realizacion, la
casete de expresion heterdloga esté situada en la region natural de E3. En otras realizaciones, el producto de gen
esta expresado a partir de la regién E1 del vector adenoviral, o a partir de la regién E3 natural del vector adenoviral,
y esta enlazado operativamente a elementos de control regulatorio que son no contiguos con las secuencias que
codifican el producto de gen.

En otra realizacidon mas, el vector adenoviral porta mas de una casete de expresion heteréloga, pudiendo ser
insertadas en mdltiples sitios de supresion en el genoma adenoviral. Esta invencion no esta limitada por la direccién
en la que se inserta la casete de expresion, la cual puede ser 5-3’ 6 3-5’, en relacién a la trama normal de lectura
del genoma adenoviral que flanquea el sitio de insercién de la casete de expresion.
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1. La secuencia de acido nucleico

La casete de expresion contiene una secuencia de acido nucleico, heteréloga en cuanto a las secuencias de vector
que flanquean la secuencia, que codifica un polipéptido, una proteina u otro producto de interés. Adecuadamente,
este producto es un inmunégeno o un antigeno. El acido nucleico que codifica la secuencia esta enlazado
operativamente a componentes regulatorios de una manera que permite la transcripcién, traduccién y/o expresion
del producto en una célula anfitrién. Las secuencias y los productos de acido nucleico adecuados pueden ser
seleccionados facilmente por un experto en la materia. La seleccién de estos elementos no es una limitacion de la
presente invencion. Opcionalmente, cualquiera de las secuencias de codificacion de acido nucleico descritas en la
presente memoria, pude estar dotada de una etiqueta o de otro marcador, que permita la deteccién de la secuencia
(o producto codificado) a continuacién de la infeccion del vector en células anfitrion. Los expertos en la materia son
conocedores de etiquetas adecuadas y no constituyen una limitacion de la presente invencién.

2. Elementos regulatorios

Adicionalmente a los elementos principales identificados con anterioridad para la casete de expresién, el vector
incluye también elementos de control convencionales que estan enlazados operativamente a secuencias que
codifican el producto de una manera que permite la transcripcién, traducciéon y/o expresiéon del producto en una
célula infectada con el virus usado en la invencion. Segun se utiliza en la presente memoria, secuencias
“operativamente enlazadas” incluyen tanto secuencias de control de expresién que son contiguas con el producto
(por ejemplo, el gen) de interés, como secuencias de control de expresidon que actian en trans o a una distancia
para controlar la expresion del producto.

Las secuencias de control de expresion incluyen secuencias apropiadas de iniciacién, terminacién, promotoras y
potenciadoras de transcripcién; sefales de procesamiento eficiente de ARN tales como sefales de empalme y
poliadenilacion (poliA); secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que incrementan la eficacia de
traduccion (es decir, secuencias de consenso de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de la proteina; y
cuando se desee, secuencias que incrementan la secrecion del producto codificado. Un gran numero de secuencias
de control de expresion, incluyendo los promotores que son naturales, constitutivos, inducibles y/o especificos del
tejido, son conocidas en el estado de la técnica y pueden ser utilizadas.

Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacion, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV)
retroviral (opcionalmente con el potenciador de RSV), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el
potenciador de CMV) [véase por ejemplo Boshart et al., Ce3ll, 41: 521-530 (1985)], el promotor de SV40, el promotor
de dihidrofolato reductasa, el promotor de B-actina, el promotor de fosfoglicerol quinasa (PGK), y el promotor de
EF1a [Invitrogen].

En otra realizacion, se podra usar el promotor natural para el gen. Se puede preferir el promotor natural cuando se
desee que la expresion del producto mimetice la expresion natural. EI promotor natural puede ser usado cuando la
expresion del producto de base sea regulada temporalmente o en el desarrollo, 0 de una manera especifica del
tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En una realizaciéon adicional, otros elementos de
expresion de control natural, tal como elementos potenciadores, sitios de poliadenilaciéon o secuencias de consenso
de Kozak, pueden ser usados también para mimetizar la expresion natural.

Otra realizacion de la casete de expresion incluye una secuencia de acido nucleico que codifica un producto
enlazado operativamente a un promotor especifico del tejido. Por ejemplo, si se desea expresién en el musculo
esquelético, se debe usar un promotor que sea activo en el musculo esquelético. Esto incluye los promotores
procedentes de genes que codifican la B-actina esquelética, la cadena 2A ligera de miosina, la distrofina, la creatina
quinasa muscular, asi como promotores musculares sintéticos con actividades mas altas que los promotores que se
producen de forma natural (véase Li et al., Nat. Biotech., 17: 241-245 (1999)). Ejemplos de promotores que son
especificos del tejido son conocidos en relacion con el higado (albiumina, Miyatake et al., J. Virol., 71: 5124-32
(1997); promotor troncal del virus de la hepatitis B, Sandig et al., Gene Ther., 3: 1002-9 (1996); alfa-fetoproteina
(AFP), Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther., 7: 1503-14 (1996)), osteocalcina dsea (Stein et al., Mol. Biol. Rep., 24:
185-96 (1997)); sialoproteina ésea (Chen et al., J. Bone Miner. Res., 11: 654-64 (1996)), linfocitos (CD2, Hansai et
al., J. Immunol., 161: 1063-8 (1998); cadena pesada de inmunoglobulina; cadena receptora de célula T), neuronal tal
como promotor de enolasa especifica de la neurona (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol., 13: 503-15
(1993)), gen de cadena ligera de neurofilamento (Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 5611-5 (1991)), y el
gen vgf especifico de neurona (Piccioli et al., Neuron, 15: 373-84 (1995)), entre otros.

Opcionalmente, vectores portadores de secuencias que codifican productos inmunogénicos puede incluir también
etiguetas o marcadores para permitir que un experto en la materia detecte la expresién de una diversidad de
proteinas. La adicién de estas etiquetas de epitope en algunos casos obvian la necesidad de generar antisueros
especificos para cada proteina individual.

Estos vectores son generados usando las técnicas y secuencias que se proporcionan en la presente memoria, junto
con técnicas conocidas por los expertos en la materia.
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Tales técnicas incluyen técnicas de clonacién convencional de ADN tal como las descritas en los textos [Sambrook
et al., Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY], el uso de
secuencias solapantes de oligonucledtido de los genomas de adenovirus, reaccion de cadena de polimerasa, y
cualquier método adecuado que proporcione la secuencia de nucleétido deseada.

Segun se ha expuesto con anterioridad, mientras que en una realizacion el régimen de inmunizacién de la invencién
incluye el suministro secuencial del mismo producto inmunogénico a través de diferentes vectores adenovirales, la
casete de expresion usada en los vectores de cualquier régimen dado no necesitan ser iguales. De hecho, la casete
de expresion puede contener secuencias regulatorias para el producto inmunogénico y/o elementos de vector
diferentes. Por lo tanto, la seleccion de esos elementos regulatorios y de vector no es una limitacién de la invencién
incluso dentro del contacto de un régimen de inmunizacioén para un sujeto seleccionado.

D. Produccion de particulas adenovirales

Los expertos en la materia conocen una diversidad de métodos de produccion para particulas adenovirales. La
seleccion de métodos de produccion adecuados no es una limitacion de la presente invencion. Véase por ejemplo la
Patente US nim. 6.083.716; la Publicacion de Patente Internacional nim. WO 02/33645, y la Solicitud de Patente
US num. 10/465.302. De forma resumida, un vector adenoviral que carezca de la capacidad de expresar
cualesquiera productos de gen adenovirales esenciales (por ejemplo, E1a, E1b, E2a, E2b, ORF6 de E4) puede ser
cultivado en presencia de productos de gen adenovirales faltantes que se requieran para la infectividad viral y la
propagacion de una particula adenoviral. Estas funciones auxiliares pueden ser proporcionadas cultivando el vector
adenoviral en presencia de una o mas construcciones auxiliares (por ejemplo, un pladsmido o un virus) o de una
célula anfitrion de empaquetamiento. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas para la preparacion de un vector
“minimal” de Ad humano en la Solicitud de Patente Internacional nim. WO 96/13597, publicada el 9 de Mayo de
1996.

