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DESCRIPCIÓN

Vectores adenovirales quiméricos y ARNbc como agonista de TLR3

Antecedentes de la invención5

Las vacunas son medios importantes para prevenir y/o tratar varias enfermedades y trastornos (por ejemplo, 
infección viral, infección bacteriana y cáncer). Las vacunas basadas en ácidos nucleicos tienen varias ventajas con 
respecto a las vacunas de proteína o vivas atenuadas. La introducción de un ácido nucleico que expresa un 
antígeno en una célula diana permite el rápido desarrollo de vacuna que genera una respuesta inmunitaria contra un 10
antígeno de interés. Para las vacunas de proteína necesita desarrollarse un método de purificación de proteínas 
eficaz y eficiente cada vez que se crea una nueva vacuna. Para las vacunas vivas necesita identificarse un método 
de atenuación que no detenga completamente el crecimiento del patógeno, que ya ha demostrado ser
completamente seguros en seres humanos. El desarrollo de metodologías de purificación y de atenuación de 
proteínas son procesos que requieren extremadamente mucho tiempo. A diferencia, la mayoría de las vacunas 15
basadas en ácidos nucleicos pueden fabricarse muy rápidamente usando las mismas técnicas de fabricación cada 
vez con solo un cambio rápido en el ácido nucleico que codifica el antígeno de interés. El adenovirus incompetente 
en la replicación es un sistema de vacuna basado en ácidos nucleicos que se prepara rápidamente, predeciblemente 
y económicamente a alto título [Polo, J. M. y Dubensky, T. W., Jr., Drug Discov Today, 7(13), 719-727 (2002)]. Sin
embargo, la eficiencia de la respuesta específica de antígeno tras la administración de vectores adenovirales 20
conocidos en la técnica es baja. El documento US6511845 describe inmunización por administración intranasal de 
un vector de adenovirus que expresa un antígeno, seguido de una o más administraciones de refuerzo intranasales
o intramusculares de dicho adenovirus recombinante. El documento WO2005014038 describe un efecto adyuvante 
de ARNbc sobre la inmunidad mucosa inducida contra un antígeno de subunidad o un antígeno inactivado de un
patógeno. Así, hay una necesidad en la materia de nuevos vectores adenovirales que puedan usarse para provocar 25
eficientemente una respuesta inmunitaria contra un antígeno de interés. La presente invención cumple estas y otras 
necesidades.

Sumario de la invención
30

La invención en su sentido más amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

Una realización de la invención proporciona un vector de expresión adenoviral quimérico, comprendiendo dicho 
vector un casete de expresión que comprende los siguientes elementos: (a) un primer promotor unido 
operativamente a un ácido nucleico que codifica un agonista de receptor tipo Toll (TLR)-3, en el que el agonista de 35
TLR-3 es ARNbc heterólogo y en el que el ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 comprende una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11 y 12; y (b) un segundo 
promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo inmunogénico. En algunas 
realizaciones, el polipéptido heterólogo está seleccionado de un polipéptido de la envuelta del VIH (por ejemplo, 
gp41, gp120 o gp160) y polipéptido HA de la gripe. En algunas realizaciones, el primer y segundo promotores son 40
los mismos. En algunas realizaciones, el primer y segundo promotores son diferentes. En algunas realizaciones, los 
promotores están seleccionados del promotor de beta-actina y un promotor del CMV. La invención también 
proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden el vector de expresión.

Otra realización de la invención proporciona un vector de expresión adenoviral quimérico, comprendiendo dicho 45
vector un casete de expresión que comprende los siguientes elementos:

(a) un primer promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un agonista de receptor 3 tipo Toll 
(TLR-3), en el que el agonista de TLR-3 es ARNbc heterólogo; y
(b) un segundo promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo 50
inmunogénico para su uso en un método de tratamiento que provoca una respuesta inmunitaria, comprendiendo 
dicho método administrar una cantidad inmunogénicamente eficaz del vector a un sujeto mamífero tal como un 
ser humano, en el que la respuesta inmunitaria se dirige contra el polipéptido heterólogo, y en el que la vía de 
administración está seleccionada del grupo que consiste en oral, intranasal, y mucosa tal como vaginal. El sujeto 
mamífero es, por ejemplo, un roedor tal como un ratón, una rata, o una cobaya o un primate tal como un 55
chimpancé, un macaco rhesus, o un ser humano. En algunas realizaciones, el polipéptido heterólogo se expresa 
en una célula seleccionada de una célula dendrítica, una célula de micropliegue y una célula epitelial intestinal.