Con independencia de si los vectores adenovirales contienen solamente las secuencias de Ad minimales, o el
genoma de Ad completo con supresiones solamente funcionales en las regiones de E1 y/o de E3, en una
realizacién, el virus recombinante contiene una capside derivada de un adenovirus de simio. Alternativamente, en
otras realizaciones, los adenovirus seudotipados recombinantes pueden ser usados en los métodos de la invencién.
Tales adenovirus seudotipados utilizan proteinas de capside de adenovirus en las que ha sido empaquetada una
molécula de acido nucleico portadora de secuencias de adenovirus procedentes de otro serotipo. Estos vectores
adenovirales Utiles en la invencion pueden ser producidos usando métodos que son conocidos por los expertos en la
materia.

1. Virus auxiliares

Por lo tanto, dependiendo del contenido de gen de adenovirus de los vectores virales empleados para portar la
casete de expresion, un adenovirus auxiliar o un fragmento de virus no replicante puede ser necesario para
proporcionar suficientes secuencias de adenovirus de gen, necesarias para producir una particula viral recombinante
infecciosa que contenga la casete de expresion. Virus auxiliares utiles contienen secuencias de gen de adenovirus
seleccionadas, no presentes en la construccion de vector de adenovirus y/o no expresadas por la linea de células de
empaquetamiento en la que es transfectado el vector. En una realizacién, el virus auxiliar es de replicacion
defectuosa y contiene una diversidad de genes de adenovirus adicionalmente a las secuencias descritas con
anterioridad. Tal virus auxiliar se utiliza deseablemente en combinacion con una linea de células que expresan E1.

Los virus auxiliares pueden ser formados también en conjugados polication segun se describe en Wu et al., J. Biol.
Chem., 264: 16985-16987 (1989); K. J. Fisher y J. M. Wilson, Biochem. J., 299: 49 (1 de Abril de 1994). El virus
auxiliar puede contener opcionalmente una segunda casete de expresion informadora. En el estado de la técnica se
conoce una cantidad de tales genes informadores. La presencia de un gen informador en el virus auxiliar que sea
diferente del producto de gen en el vector de adenovirus, permite que tanto el vector de Ad como el virus auxiliar
sean monitorizados independientemente. El segundo informador se utiliza para habilitar la separacion entre el virus
recombinante resultante y el virus auxiliar tras la purificacion.

2. Lineas de células de complementacion

Para generar adenovirus (Ad) recombinantes en cualquiera de los genes descritos con anterioridad, la funcion de la
region de gen suprimida, si es esencial para la replicacion y la infectividad del virus, debe ser proporcionada al virus
recombinante mediante un virus auxiliar o una linea de células, es decir, una linea de células de complementacién o
de empaquetamiento. En muchas circunstancias, se puede usar una linea de células que exprese el E1 humano
para transcomplementar el vector de Ad de chimpancé. Esto es particularmente ventajoso puesto que, debido a la
diversidad entre las secuencias de Ad de chimpancé de la invencién y las secuencias de AAE1 humano encontradas
en las células de empaquetamiento normalmente disponibles, el uso de las células que contienen E1 humano
normal impide la generacion de adenovirus competentes para replicacion durante el proceso de replicacién y
produccion. Sin embargo, en determinadas circunstancias, sera deseable utilizar una linea de células que expresen
los productos de gen E1 que pueden ser utilizados para la produccion de un adenovirus de simio con E1 suprimido.
Tales lineas de células han sido descritas. Véase, por ejemplo, la Patente US nim. 6.083.716.
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Si se desea, se pueden utilizar las secuencias proporcionadas en la presente memoria para generar una célula de
empaquetamiento o una linea celular que exprese, como minimo, el gen E1 de adenovirus bajo el control
transcripcional de un promotor para expresién en una linea celular parental seleccionada. Se pueden emplear
promotores inducibles o constitutivos para este propésito. Ejemplos de tales promotores se describen con detalle en
alguna parte de esta descripcion. Se selecciona una célula parental para la generacién de una nueva linea celular
que exprese cualquier gen de Ad deseado. Sin limitacién, tal linea celular parental puede ser derivada de células
HelLa [ATCC Accession Num. CCL 2], A549 [ATCC Accession nim. CCL 185], HEK 293, KB [CCL 17], Detroit [por
ejemplo, Detroit 510, CCL 72] y WI-38 [CCL 75], entre otras. Estas lineas celulares estan todas disponibles a partir
de la
American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209. Otras lineas
parentales adecuadas pueden ser obtenidas a partir de otras fuentes.

Tales lineas celulares de expresion de E1 son Utiles en la generacion de vectores con E1 suprimido de adenovirus
recombinante. Adicionalmente, o alternativamente, la invencion proporciona lineas de células que expresan uno o
mas productos de gen adenoviral de simio, por ejemplo E1a, E1b, E2a y/o ORF6 de E4, que pueden ser construidas
usando esencialmente los mismos procedimientos para su uso en la generacion de vectores virales de simio
recombinantes. Tales lineas de células pueden ser utilizadas para transcomplementar vectores de adenovirus
suprimidos en los genes esenciales que codifican esos productos. La preparacion de una célula anfitrion conforme a
la presente invencion, incluye técnicas tales como ensamblaje de secuencias de ADN seleccionadas. Este
ensamblaje puede ser llevado a cabo mediante técnicas de clonacién directa [G. Gao et al., Gene Ther., Octubre de
2003.; 10(22): 1926-1930; Publicacion de Patente US num. 2003-0092161-A, 15 de mayo de 2003; Solicitud de
Patente Internacional nim. PCT/US03/12405]. Otras técnicas adecuadas incluyen clonacion gendémica y de cADN, lo
que es bien conocido y ha sido descrito en Sambrook et al., citado anteriormente, el uso de secuencias solapantes
de nucleétido de los genomas de adenovirus, combinadas con reaccién de cadena de polimerasa, métodos
sintéticos, y otros métodos adecuados que proporcionen la secuencia de nucleétido deseada.

En otra alternativa adicional, los productos de gen adenovirales esenciales se proporcionan en trans por medio del
vector adenoviral y/o del virus auxiliar. En tal caso, una célula anfitrion adecuada puede ser seleccionada a partir de
cualquier organismo bioldgico, incluyendo las células procariéticas (por ejemplo, bacterianas), y las células
eucariodticas, incluyendo células de insectos, células de levadura y células de mamifero. Células anfitrién
particularmente deseables son seleccionadas a partir de cualesquiera especies de mamiferos incluyendo, aunque
sin limitacion, células tales como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, células HEK 293 o PERC6 ambas expresan E1
adenoviral funcional) (Fallaux, FJ et al., (1998), Hum. Gene Ther., 9: 1909-1917], Saos, C2C12, células L, HT1080,
HepG2 y células primarias de fibroblasto, hepatocito y mioblasto derivadas de mamiferos incluyendo el ser humano,
el mono, el ratén, la rata, el conejo, y el hamster. La seleccién de la especie de mamifero que proporciona las
células no es una limitacién de la invencion; ni tampoco lo es el tipo de célula de mamifero, es decir, fibroblasto,
hepatocito, célula tumoral, etc.

3. Ensamblaje de particula viral y transfeccion de una linea de células

En general, cuando se suministra el vector que comprende la casete de expresién mediante transfeccion, el vector
es suministrado en una cantidad de aproximadamente 5 pug a aproximadamente 100 pg de ADN, y con preferencia
aproximadamente 10 u% a aproximadamente 50 pg de ADN en aproximadamente 1 x 10* células a
aproximadamente 1 x 10" células, y con preferencia en aproximadamente 10° células. Sin embargo, las cantidades
relativas de ADN de vector para las células anfitrion pueden ser ajustadas teniendo en cuenta factores tales como el
vector seleccionado, el método de suministro y las células anfitrién seleccionadas.