Otra realización de la invención proporciona una composición inmunogénica, comprendiendo dicha composición:
60

(a) un vector de expresión adenoviral quimérico que comprende un promotor unido operativamente a un ácido 
nucleico que codifica un polipéptido heterólogo inmunogénico;
(b) un agonista de TLR-3, en el que el agonista de TLR-3 es ARNbc heterólogo; y
(c) un vehículo farmacéuticamente aceptable;

65
para su uso en un método de tratamiento que provoca una respuesta inmunitaria, comprendiendo dicho método 
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administrar una cantidad inmunogénicamente eficaz de la composición a un sujeto mamífero tal como un ser 
humano, en el que la respuesta inmunitaria se dirige contra el polipéptido heterólogo, y en el que la vía de 
administración está seleccionada del grupo que consiste en oral, intranasal, y mucosa tal como vaginal. El sujeto 
mamífero es, por ejemplo, un roedor tal como un ratón, una rata, o una cobaya o un primate tal como un chimpancé, 
un macaco rhesus, o un ser humano.5

La divulgación también proporciona un ácido nucleico aislado que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID 
NOS: 1, 2, 6, 7, 13, 14, 15, 16 o 17.

Breve descripción de los dibujos10

La Figura 1 ilustra datos que demuestran que un vector adenoviral quimérico de la invención (es decir, DS1) en 
combinación con un agonista de TLR-3 es más eficaz que un vector adenoviral estándar (es decir, rAd5) en 
inducir una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración del vector oral. La Figura 1A 
ilustra datos que representan el título de anticuerpos para la proteína de la envuelta del VIH (es decir, gp120) 3 15
semanas tras la administración oral de los vectores adenovirales. La Figura 1B ilustra datos que representan el 
título de anticuerpos para la proteína de la envuelta del VIH (es decir, gp120) 6 semanas tras la administración 
oral de los vectores adenovirales.
La Figura 2 ilustra datos que demuestran que un vector adenoviral quimérico de la invención (es decir, DS1b o 
DS1c) en combinación con un agonista de TLR-3 es más eficaz en inducir una respuesta inmunitaria específica 20
de antígeno que un vector adenoviral estándar (es decir, rAd5). La Figura 2A ilustra datos que representan el 
título de IgG anti-GFP 3 semanas tras la administración por vía oral de los vectores. La Figura 2B ilustra datos 
que representan la respuesta de linfocitos T CD8+ a GFP 10 semanas tras la administración del vector a 0, 4 y 8 
semanas. La Figura 2C ilustra datos que representan el título de anticuerpos anti-HA 3 semanas tras la 
administración por vía oral de los vectores.25
La Figura 3 ilustra datos que demuestran que los vectores adenovirales quiméricos de la invención son 
superiores para provocar respuestas inmunitarias cuando se administran no parenteralmente.
La Figura 3A ilustra datos que representan el título de anticuerpos anti-gp120 3 semanas tras la administración 
intramuscular de DS1. La Figura 3B ilustra datos que representan el título de anticuerpos anti-HA tres semanas 
tras la administración intranasal de DS1c.30
La Figura 4 ilustra datos que demuestran que los agonistas de ligandos TLR-3 expresados pueden inducir la 
activación de células presentadoras de antígeno. La Figura 4A ilustra datos que representan activación de 
células dendríticas por el agonista de TLR-3 de ARNbc expresado luc1. La Figura 4B ilustra datos que 
representan la activación de células dendríticas por los agonistas de TLR-3 de ARNbc expresados luc1 y ml.
La Figura 5 es una ilustración gráfica de los vectores adenovirales quiméricos de la invención, es decir, vectores 35
adenovirales quiméricos que comprenden ácidos nucleicos que codifican agonistas de TLR-3 de ARNbc 
expresados.
La Figura 6 ilustra datos que demuestran que los vectores adenovirales quiméricos de la invención son eficaces 
en inducir una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración oral. La Figura 6 ilustra datos 
que representan el título de anticuerpos anti-gp120 3 semanas tras la administración por vía oral de un40
adenoviral quimérico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el agonista de TLR-3 de 
ARNbc luc1.
La Figura 7 ilustra datos que demuestran que agonistas de TLR-7/8 tienen mala eficacia en inducir una respuesta 
inmunitaria específica de antígeno.
La Figura 8 ilustra datos que demuestran que vectores adenovirales quiméricos de la invención son eficaces en 45
inducir una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración oral. La Figura 8A ilustra datos 
que representan el título de anticuerpos anti-HA 4 semanas tras la administración por vía oral de un adenoviral 
quimérico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el agonista de TLR-3 de ARNbc luc1. 
La Figura 8B ilustra datos que representan el título de anticuerpos anti-HA 4 semanas o 7 semanas tras la 
administración de un adenoviral quimérico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica el 50
agonista de TLR-3 de ARNbc luc1. La Figura 8C ilustra datos que representan el título de anticuerpos anti-HA 3 
semanas tras la administración oral o intranasal de un adenoviral quimérico que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica el agonista de TLR-3 de ARNbc luc1.