El vector puede ser cualquier vector conocido en el estado de la técnica o divulgado con anterioridad, incluyendo
ADN desnudo, un plasmido, fago, transposon, cé6smidos, episomas, virus, etc. La introduccion en la célula anfitrion
del vector se puede lograr mediante cualquier medio conocido en el estado de la técnica o divulgado con
anterioridad, incluyendo transfeccion e infeccion. Uno o mas de los genes adenovirales pueden ser integrados
establemente en el genoma de la célula anfitrion, expresados establemente como episomas, o expresados
transitoriamente. Los productos de gen pueden ser todos expresados transitoriamente, sobre un episoma, o estar
integrados establemente, o algunos de los productos de gen pueden ser expresados establemente mientras otros
son expresados transitoriamente.

Ademas, los promotores para cada uno de los genes adenovirales pueden ser seleccionados independientemente a
partir de un promotor constitutivo, un promotor inducible o un promotor adenoviral natural. Los promotores pueden
ser regulados mediante un estado fisioldgico especifico del organismo o de la célula (es decir, por el estado de
diferenciacion o en células replicantes o quiescentes), o mediante factores afiadidos exégenamente, por ejemplo.

La introduccion de las moléculas (como plasmidos o virus) en la célula anfitrién puede ser también llevada a cabo
usando técnicas conocidas por el experto en la materia y segin se ha discutido a través de la descripcién. En una
realizacién preferida, se usan técnicas de transfeccion estandar, por ejemplo transfeccion de CaPOs o
electroporacion.

El ensamblaje de las secuencias de ADN seleccionadas de los adenovirus (asi como el transgén y otros elementos
8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2442 225713

de vector en varios plasmidos intermedios, y el uso de los plasmidos y vectores para producir una particula viral
recombinante, se consiguen todos usando técnicas convencionales. Tales técnicas incluyen clonacion directa segun
ha sido descrito [G. Gao et al., Gene Ther., Octubre de 2003; 10(22): 1926-1930; Publicaciéon de Patente US ndm.
2003-0092161-A, 15 de Mayo de 2003; Solicitud de Patente Internacional nim. PCT/US03/12405]. Alternativamente,
técnicas de clonacion de cADN tales como las descritas en los textos [Sambrook et al., citado en lo que antecede], el
uso de secuencias solapantes de oligonucleétido de los genomas de adenovirus, reaccion de cadena de polimerasa,
y cualquier método adecuado que proporcione la secuencia de nucledtido deseada. Se emplean técnicas de
transfeccion y co-transfeccion estandar, por ejemplo técnicas de precipitacion de CaPO,. Otros métodos
convencionales empleados incluyen recombinacién homéloga de los genomas virales, formacion de placas de virus
en capa de agar, métodos de generacién de sefial de medicion, y similares.

Por ejemplo, a continuaciéon de la construcciéon y ensamblaje del vector viral que contiene la casete de expresion
deseada, el vector es transfectado in vitro en presencia de un virus auxiliar en la linea de células de
empaquetamiento. La recombinacion homologa ocurre entre las secuencias auxiliar y de vector, lo que permite que
las secuencias de transgén de adenovirus del vector sean replicadas y empaquetadas en capsides de virién, dando
como resultado las particulas de vector viral recombinante. EI método normal para producir tales particulas de virus
se basa en transfeccion. Sin embargo, la invencion no se limita a tales métodos.

Los adenovirus recombinantes resultantes son Utiles en la transferencia de un transgén seleccionado a una célula
seleccionada.

Il. Formulacion de vectores virales para inmunizacion

De acuerdo con la presente invencion, se utilizan vectores recombinantes en el régimen de inmunizacion de la
invencion para inducir una respuesta inmune en un sujeto mamifero (por ejemplo, un humano, o un paciente
veterinario simio 0 no simio) a continuacién de la administracion ex vivo o in vivo. En una realizacion, la respuesta
inmune es una respuesta humoral (es decir, anticuerpo) al producto expresado por los vectores virales.
Dependiendo del producto antigeno expresado, tal respuesta de anticuerpo puede ser especifica para el patégeno a
partir del cual se deriva el antigeno, o reactiva cruzada con otros patégenos relacionados. En una realizacion, la
respuesta inmune puede ser una respuesta celular (por ejemplo, CTL). Dependiendo del producto inmunogénico
expresado, tal respuesta CTL puede ser especifica para el patégeno a partir del cual se deriva el inmunégeno o
reactiva cruzada con otros patégenos relacionados. En otras realizaciones adicionales, ambas respuestas de
anticuerpo y CTL pueden ser inducidas. Sin embargo, el método de la invencion es ventajoso debido a que
minimiza, y en algunos casos elimina, la respuesta inmune al vector viral, y en particular, al vector adenoviral.

Por lo tanto, los regimenes de inmunizaciéon de la invencién pueden ser aplicados tanto en vacunas profilacticas
como terapéuticas. Tales composiciones de vacuna (u otras inmunogénicas) se formulan en un vehiculo de
suministro adecuado, segun se ha descrito con anterioridad. En general, las dosis para las composiciones
inmunogénicas estan dentro de la gama definida con anterioridad para las composiciones terapéuticas. Los niveles
de inmunidad del gen seleccionado pueden ser monitorizados para determinar la necesidad, si la hay, de
potenciadores. Después de una evaluacion de titulos de anticuerpo en el suero, pueden ser deseables
inmunizaciones potenciadoras opcionales.

Opcionalmente, una composicién de la invencion puede ser formulada de modo que contenga vectores virales seguin
se describe en la presente memoria, asi como otros componentes, incluyendo por ejemplo adyuvantes,
estabilizadores, ajustadores de pH, conservantes y similares. Ejemplos de conservantes adecuados incluyen
clorobutanol, sorbato potéasico, acido sorbico, diéxido de azufre, propil galato, los parabenos, etil vanilina, glicerina,
fenol y paraclorofenol.

Los estabilizadores quimicos adecuados incluyen gelatina y albimina. Ejemplos adecuados de adyuvantes incluyen,
entre otros, complejos inmuno-estimulantes (IS-COMS), analogos LPS que incluyen 3-O-desacilatado monofosforil
lipido A (Ribi Immunochem Research, Inc.; Hamilton, MT), aceite mineral y agua, hidréxido de aluminio, Amphigen,
Avirdine, L121/escualeno, muramil péptidos, y saponinas, tal como Quil A, y cualquier factor biolégicamente activo,
tal como citoquina, una interleuquina, una quimiocina, un ligando, y combinaciones 6ptimas de los mismos. Algunos
de estos factores bioldgicamente activos pueden ser expresados in vivo, por ejemplo a través de un plasmido o de
un vector viral. Por ejemplo, un adyuvante de ese tipo puede ser administrado con un vector adenoviral de cebado.

Los vectores virales usados en la invencion son administrados en “una cantidad inmunogénica”, es decir, una
cantidad de virus que sea efectiva en una ruta de administracion para transfectar las células deseadas y
proporcionar niveles de expresion suficientes del gen seleccionado para inducir una respuesta inmune. Donde se
proporciona inmunidad protectora, se considera que los virus son composiciones de vacuna Utiles en la prevencion
de infeccién y/o de enfermedad recurrente.

Alternativamente, o adicionalmente, los vectores usados en la invencion pueden contener secuencias de acido
nucleico que codifiquen un producto (por ejemplo, un péptido, polipéptido o proteina) que induce una respuesta
inmune a un inmundégeno seleccionado. Se espera que el régimen inmunogénico proporcionado en la presente
memoria, sea altamente eficaz en cuanto a induccién de células T citoliticas y anticuerpos para la proteina
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antigénica hetero6loga insertada, expresada por el vector.