Breve descripción de las secuencias55

SEQ ID NO: 1 expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico DS1.
SEQ ID NO: 2 expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico DS2.
SEQ ID NO: 3 expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3.
SEQ ID NO: 4 expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3.60
SEQ ID NO: 5 expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3.
SEQ ID NO: 6 expone una secuencia de nucleótidos para un vector adenoviral quimérico que comprende un 
ácido nucleico que codifica HA de la gripe y un ácido nucleico que codifica un agonista de TLR-3 (luc), en la que 
la HA de la gripe y el agonista de TLR-3 están en la misma orientación.
SEQ ID NO: 7 se expone una secuencia de nucleótidos para un vector adenoviral quimérico que comprende un 65
ácido nucleico que codifica HA de la gripe y un ácido nucleico que codifica un agonista de TLR-3 (luc), en la que 
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la HA de la gripe y el agonista de TLR-3 están en la orientación opuesta.
SEQ ID NO: 8 se expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3 de ARN de horquilla 
corta. Porciones complementarias de la secuencia se muestran en mayúsculas y la secuencia de conector se 
muestra en minúsculas.
SEQ ID NO: 9 se expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3 de ARN de horquilla 5
corta (g1). Porciones complementarias de la secuencia se muestran en mayúsculas y la secuencia de conector
se muestra en minúsculas.
SEQ ID NO: 10 se expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3 de ARN de horquilla 
corta (luc). Porciones complementarias de la secuencia se muestran en mayúsculas y la secuencia de conector
se muestra en minúsculas.10
SEQ ID NO: 11 se expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3 de ARN de horquilla 
corta (ml). Porciones complementarias de la secuencia se muestran en mayúsculas y la secuencia de conector
se muestra en minúsculas.
SEQ ID NO: 12 se expone una secuencia de nucleótidos que codifica un agonista de TLR-3 de ARN de horquilla 
corta. Porciones complementarias de la secuencia se muestran en mayúsculas y la secuencia de conector se 15
muestra en minúsculas.
SEQ ID NO: 13 se expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico DS 1c. La secuencia 
comprende un nucleótido que codifica HA (PR8/34).
SEQ ID NO: 14 se expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico DS2beta-luc. El vector 
comprende una secuencia que codifica el agonista de TLR-3 luc bajo el control del promotor de beta-actina. El 20
vector también comprende sitios de clonación abiertos para la inserción de secuencia(s) de ácidos nucleicos que 
codifica(n) un antígeno de interés.
SEQ ID NO: 15 se expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico DS2C-luc. El vector 
comprende una secuencia que codifica el agonista de TLR-3 luc bajo el control de un promotor del CMV. El 
vector también comprende sitios de clonación abiertos para la inserción de secuencia(s) de ácidos nucleicos que 25
codifica(n) un antígeno de interés.
SEQ ID NO: 16 se expone la secuencia de nucleótidos para el vector pShuttle que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica el agonista de TLR-3 luc bajo el control de un promotor del CMV y una secuencia 
de ácidos nucleicos que codifica HA (gripe aviar) bajo el control de promotor del CMV separado.
SEQ ID NO: 17 se expone la secuencia de nucleótidos para el vector adenoviral quimérico ND1.1 214. El ácido 30
nucleico que codifica el antígeno heterólogo está en negrita y está flanqueado por un sitio de reconocimiento Cla 
I sobre el extremo 5’ y un sitio de reconocimiento Not 1 sobre el extremo 3’. La secuencia de ácidos nucleicos 
que codifica los agonistas de TLR-3 está en cursiva, con la secuencia de conector en negrita.

Descripción detallada de la invención35

La invención en su sentido más amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

I. Introducción
40

La presente invención proporciona vectores adenovirales quiméricos novedosos que pueden administrarse no 
parenteralmente para provocar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de interés. Los vectores adenovirales 
quiméricos de la invención comprenden un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo y un ácido nucleico 
que codifica un agonista de TLR-3. Los vectores adenovirales quiméricos provocan respuestas inmunitarias fuertes y 
eficaces específicas para el polipéptido heterólogo, particularmente cuando se administran por una vía no parenteral 45
(por ejemplo, por vía oral, intranasalmente, o mucosamente).

La invención se basa en el sorprendente descubrimiento de que la administración de agonistas de TLR-3 de ARNbc
son adyuvantes eficaces cuando se administran conjuntamente con vectores virales. En realidad, el uso de ARNbc
como adyuvante para vectores virales sería contradictorio considerando que la principal utilidad propuesta del50
mimético de ARNbc poli I:C era como agente antiviral [Nemes, et al., Proc Soc Exp Biol Med. (1969) 132:776;
Schafer, et al, Nature. (1970) 226:449; Fenje, et al, Nature (1970) 226:171.].

II. Definiciones
55

El término “quimérico” o “recombinante”, como se usa en el presente documento con referencia, por ejemplo, a un 
ácido nucleico, proteína o vector, indica que el ácido nucleico, proteína o vector se ha modificado por la introducción 
de un ácido nucleico heterólogo o proteína o la alteración de un ácido nucleico nativo o proteína. Así, por ejemplo, 
vectores quiméricos y recombinantes incluyen secuencias de ácidos nucleicos que no se encuentran dentro de la 
forma nativa (no quimérica o no recombinante) del vector. Un vector de expresión adenoviral quimérico se refiere a 60
un vector de expresión adenoviral que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido 
heterólogo.

Un “vector de expresión” es una construcción de ácidos nucleicos, generada recombinantemente o sintéticamente, 
con una serie de elementos de ácido nucleico especificados que permiten la transcripción de un ácido nucleico 65
particular en una célula huésped. El vector de expresión puede ser parte de un plásmido, virus o fragmento de ácido 
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nucleico. Normalmente, el vector de expresión incluye un ácido nucleico que va a transcribirse unido operativamente 
a un promotor.

Los términos “promotor” y “secuencia de control de la expresión” se usan en el presente documento para referirse a 
una matriz de secuencias de control de ácido nucleico que dirigen la transcripción de un ácido nucleico. Como se 5
usa en el presente documento, un promotor incluye secuencias de ácidos nucleicos necesarias cerca del sitio de 
inicio de la transcripción, tales como en el caso de un promotor tipo polimerasa II, un elemento TATA. Un promotor 
también opcionalmente incluye elementos potenciadores o represores distales, que pueden localizarse nada menos 
que varios miles de pares de bases del sitio de inicio de la transcripción. Los promotores incluyen promotores 
constitutivos e inducibles. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoría de las condiciones 10
ambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un promotor que es activo bajo regulación ambiental o de 
desarrollo. El término “operativamente ligado” se refiere a un enlace funcional entre una secuencia de control de la 
expresión de ácido nucleico (tal como un promotor, o matriz de sitios de unión al factor de transcripción) y una 
segunda secuencia de ácidos nucleicos, en la que la secuencia de control de la expresión dirige la transcripción del 
ácido nucleico correspondiente a la segunda secuencia.15

Los términos “agonista de TLR” o “agonista de receptor tipo Toll”, como se usa en el presente documento, se refiere 
a un compuesto que se une y estimula un receptor tipo Toll que incluye, por ejemplo, TLR-2, TLR-3, TLR-6, TLR-7 o 
TLR-8. Los agonistas de TLR se revisan en MacKichan, IAVI Report. 9:1-5 (2005) y Abreu et al., J Immunol, 174(8), 
4453-4460 (2005). Los agonistas inducen la transducción de señales tras la unión a su receptor.20