Por ejemplo, se pueden seleccionar inmundgenos a partir de una diversidad de familias virales. Ejemplos de familias
virales deseadas frente a las que podria ser deseable una respuesta inmune incluyen la familia picornavirus, la cual
incluye los géneros rinovirus, los cuales son responsables de aproximadamente el 50% de los casos de resfriado
comun; los géneros enterovirus, los cuales incluyen los poliovirus, coxsackievirus, ecovirus, y enterovirus humanos
tales como el virus de la hepatitis A; y los géneros aptovirus, los cuales son responsables de las enfermedades en el
pie y en la boca, principalmente en animales no humanos. Dentro de la familia de virus de los picomavirus, los
antigenos objetivo incluyen los VP1, VP2, VP3, VP4 y VPG. Otra familia viral incluye la familia calcivirus, la cual
abarca del grupo de virus de Norwalk, los cuales son un importante agente causante de gastroenteritis epidémica.
Otra familia viral adicional deseable para su uso en la objetivacién de antigenos para inducir respuestas inmunes en
humanos y animales no humanos, el la familia togavirus, la cual incluye los géneros alfavirus, los cuales incluyen el
virus de Sindbis, el virus RossRiver, y la encefalitis Venezuelan, Eastern & Western Equina, y rubivirus, incluyendo el
virus de la rubeola. La familia flaviviridae incluye los virus del dengue, la fiebre amarilla, la encefalitis japonesa, la
encefalitis de St. Louis, y la encefalitis provocada por garrapatas.

Otros antigenos objetivo pueden ser generados a partir de la Hepatitis C [véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente
US Publicada num. US 2003/190606 (9 de Octubre de 2003); US 2002/081568 (27 de Ju7nio de 2002) o la familia
coronavirus, la cual incluye un nimero de virus no humanos tal como el virus de la bronquitis infecciosa (aves de
corral), el virus de la gastroenteritis transmisible porcina (cerdo), el virus de la encefalomielitis de hemaglutinina
porcina (cerdo), el virus de la peritonitis infecciosa felina (gatos), el coronavirus entérico felino (gatos), el coronavirus
canino (perros), y los coronavirus respiratorios humanos, los cuales pueden causar el resfriado comin y/o hepatitis
no-A, B o C. Adicionalmente, el agente causante putativo del sindrome respiratorio repentino agudo (SARS) se
encuentra en la familia de los coronavirus. Dentro de la familia de los coronavirus, los antigenos objetivo incluyen el
E1 (también conocido como proteina M o matriz), E2 (también denominado proteina S o de Spike), E3 (también
conocido como HE o hemaglutina-elterosa), glicoproteina (no presente en todos los coronavirus), o N
(nucleocépside). Otros antigenos adicionales pueden ser objetivados frente a la familia rhabdovirus, la cual incluye
los géneros vesiculovirus (por ejemplo, el Virus de Estomatitis Vesicular), y los géneros lissavirus (por ejemplo, las
rabias). Dentro de la familia rhabdovirus, se pueden extraer antigenos adecuados a partir de la proteina G o de la
proteina N. La familia filoviridae, la cual incluye los virus de la fiebre hemorragica tal como el virus Marburg y el
Ebola, pueden ser una fuente adecuada de antigenos. La familia paramyxovirus incluye el virus de parainflueza Tipo
1, el virus de parainfluenza Tipo 3, el virus de parainfluenza bovina Tipo 3, el rubulavirus (virus de las paperas), el
virus de parainfluenza Tipo 2, el virus de parainfluenza Tipo 4, el virus de la enfermedad de Newcastle (polos), peste
bovina, morbilivirus, el cual incluye sarampién y moquillo canino, y penumovirus, el cual incluye el virus sincitial
respiratorio U(por ejemplo, la proteina glico-(G) y la proteina de fusién (F). para las que se encuentran disponibles
secuencias a partir de GenBank).

El virus de parainfluenza esté clasificado dentro de la familia orthomixovirus y es una fuente adecuada de antigeno
(por ejemplo, la proteina HA, la proteina H1). La familia bunyavirus incluye los géneros bunyavirus (encefalitis
California, La Crosse), flebovirus (Fiebre del Valle del Rift), hantavirus (el puremala es un virus de la fiebre
hemahagin), nairovirus (enfermedad de la oveja de Nairobi) y varios bungavirus sin asignar. La familia arenavirus
proporciona una fuente de antigenos con LCM y el virus de la fiebre de Lassa. La familia reovirus incluye los géneros
reovirus, rotavirus (el cual causa gastroenteritis en nifios), orbivirus, y cultivirus (fiebre de la garrapata de Colorado,
Lebombo (humanos) encefalosis equina, lengua azul).

La familia retrovirus incluye las subfamilia oncoviral que abarca enfermedades humanas y veterinarias tales como el
virus de la leucemia felina, HTLVI y HTLVII, lentivirinal (que incluye el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el
virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS), el virus de la anemia infecciosa equina, y espumavirinal). Entre los
lentivirus, se han descrito muchos antigenos adecuados y pueden ser seleccionados facilmente.

Ejemplos de antigenos adecuados de VIH y de VIS incluyen, sin limitacion, las proteinas gag, pol, Vif, Vpx, VPR,
Env, Tat, Nef y Rev, asi como varios fragmentos de las mismas. Por ejemplo, fragmentos adecuados de la proteina
Env pueden incluir cualquiera de sus subunidades tal como la gp 120, gp 140, gp 160, gp 41. O fragmentos mas
pequerios de las mismas, por ejemplo de al menos 8 aminoacidos de longitud. De manera similar, se pueden
seleccionar fragmentos de la proteina tat. [Véase la Patente US nim. 5.891.994 y la Patente US ndam. 6.193.981].
Véanse también las proteinas de VIH y VIS descritas por D.H. Bartouch et al., en J. Virol., 75(5): 2462-2467 (Marzo
de 2001), y por R.R. Amara, et al., en Science, 292: 69-74 (6 de Abril de 2001). En otro ejemplo, se pueden usar
proteinas inmunogénicas de VIH y de VIS o péptidos para formar proteinas de fusidbn u otras moléculas
inmunogénicas. Véase, por ejemplo, las proteinas de fusion tat y/o Nef de VIH-1, y los regimenes de inmunizacién
descritos en la Publicacién de Patente Internacional nim. WO 01/54719, publicada el 2 de Agosto de 2001,
Publicacién de Patente Internacional nim. WO 99/16884, publicada el 8 de Abril de 1999; WO 03/11334; US
2003/158134. La invencién no se limita a las proteinas inmunogénicas de VIH y de VIS o los péptidos que se
describen en la presente memoria. Adicionalmente, se ha descrito una diversidad de modificaciones para estas
proteinas o que podrian ser realizadas facilmente por un experto en la materia. Véase, por ejemplo, la proteina gag
modificada que se ha descrito en la Patente US nim. 5.972.596. Ademas, cualesquiera inmundgenos deseados de
VIH y/o de VIS pueden ser suministrados solos 0 en combinacion. Tales combinaciones pueden incluir expresion a
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partir de un Unico vector o de multiples vectores. Opcionalmente, otras combinaciones pueden incluir el suministro
de uno o mas inmundgenos expresados con suministro de uno o mas de los inmunogenos en forma de proteina.
Tales combinaciones se discuten con mayor detalle en lo que sigue.

La familia papovavirus incluye la subfamilia poliomavirus (virus BKU y JCU) y la subfamilia papilomavirus (asociados
con canceres o progresion maligna de papiloma). Ejemplos de proteinas de papilomavirus Utiles como productos
inmunogénicos incluyen las derivadas de los genes “precoz” y “tardio” del virus del papiloma designados como E1 a
E7 y L2. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente US Publicada nim. 2002/0137720 [Ertl]. Se han descrito otros
antigenos de papilomavirus y combinaciones de los mismos. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente US
Publicada nam. 2003/129199 (10 de Julio de 2003); La Solicitud de Patente US Publicada nam. 2002/18221 (15 de
Diciembre de 2002); Patente US num. 6.342.224.