Los términos “agonista de TLR-3” o “agonista de receptor 3 tipo Toll”, como se usan en el presente documento, se 
refieren a un compuesto que se une y estimula TLR-3. Se ha identificado que los agonistas de TLR-3 incluye ARN 
bicatenario, ARNbc viralmente derivado, varios análogos químicamente sintetizados para ARN bicatenario que 
incluyen poli-inosina-ácido policitidílico (poli I:C) - ácido poliadenílico-poliuridílico (poli A:U) y poli I:poli C, y 25
anticuerpos (o reticulación de anticuerpos) para TLR-3 que conducen a la producción de IFN-beta [Matsumoto, M, et 
al, Biochem Biophys Res Commun 24:1364 (2002), de Bouteiller, et al, J Biol Chem 18:38133-45 (2005)]. Los 
agonistas de TLR-3 también incluyen ARNbc expresados (por ejemplo, ARNbc codificado por un ácido nucleico que 
comprende una secuencia expuesta en SEQ ID NOS: 3, 7, 8, 9, 10, 11 o 12).

30
Los términos “agonista de TLR-7/8” o “agonista de receptor 7/8 tipo Toll”, como se usan en el presente documento,
se refieren a un compuesto que se une y estimula tanto los receptores de TLR-7 como de TLR-8; estos receptores 
reconocen varios de los mismos ligandos. Se han identificado varios agonistas de TLR-7/8 tales como ARN
monocatenario viral, imiquimod, loxoribina, ácido poliuridílico, o resiquimod.

35
El término “heterólogo”, cuando se usa con referencia a porciones de un ácido nucleico, indica que el ácido nucleico 
comprende dos o más subsecuencias que no se encuentran en la misma relación entre sí en la naturaleza. Por 
ejemplo, el ácido nucleico normalmente se produce recombinantemente, teniendo dos o más secuencias de genes 
sin relacionar dispuestos para hacer un nuevo ácido nucleico funcional, por ejemplo, un promotor de una fuente y 
una región codificante de otra fuente. Similarmente, una proteína heteróloga indica que la proteína comprende dos o 40
más subsecuencias que no se encuentran en la misma relación entre sí en la naturaleza (por ejemplo, una proteína 
de fusión).

Los términos “ácido nucleico” y “polinucleótido” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a 
desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y polímeros de los mismos en tanto forma mono como bicatenaria. El 45
término engloba ácidos nucleicos que contienen análogos de nucleótidos conocidos o residuos o enlaces de 
esqueleto modificados, que son sintéticos, que existen de forma natural, y que no existen de forma natural, que 
tienen propiedades de unión similares como el ácido nucleico de referencia, y que son metabolizados de un modo 
similar a los nucleótidos de referencia. Ejemplos de tales análogos incluyen, sin limitación, fosforotioatos, 
fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, 2-O-metilrribonucleótidos, ácidos nucleicos 50
peptídicos (PNA).

A menos que se indique lo contrario, una secuencia de ácidos nucleicos particular también engloba variantes 
conservativamente modificadas de la misma (por ejemplo, sustituciones de codón degenerado) y secuencias 
complementarias, además de la secuencia explícitamente indicada. Específicamente, las sustituciones de codón 55
degenerado pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posición de uno o más codones 
seleccionados (o todas) está sustituida con residuos de base mixta y/o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid
Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 
(1994)). El término ácido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc, ARNm, oligonucleótido y polinucleótido.

60
Antígeno se refiere a una proteína o parte de una cadena de polipéptidos que puede ser reconocida por receptores 
de linfocito T y/o anticuerpos. Normalmente, los antígenos se derivan de proteínas bacterianas, virales o fúngicas.

Una “dosis o cantidad inmunogénicamente eficaz” de las composiciones de la presente invención es una cantidad 
que provoca o modula una respuesta inmunitaria específica para el polipéptido heterólogo. Respuestas inmunitarias 65
incluyen respuestas inmunitarias humorales y respuestas inmunitarias celulares. Una composición inmunogénica 
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puede usarse terapéuticamente o profilácticamente para tratar o prevenir enfermedad en cualquier etapa.