La familia adenovirus incluye virus (EX, AD7, ARD, O.B.) que causan enfermedad respiratoria y/o enteritis. El
parvovirus felino de la familia parvovirus (enteritis felina), el panleucovirus felino, el parvovirus canino, y el parvovirus
porcino. La familia herpesvirus incluye la subfamilia alfaherpesvirinae, la cual abarca los géneros simplexvirus (HSVI,
HSVII), varicelovirus (pseudo-rabias, varicela zoster) y la subfamilia betaherpesvirinae, que incluye los géneros
citomegalovirus (CMV Humano), muiromegalovirus) y la subfamilia gammaherpesvirinae, la cual incluye los géneros
linfocriptovirus, EBV (linfoma de Burkitts), rinotraqueitis infecciosa, virus de la enfermedad de Marek, y rhadinovirus.
La familia poxvirus incluye la subfamilia cordopoxvirinae, la cual abarca los géneros orthopoxvirus (Variola (Viruela) y
Vaccinia (viruela bovina), parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporipoxvirus, suipoxvirus, y la subfamilika
entomopoxivirinae. La familia hepadnavirus incluye el virus de la Hepatitis B. Un virus no clasificado que puede ser
una fuente adecuada de antigenos es el virus de la Hepatitis delta. Otras fuentes virales adicionales pueden incluir el
virus de la enfermedad bursal infecciosa aviar y el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino. La familia
alfavirus incluye el virus de la arteritis equina y varios virus de encefalitis.

La presente invencion puede abarcar también regimenes que utilizan productos que son Utiles para inmunizar un
humano o un animal no humano contra otros patégenos incluyendo las bacterias, los hongos, los microorganismos
parasitos o los parasitos multicelulares que infectan a vertebrados humanos y no humanos, o procedentes de una
célula cancerigena o de una célula tumoral. Ejemplos de patdégenos bacterianos incluye los cocos patogénicos gran
positivo incluyendo los pneumococos; estafilococos, y estreptococos. Los cocos patogénicos gran negativo incluye
los meningococos; gonococos. Los bacilos entéricos patogénicos gran negativo incluyen las enterobacteriaceae;
seudomonas, acinebacterias y eikenella; melioidosis, salmonella; shigella; hemdfilos (Haemophilus influenzae,
Haemophilus somnus); moraxella; H ducreyi (que ocasiona el cancroide); brucella; Franisella tularensis (que
ocasiona tularemia); yersinia (pasteurella); estreptobacilo moniliformis y spirillum. Los bacilos gran positivo incluyen
la listeria monocitogenes; erisipelotrix rusiopathiae; Corinebacterium diphteria (difteria); célera; B. anthracis (antrax);
donovanosis (granuloma inguinal); y bartonellosis. Las enfermedades causadas por bacterias anaerdbicas
patégenas incluyen el tétanos; botulismo; otra clostridia; tuberculosis; lepra, y otras micobacterias.

Ejemplos de especies de bacterium especificas son, sin limitacion, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyrogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus faecalis, moraxella catarrhalis, Helicobacter pylori, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, Bordetella
pertussis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Shigella, Vibrio
cholerae, Corynebacterium diphteriae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, complejo intracelular
Mycobacterium, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Clostridium tetani, Leptospira
interrogans, Borelia burdorgferi, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumonia y
Mycoplasma gallisepticum.

Las enfermedades espiroquetales patogénicas incluyen sifilis, trepanomatosas: el pian, la pinta y la sifilis endémica;
y leptoespirosis. Otras enfermedades infecciosas causadas por bacterias patégenas mas altas y hongos patogénicos
incluyen actinomicosis; nocardiosis; criptococosis (Cryptococcus), blastomicosis (Blastomyces), histoplasmosis
(Histoplasma) y cocodiyodomicosis (Coccidiodes); candidiasis (Candida), aspergilosis (Aspergillis) y mucormicosis;
esporotricosis; paracocodiyodomicosis, petrielidiosis, turolopsosis, micetoma y cromomicosis; y dermatofitosis. Las
infecciones ricketsianas incluyen fiebre del tifus, fiebre maculosa de las Montanas Rocosas, fiebre Q, y viruela
ricketsiana. Ejemplos de infecciones clamidiales y de micoplasma incluyen: mycoplasma pneumoniae;
linfogranuloma venereum; psitacosis; e infecciones clamidiales perinatales. Los eucariotas patogénicos abarcan los
protozoos y helmintos patogénicos y las infecciones producidas por los mismos incluyen: amebiasis; malaria;
leishmaniasis (por ejemplo, causada por Leishmania major); tripanosomiasis; toxoplasmosis (por ejemplo, causada
por Toxoplasma gondii); Pneumocystis carinii; Trichans; Toxoplasma gondii; babesiosis; giardiasis (por ejemplo,
causada por Giardia); triquinosis (por ejemplo, causada por Schistosoma); nematodos; trematodos o platijas; e
infecciones por cestodos (tenia). Otras enfermedades parasitas pueden estar causadas por Ascaris, Trichuris,
Cryptosporiumy Pneumocystis carinii, entre otros.

Muchos de esos organismos y/o toxinas producidas por los mismos, que han sido identificados por los Centros para
el Control de Enfermedades [(CDC), Departamento de Salud y Servicios Humanos, USA], como agentes que tienen
un potencial para su uso en ataques biologicos, incluyen Bacillus anthracis (antrax), Clostridium botulinum y su
toxina (botulismo), Yersinia pestis (plaga), variola major (viruela), Francisella tularensis 8tularemia), y fiebres
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hemorragicas virales [por ejemplo, Lassa, Machupol)], todas las cuales estan actualmente clasificadas como agentes
de Categoria A; Coxiella burnetti (fiebre Q); especies de Brucella (brucelosis), Burkholderia mallei (muermo),
Burkholderia pseudomallei (meloidosis), Ricinus communis y su toxina (toxina de ricino), Clostridium perfringens 'y su
toxina (toxina épsilon), especies de Staphylococcus y sus toxinas (enterotoxina B), Clamydia psittaci (psitacosis),
amenazas a la seguridad del agua (por ejemplo, Vibrio cholerae, Cryptosporidium parvum), fiebre del tifus (Ricketsia
powazekii) y encefalitis viral (alfavirus, por ejemplo encefalitis equina Venezuelan; encefalitis equina Eastern;
encefalitis equina western); todas las cuales estan actualmente clasificadas como agentes de categoria B; y virus
Nipan y hantavirus, los cuales estan actualmente clasificados como agentes de Categoria C. Ademas, otros
organismos que estan clasificados de ese modo o de una manera diferente, pueden ser identificados y/o usados
para tal proposito en el futuro. Se comprendera facilmente que los vectores virales y otras construcciones descritas
en la presente memoria son Utiles para suministrar antigenos a partir de esos organismos, virus, sus toxinas y otros
subproductos, que impediran y/o trataran la infeccion u otras reacciones adversas son esos agentes biologicos.

La administracién de los vectores conforme a la invencion para el suministro de inmundgenos contra la region
variable de las células T induce una respuesta inmune que incluye linfocitos T (CTLs) citotdxicos para eliminar esas
células T. En artritis reumatoide (RA), varias regiones variables especificas de receptores de células T (TCRs) que
estan involucradas en la enfermedad, han sido caracterizadas. Estos TCRs incluyen V-3, V-14, V-17 y Va-17. De
ese modo, el suministro de una secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno de esos polipéptidos inducira
una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en RA. En esclerosis multiple (MS), varias regiones
variables especificas de los TCRs que estan involucradas en la enfermedad, han sido caracterizadas. Estos TCRs
incluyen V-7 y Va-10. De ese modo, el suministro de una secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno de
esos polipéptidos, inducird una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en MS. En escleroderma,
varias regiones variables especificas de los TCRs que estan involucradas en la enfermedad, han sido
caracterizadas. Estos TCRs incluyen V-6, V-8, V-14 y Va-16, Va-3C, Va-7, Va-14, Va-15, Va-16, Va-28 y Va-12. De
ese modo, el suministro de un adenovirus de simio recombinante que codifica al menos uno de esos polipéptidos,
inducira una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en escleroderma.

Ademas, los inmund6genos deseables incluyen los dirigidos a inducir un efecto anti-cancer terapéutico o profilactico
en un anfitrién vertebrado, tal como, sin limitacion, los que utilizan un antigeno del cancer o un antigeno asociado a
tumor incluyendo, sin limitacién, antigeno especifico de la préstata, antigeno carcino-embriénico, MUC-1, Her2, CA-
125 y MAGE-3.

Adecuadamente, los vectores adenovirales son suministrados en un régimen de combinacién que incluye
administracién secuencial de un adenovirus suprimido en E1, E4 funcional y un adenovirus suprimido en E1
funcional. El régimen de la invencion puede ser administrado en varios sitios del cuerpo de una manera dependiente
de la dosis, que depende de la indicacion a la que la respuesta inmune deseada esté siendo objetivada.

En una realizacién, la invencion proporciona el uso de vectores adenovirales de la invencion en la preparacion de
una medicamento para inducir especificamente una respuesta inmune en un sujeto. En otra realizacion los vectores
se preparan para una administracién secuencial.

La invencién no se limita a la cantidad o al sitio de la(s) inyeccion(es) o al portador farmacéutico. El régimen incluye
una etapa de cebado y una etapa de potenciacion. Cada etapa puede incluir una Unica dosis o una dosificacion o
multiples dosis que son administradas por hora, por dia, semanalmente o mensualmente, o anualmente. La cantidad
o el sitio de suministro se elige deseablemente en base a la identidad y a la condicion del mamifero.

La unidad de dosificacion del vector adecuado para el suministro del antigeno al mamifero se describe en la
presente memoria. El vector se prepara para su administracion siendo suspendido o disuelto en un portador
farmacéutica o fisioldgicamente aceptable tal como solucién salina isotdnica; solucién de sales isotdnicas u otras
formulaciones que resultaran evidentes para el experto en tales administraciones. El portador apropiado sera
evidente para el experto en la materia y dependera en gran medida de la ruta de administracion. Las composiciones
de la invencion pueden ser administradas a un mamifero de acuerdo con la ruta descrita anteriormente, en una
formulacion de liberacion sostenida usando un polimero biocompatible biodegradable, o mediante suministro in situ
usando micelas, geles y liposomas. Opcionalmente, la etapa de cebado de esta invencién incluye también la
administracion con la composicion de cebado, de una cantidad adecuada de un adyuvante tal como se define en la
presente memoria.

Con preferencia, se administra una segunda composicién alrededor de 2 a alrededor de 27 semanas después de la
administracion de la primera, o de la administracion precedente de una composicion de inmunizacion, al sujeto
mamifero. La administracién de la composicién de potenciacion se realiza usando una cantidad efectiva de de una
composicién de potenciacién que contiene un producto que es el mismo que, o de reaccién cruzada con, el
suministrado por medio de la composicién de cebado.

En otra realizacion, los vectores virales de la invencion son también muy adecuados para su uso en una diversidad
de otros regimenes de inmunizacidn y terapéuticos. Tales usos resultaran facilmente evidentes para los expertos en
la materia.
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Las dosificaciones del vector viral dependeran principalmente de factores tales como la condicion que va a ser
tratada, la edad, el peso y el estado de salud del paciente, y puede por tanto variar entre pacientes mamiferos
(incluyendo los seres humanos). Ventajosamente, la potencia inesperada del adenovirus de simio (por ejemplo,
chimpancé) recombinante de la invencion permite el uso de una cantidad significativamente més baja del adenovirus
de chimpancé recombinante para proporcionar una cantidad efectiva que induzca el efecto inmunogénico deseado
(por ejemplo, induccién de un nivel predeterminado de anticuerpos y/o de respuesta inmune citotoxica (CTL)).

Por ejemplo, para animales pequerios, una dosis efectiva de un vector adenoviral puede ser proporcionada mediante
10° particulas/animal y 10"" particulas animal de adenovirus.

Para un animal mas grande, por ejemplo de alrededor de 80 kg, puede ser (til una cantidad de 10 a alrededor de
10" particulas por sujeto. Sin embargo, se pueden seleccionar facilmente dosis mas altas, por ejemplo dependiendo
de la via de suministro seleccionada. Por ejemplo, el vector adenoviral puede ser suministrado en una cantidad
comprendida en la gama de aproximadamente 100 ul a aproximadamente 100 ml, y mas preferentemente, de
aproximadamente 1 ml a aproximadamente 10 ml, de solucién portadora. Los niveles terapéuticos, o niveles de
inmunidad, del gen seleccionado, pueden ser monitorizados para determinar la necesidad, si la hay, de
potenciadores. A continuacion de una evaluacion de respuesta de células T, o de titulos de anticuerpo, en el suero,
pueden resultar deseables inmunizaciones potenciadoras adicionales opcionales.

En una realizacion, un régimen de inmunizacién segun la invencion incluye ademas la administracion de una vacuna
de ADN, por ejemplo a través de una pistola génica o de un plasmido. Tal vacuna de ADN puede ser usada como
etapa de cebado, que antecede a un primer suministro mediado adenoviral de acuerdo con la invencién.
Alternativamente, tal vacuna de ADN puede ser usada como potenciacion a continuacion de una o mas
administraciones adenovirales de acuerdo con la invencion.

En otra realizacion, el régimen incluye ademas una co-administracién secuencial de una vacuna a base de proteina.
Tal vacuna puede ser usada como potenciacién, a continuaciéon del suministro mediado adenoviral de acuerdo con la
invencion. Alternativamente, tal vacuna basada en proteina puede ser usada como cebado, o entre una o mas
inmunizaciones mediadas adenovirales en un régimen de la invencion.

En un ejemplo, un régimen de inmunizacién de la invencién proporciona una respuesta inmune protectora a un
agente causante de enfermedad, por ejemplo un virus, una bacteria u otro organismo, 0 a un virus reactivo cruzado,
una bacteria u otro agente causante de enfermedad. En otro ejemplo, el régimen de inmunizacién descrito en la
presente memoria puede incluir un régimen multiproteina. Véase, por ejemplo, R.R. Amara, Science, 292: 69-74 (6
de Abril de 2001) que describe un régimen multiproteina para expresion de subunidades de proteina Utiles para la
generacién de una respuesta inmune contra el VIH y el VIS.

Segun otro aspecto, la invencidén proporciona un producto Util para llevar a cabo los regimenes de inmunizacién
descritos en la presente memoria.

Un producto de ese tipo puede contener uno o0 mas de los vectores adenovirales descritos en la presente memoria
en un contenedor adecuado. Tipicamente, un producto de ese tipo podra contener ademas instrucciones para la
administracién de los vectores adenovirales.

Ademas, el producto puede contener un portador fisiolégicamente aceptable para la via de suministro seleccionada,
por ejemplo para la dilucion y/o la reconstitucion de uno o mas de los vectores, jeringas, viales y similares.

Los ejemplos que siguen se proporcionan para ilustrar la invenciéon y no limitan el alcance de la misma. Un experto
en la materia podra apreciar que aunque se describen reactivos y condiciones especificos en los ejemplos que
siguen, se pueden realizar modificaciones que se entiende que estan abarcadas por el alcance de la invencion.

Ejemplo 1

Se usé glicoproteina envolvente del virus Ebola Zaire (Ebo GP) como modelo de antigeno para crear un panel de
vectores de vacuna C7, incluyendo el C7.000CMVGP con una region suprimida en E1, C7.010CMVGP con
supresiones en ambas regiones E1 y E3, y C7.001CMVGP con supresiones en ambas regiones E1 y E4. La casete
de expresion de transgén fue incorporada en las regiones E1 de esos vectores.

A. Lineas de células

Células A549 fueron mantenidas en un medio F-12K (Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY) suplementado con
antibiético y con un 10% de FBS (Hyclone, Logan, UT). Células 293T fueron mantenidas en DMEM (Gibco-Life
Technologies) suplementado con antibiético y 10% de FBS (Hyclone).

B. Plasmidos

cADNs de longitud completa que codifican el virus Ebola (especie Zaire) VP40 o GP, fueron clonados por separado
en un vector de expresion de mamifero, pcADN3.1 (Invitrogen, Carslbad, CA), que contenia el promotor CMV. Los
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plasmidos resultantes fueron designados como pcDNAEboZVP40 y pcDNAEboZGP.
C. Expresion de EboZ GP a partir de células A549 transducidas

Células A549 fueron transducidas con vectores adenovirales recombinantes (1.000 particulas por célula o 10.000
particulas por célula). Cuarenta y ocho horas después, las células fueron cultivadas directamente en solucién
tampdn de muestra Laemmli. Tras un calentamiento a 95 °C durante 5 minutos, se centrifugaron muestras de células
y los sobrenadantes fueron cargados en gel de SDS-poliacrilamida. Tras electroforesis, las proteinas fueron
transferidas por electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa. La mancha fue visualizada mediante un
sistema de manchado western ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Picataway, NJ), usando un anticuerpo policlonal
para EboZ GP como anticuerpo primario a una diluciéon de 1:1.000 y anticuerpo de cabra conjugado con peroxidasa
de rabano picante (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) como anticuerpo secundario a una dilucién de
1:5.000.