Las “respuestas inmunitarias humorales” están mediadas por componentes libres de células de la sangre, es decir, 
plasma o suero; la transferencia de suero o plasma de un individuo a otro transfiere inmunidad.

5
Las “respuestas inmunitarias celulares” están mediadas por linfocitos específicos de antígeno; la transferencia de los
linfocitos específicos de antígeno de un individuo a otro transfiere inmunidad.

Una “dosis terapéutica” o “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” de un vector adenoviral quimérico o 
una composición que comprende un vector adenoviral quimérico es una cantidad de vector o composición que 10
comprende el vector que previene, alivia, calma o reduce la gravedad de síntomas de enfermedades y trastornos 
asociados a la fuente del polipéptido heterólogo (por ejemplo, un virus, bacteria, un parásito, o un cáncer).

Anticuerpo se refiere a un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo, que se une 
específicamente a y reconoce un antígeno. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de las15
regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, además de infinidad de genes de la región 
variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como tanto kappa como lambda. Las cadenas 
pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina, 
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

20
Linfocitos T se refiere a una clase particular de linfocitos que expresan un receptor específico (receptor de linfocito T) 
codificado por una familia de genes. Los genes del receptor de linfocito T reconocidos incluyen loci alfa, beta, delta, 
y gamma, y los receptores de linfocito T normalmente (pero no universalmente) reconocen una combinación de MHC 
más un péptido corto.

25
Respuesta inmunitaria adaptativa se refiere al reconocimiento de linfocito T y/o anticuerpo de antígeno.

Células presentadoras de antígeno (APC), como se usa en el presente documento, se refiere a células que son 
capaces de presentar péptidos inmunogénicos o fragmentos de los mismos a linfocitos T para activar o potenciar
una respuesta inmunitaria. Las APC incluyen células dendríticas, macrófagos, linfocitos B, monocitos y otras células 30
que pueden manipularse para ser APC eficientes. Tales células pueden, pero no necesitan, ser genéticamente 
modificadas para aumentar la capacidad para presentar el antígeno, para mejorar la activación y/o mantenimiento de 
la respuesta de linfocitos T, para tener efectos antitumorales por mí mismas y/o para ser inmunológicamente 
compatibles con el receptor (es decir, mismo haplotipo de HLA). Las APC pueden aislarse de cualquiera de una 
variedad de fluidos biológicos y órganos que incluyen médula ósea, sangre periférica, tumor y tejidos peritumorales, 35
y pueden ser células autólogas, alógenas, singénicas o xenógenas. Las APC normalmente utilizan un receptor del 
sitio de histocompatibilidad mayor (MHC) para presentar polipéptidos cortos a linfocitos T.

Adyuvante es un potenciador de la respuesta inmunitaria no específico. Adyuvantes adecuados incluyen, por 
ejemplo, toxina del cólera, monofosforil lípido A (MPL), adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de 40
Freund, Quil A y Al(OH). Los adyuvantes también pueden ser aquellas sustancias que producen activación de APC y 
presentación potenciada de linfocitos T mediante moléculas de señalización secundaria como receptores tipo Toll. 
Ejemplos de receptores tipo Toll incluyen los receptores que reconocen ARN bicatenario, flagelos bacterianos, LPS, 
ADN de CpG y lipopéptido bacteriano (revisado recientemente en [Abreu et al, J Immunol, 174(8), 4453-4460 
(2005)]).45

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a 
un polímero de residuos de aminoácidos. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los que uno o más 
residuos de aminoácido es un mimético químico artificial de un aminoácido correspondiente que existe de forma 
natural, además de a polímeros de aminoácidos que existen de forma natural y polímero de aminoácido que no 50
existe de forma natural.

El término “aminoácido” se refiere a aminoácidos que existen de forma natural y sintéticos, además de a análogos 
de aminoácidos y miméticos de aminoácido que funcionan de un modo similar a los aminoácidos que existen de 
forma natural. Los aminoácidos que existen de forma natural son aquellos codificados por el código genético, 55
además de aquellos aminoácidos que son después modificados, por ejemplo, hidroxiprolina, ÿ-carboxiglutamato y O-
fosfoserina. Análogos de aminoácido se refiere a compuestos que tienen la misma estructura química básica que un 
aminoácido que existe de forma natural, es decir, un carbono ÿ que está unido a un hidrógeno, un grupo carboxilo, 
un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulfóxido de metionina, metionina metil sulfonio. 
Tales análogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletos de péptido modificados, pero 60
retienen la misma estructura química básica que un aminoácido que existe de forma natural. Miméticos de 
aminoácido se refiere a compuestos químicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura química 
general de un aminoácido, pero que funciona de un modo similar a un aminoácido que existe de forma natural.