D. Produccion de particulas similares al virus EboZ (VLPs)

Una mezcla de ADN libre de endotoxina, que contenia 45 ug de pcDNAEboZVP40 y 45 ug de pcDNAEboZGP, fue
transfectada en cada placa de 150 mm de células 293T usando el Kit de Transfeccion de Mamifero CalPhos (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). El dia siguiente, las células fueron cambiadas a un medio de cultivo fresco.
Veinticuatro horas después, el medio fue cultivado y expandido tres veces a 2000 rpm durante 5 minutos para
eliminar los residuos celulares. El sobrenadante libre de células que contenia las VLPs, fue concentrado
adicionalmente mediante ultracentrifugacién a 28.000 rpom mediante lecho de sacarosa al 20% durante 2 horas a 4
2C usando un rotor SW28 (Beckman, Fullerton, CA). Las VLPs concentradas fueron re-suspendidas a continuacion
en solucioén salina tamponada con fosfato (PBS) sobre hielo durante 5 horas y almacenadas a -80 °C en pequefias
porciones alicuotas.

E. Creacion de clones moleculares de vectores de adenovirus que expresan EboZ

Genomas de adenovirus recombinante que derivaban de diferentes especies y cepas de adenovirus y que expresan
EboZGP, fueron creados mediante un sistema de ligacién directa y de seleccion de verde/blanco que ha sido
descrito en alguna parte (Gao et al., Gene Therapy, 10(22): 1926-1930 (Octubre de 2003) y Roy et al., Human Gene
Therapy, 15(5): 519-530 (Mayo de 2004). De manera resumida, el cADN de EboZGP fue subclonado en un vector de
plasmido pShuttle universal entre promotor de CMV y poliA de hormona de crecimiento bovina que fue usado para
introducir el EboZGP en una diversidad de clones moleculares de las cadenas de adenovirus.

Los clones moleculares de las cadenas de adenovirus incluyen el serotipo 5 humano con supresiones E1 y E3
(H.5.040), el serotipo 7 de chimpancé con supresién E1 solamente (C7.000), supresiones E1 y E3 (C7.010) y
supresiones E1 y E4 (C7.001). El proceso de clonacién para crear esos clones moleculares ha sido descrito en
alguna parte (Gao et al., Gene Therapy, 10(22): 1926-1930 (Octubre de 2003) y Roy et al., Human Gene Therapy,
15(5): 519-530 (Mayo de 2004)). Todos los clones moleculares que contenian una casete expresaron GFP
procariético a partir del promotor lac bacteriano y flanqueado por dos sitios de restriccion raros, PI-Sce e I-Ceu |.
Esto permitié a la casete de expresion EboZ de la construccion pShuttle universal ser permutada en los clones
moleculares de adenovirus a través de un proceso de clonacién mediado por seleccion verde/blanca conveniente y
eficiente (Gao et al., 2003, citado anteriormente).

1. Rescate, expansion y purificacion de vectores de AdEboZ

Para rescatar virus recombinantes de los clones moleculares, los ADNs de plasmido fueron linealizados mediante
enzimas de restriccién apropiadas para liberar los genomas de vector desde las cadenas principales del plasmido y
ser transferidos a lineas celulares apropiadas. Pata vectores suprimidos en E1/E4, se us6 una linea celular de
complementacion de E1/E4 basada en células 293 con E4ORF6 expresada bajo induccién de zinc. Para todas las
demas construcciones, se usaron células 293. Una vez completo el efecto citopatico (CPE), se observo el signo de
rescate del virus y de la replicacién, se cultivé lisato viral crudo para su expansion gradual en infeccién a gran escala
en lineas celulares apropiadas. Los virus fueron purificados mediante el método de sedimentacion de gradiente de
CsCl estandar. Las estructuras de genoma de virus recombinantes fueron confirmadas mediante andlisis de enzima
de restriccion. Parta todo vector salvo para los vectores suprimidos en E1/E4, se determind la infectividad de los
virus mediante ensayo de placa sobre células 293. Sin embargo, los vectores utilizados para experimentos de
inmunizacion fueron dosificados en base a cantidades de particulas fisicas de virus medidas mediante lecturas
0OD260 en un espectrofotémetro de UV.

Mediante andlisis de mancha western, los vectores C7.000CMVGP y C7.010CMVGP produjeron un nivel muy similar
de expresion GP, mientras que el vector C7.001CWGP produjo significativamente menos proteina GP en células
A549 transfectadas.

Ejemplo 2 — Cebado de ratones con vector de Ad suprimido en E4 seguido de potenciacion de vector de Ad
suprimido en E1
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A. Ratones

Ratones B10BR (6-8 semanas de edad) fueron adquiridos en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y
mantenidos en la Instalacion Animal del Instituto Wistar (Filadelfia, PA). Los ratones fueron inmunizados con
vectores adenovirales recombinantes o con vectores virales adenoasociados recombinantes diluidos en 100 ul de
PBS mediante inyeccion intramuscular.

B. Péptido

El péptido especifico de EbopZ GP restringido en H-2¢ (péptido TELRTFSI, SEQ ID num. 1) que porta el epitope
inmunodominante MHC de clase | para ratones de haplotipo H-2", fue sintetizado por Mimotopes (Victoria, Australia).
El péptido fue diluido en DMSDO a una concentracién de 5 mg/ml y almacenado a -80 °C. El péptido fue usado a
razén de 2 pg/ml y las concentraciones de DMSO fueron mantenidas por debajo de un 0,1% (v/v) en todas las
mezclas del ensayo final.

C. Manchado IFN-yintracelular

Esplenocitos procedentes de ratones inmunizados fueron estimulados con péptido TELRTFSI (SEQ ID ndm. 1)
durante 5 horas a 37 °C y 10% de CO: en presencia de 1 pl/ml de Brefeldin A (GolgiPlug, BD PharMingen, San
Diego, CA). Células de control fueron incubadas sin péptido. Tras un lavado, las células fueron manchadas con un
anticuerpo CD8 anti-ratén etiquetado como FITC (BD PharMingen). A continuacién, las células fueron lavadas y
permeabilizadas en Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen) durante 20 minutos sobre hielo. Posteriormente, las células
fueron lavadas de nuevo y manchadas con un anticuerpo IFN-y anti-raton etiquetado como PE (BD PharMingen).
Tras un intenso lavado, las células fueron examinadas mediante citometria de flujo bicolor y los datos fueron
examinados mediante software de andlisis de datos de citometria WinMDI™ [Microsoft]. Los esplenocitos incubados
sin el péptido en el GP mostraron que <0,5% de células CD8+ T produjeron IFN-gamma.

D. Medicion de respuesta de IgG total en EboZ GP mediante ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzima
(ELISA)

Los ratones fueron sangrados ya sea mediante puncién retro-orbital varias veces tras la inmunizacion, o ya sea por
puncién cardiaca a la terminacién. Se prepararon sueros y se probaron en cuanto a respuesta IgG a EboZ GP en
placas de 96 pocillos recubiertas con VLPs de EboZ diluidas en PBS. Las placas fueron recubiertas durante la
noche a 4 °C y bloqueadas durante 2 horas con PBS que contenia un 3% de albumina de suero bovino (BSA) a
temperatura ambiente. Tras el lavado, los sueros diluidos en PBS que contenian un 1% de BSA, fueron anadidos
sobre los pocillos durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras un lavado, se afiadié una dilucion al 1:10.000 de
IgG anti-raton de cabra conjugada con peroxidasa de rabano picante (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) a los pocillos
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el lavado, se afiadié substrato TBM (Sigma Chemicals) durante 10-20
minutos y la reaccion fue detenida posteriormente por adicién de Reactivo de Interrupcion (Sigma Chemicals). La
densidad Optica era roja a 450 nm. Se calcul6 un valor de corte para muestra positiva como el OD de delta medio a
450 nm para suero de control a una dilucién de 1:100 mas 3 veces de desviaciones estandar. El titulo de anticuerpo
de punto final de cada muestra probada fue definido a continuacion como la inversa de la dilucidon mas alta del suero
con una OD delta a 450 nm, que fue interpolada de acuerdo con el analisis de regresion lineal, por encima del valor
de corte.

Mediante manchado de citoquina intracelular con péptido especifico de GP restringido en H-2* como estimulante, se
observaron frecuencias similares de células CD8+ T que produjeron IFN-y en ratones B10BR vacunados con
C7.000CMVGP o C7.001CMVGP, mientras que se observaron frecuencias ligeramente mas altas de células CD8+ T
que producen IFN-y en ratones B10BR vacunados con C7.010CMVGP. Las respuestas totales de IgG al GP,
medidas mediante ELISA, fueron equivalentes en suero procedente de ratones vacunados con cualquiera de esos
vectores.

Los estudios en curso indican que se pueden conseguir mejores respuestas de célula B y de célula T especificas de
GP cebando con C7.010CMVGP o bien con C7.001CMVGP y potenciando con H5CMVGP que cebando con
C7.000CMVGP y potenciando con H5CMVGP.

Sobre todo, esos datos sugirieron que los vectores adenovirales multi-defectuosos son mejores portadores de
vacuna.
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REIVINDICACIONES

1.- Un adenovirus de cebado con E1 suprimido, con E4 suprimido, para su uso en un régimen de vacuna con un
adenovirus de potenciacion, en donde dicho adenovirus de cebado tiene una capside y comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica al menos el producto de gen E3 de adenovirus, una regién de adenovirus con E1
suprimido, y una regién de adenovirus con E4 suprimido, reduciendo con ello una respuesta inmune al adenovirus
de cebado a continuacion de la administracién del adenovirus de cebado a un sujeto, comprendiendo ademas dicho
adenovirus de cebado una casete de expresion heter6loga que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un primer producto que induce una respuesta inmune a un objetivo bajo el control de secuencias de control
regulatorias que dirigen expresion del primer producto, y donde dicho adenovirus de cebado esta destinado a su uso
en un régimen de vacuna junto con un adenovirus de potenciacién con E1 suprimido que expresa un segundo
producto que es el mismo o que induce una respuesta inmune reactiva cruzada al objetivo, en donde el adenovirus
de cebado y el adenovirus de potenciacion tienen capsides que son inmunolégicamente distintas.

2.- Un adenovirus de potenciacion con E1 suprimido para su uso en un régimen de vacuna con un adenovirus de
cebado, en donde dicho adenovirus de potenciacion tiene una capside y comprende una regién de adenovirus con
E1 suprimido y una casete de expresion heterdloga que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
producto para inducir una respuesta inmune a un objetivo bajo el control de secuencias de control regulatorias que
dirigen expresion del producto, en donde el adenovirus de potenciacion esta destinado a su uso en un régimen de
vacuna junto con un adenovirus de cebado que contiene una secuencia de &cido nucleico que codifica al menos el
producto de gen E3 de adenovirus, una regién con E1 suprimido, y una regién con E4 suprimido, reduciendo con ello
una respuesta inmune al adenovirus de cebado a continuacién de la administraciéon del adenovirus de cebado a un
sujeto, en donde dicho adenovirus de cebado expresa un producto que es el mismo o que induce una respuesta
inmune reactiva cruzada al objetivo, en donde el adenovirus de cebado y el adenovirus de potenciacién tienen
capsides que son inmunolégicamente distintas.

3.- Un adenovirus de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el producto del adenovirus de
cebado y el producto de adenovirus de potenciacién son los mismos.

4.- Un adenovirus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el producto del adenovirus
de cebado y el producto del adenovirus de potenciacion inducen respuestas inmunes que son de reaccion cruzada.

5.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las secuencias regulatorias
para el producto son diferentes en el adenovirus que comprende la regién suprimida en E1 y en E4, y en el
adenovirus que comprende la regién suprimida en E1.

6.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el adenovirus de cebado que
comprende una region suprimida en E1 y E4, expresa el producto de gen E3 bajo el control de un promotor
heterdlogo.

7.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la casete de expresién del
adenovirus de cebado que comprende una regién suprimida en E1 y E4 y/o el adenovirus de potenciacion que
comprende la supresion de E1, esta situada en la regién con E1 suprimido.

8.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la casete de expresién del
adenovirus de potenciacién que comprende la supresion de E1 esta situada en una region con E3 suprimido.

9.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la capside del adenovirus de
cebado que comprende una region con E1 y E4 suprimidos o el adenovirus de potenciacion que comprende la
supresion de E1, se selecciona a partir de C5, C7 o C9.

10.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de la las reivindicaciones 1 a 9, en donde la capside del adenovirus
de cebado que comprende una region suprimida en E1 y E4 o la capside del adenovirus de potenciacién con E1
suprimido, se elige en el grupo consistente en Adhu5 y C1.

11.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el régimen de vacuna
comprende ademas el uso de una vacuna de ADN.

12.- Un adenovirus de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde dicha vacuna de ADN es para ser administrada
con anterioridad a la administracion del adenovirus de cebado que comprende una regién con E1 y E4 suprimidos o
del adenovirus de potenciacion que comprende la region con E1 suprimido.

13.- Un adenovirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el régimen de vacuna
comprende ademas el uso de una vacuna a base de proteina.

14.- Un adenovirus de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde dicha vacuna a base de proteina es para ser
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suministrada después del adenovirus que comprende una region con E1 y E4 suprimidos y del adenovirus que
comprende la region con E1 suprimido.

15.- Un producto que comprende:

(a) un adenovirus de cebado que tiene una primera capside, comprendiendo dicho adenovirus una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos el producto de gen E3 de adenovirus, una supresion en
la region de E1, una supresién en la region de E4, reduciendo con ello una respuesta inmune al adenovirus
a continuacion de la administracion del adenovirus de cebado a un sujeto, comprendiendo ademas dicho
adenovirus una primera casete de expresion heteréloga que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un primer producto para inducir una respuesta inmune bajo el control de secuencias de control
regulatorias que dirigen expresion del producto en el sitio de supresion de E1 y/o en la regién con E4
suprimido;

(b) un adenovirus de potenciacién que tiene una segunda capside que es inmunoldgicamente distinta de la
primera cépside, comprendiendo dicho adenovirus una supresién en la regién de E1, una segunda casete
de expresion heteréloga que comprende secuencia de acido nucleico que codifica un segundo producto
para inducir una respuesta inmune bajo el control de secuencias de control regulatorias que dirigen
expresion del producto en el sitio de la supresion de E1, en donde el segundo producto es el mismo o que
induce una respuesta inmune reactiva cruzada al objetivo;

(¢) un contenedor para el adenovirus de (a) y de (b), y
(d) instrucciones para el uso del adenovirus de cebado (a) y del adenovirus de potenciacion (b)
para su uso en la inmunizacion de un animal frente a un objetivo.

16.- El producto de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde las secuencias regulatorias para el primer producto y
para el segundo producto son diferentes.

17.- El producto de acuerdo con la reivindicacién 15 6 16, en donde el adenovirus de (as) expresa el producto de
gen E3 bajo el control de un promotor heterélogo.

18.- El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en donde la casete de expresién de (a)
y/o de (b) esta situada en la regién con E1 suprimido.

19.- El producto de acuerdo con la reivindicacion 17 6 18, en donde la casete de expresion (b) esté situada en una
regién con E3 suprimido.

20.- El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, en donde la primera capside se
selecciona en el grupo consistente en C5, C6 y C7.

21.- El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20, en donde la segunda capside se
selecciona en el grupo consistente en C68 y C1.

22.- El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21, que comprende ademas una vacuna de
ADN.

283.- El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, que comprende ademds una vacuna a
base de proteina.
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