Los aminoácidos pueden denominarse en el presente documento por tanto sus símbolos de tres letras comúnmente 65
conocidos como por los símbolos de una letra recomendados por la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature 
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Commission. Los nucleótidos, asimismo, pueden denominarse por sus códigos de una letra comúnmente aceptados.

“Variantes conservativamente modificadas” se aplica a tanto secuencias de aminoácidos como de ácidos nucleicos. 
Con respecto a secuencias de ácidos nucleicos particulares, variantes conservativamente modificadas se refiere a 
aquellos ácidos nucleicos que codifican secuencias de aminoácidos idénticas o esencialmente idénticas, o en las 5
que el ácido nucleico no codifica una secuencia de aminoácidos, para secuencias esencialmente idénticas. Debido a
la degeneración del código genético, un gran número de ácidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican 
cualquier proteína dada. Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican el aminoácido alanina. 
Así, en cualquier posición en la que una alanina esté especificada por un codón, el codón puede alterarse a
cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales variaciones de ácido 10
nucleico son “variaciones silenciosas”, que son una especie de variaciones conservativamente modificadas. Cada
secuencia de ácidos nucleicos en el presente documento que codifica un polipéptido también describe cada posible
variación silenciosa del ácido nucleico. Un experto reconocerá que cada codón en un ácido nucleico (excepto AUG, 
que es generalmente el único codón para metionina, y TGG, que es generalmente el único codón para triptófano) 
puede modificarse para dar una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variación silenciosa de un 15
ácido nucleico que codifica un polipéptido está implícita en cada secuencia descrita.

En cuanto a las secuencias de aminoácidos, un experto reconocerá que sustituciones, deleciones o adiciones 
individuales a una secuencia de ácido nucleico, péptido, polipéptido o proteína que altera, añade o deleciona un 
único aminoácido o un pequeño porcentaje de aminoácidos en la secuencia codificada es una “variante 20
conservativamente modificada” en la que la alteración produce la sustitución de un aminoácido con un aminoácido 
químicamente similar. Tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoácidos funcionalmente 
similares son muy conocidas en la técnica. Tales variantes conservativamente modificadas son además de y no
excluyen variantes polimórficas, homólogos entre especies y alelos de la invención.

25
Los ocho siguientes grupos contienen cada uno aminoácidos que son sustituciones conservativas para los otros:

1) Alanina (A), Glicina (G);
2) Ácido aspártico (D), Ácido glutámico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);30
4) Arginina I, Lisina (K);
5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptófano (W);
7) Serina (S), Treonina (T); y
8) Cisteína (C), Metionina (M)35

(véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

La expresión “se hibrida selectivamente (o específicamente) con” se refiere a la unión, duplexado o hibridación de 
una molécula sola a una secuencia de nucleótidos particular bajo condiciones de hibridación rigurosas cuando esa40
secuencia está presente en una mezcla compleja (por ejemplo, ADN o ARN celular total o de biblioteca).

La expresión “condiciones de hibridación rigurosas” se refiere a condiciones bajo las que una sonda se hibridará con
su subsecuencia diana, normalmente en una mezcla compleja de ácido nucleico, pero no con otras secuencias. 
Condiciones rigurosas son dependientes de secuencia y serán diferentes en diferentes circunstancias. Las45
secuencias más largas se hibridan específicamente a mayores temperaturas. Una amplia guía a la hibridación de 
ácidos nucleicos se encuentra en Tijssen, Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with 
Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid assays” (1993). 
Generalmente, las condiciones rigurosas están seleccionadas para ser aproximadamente 5-10 ºC inferiores al punto 
de fusión térmico I para la secuencia específica a una fuerza iónica definida Ph. La Tm es la temperatura (bajo fuerza 50
iónica definida, Ph, y concentración nucleica) a la que el 50 % de las sondas complementarias a la diana se hibridan 
con la secuencia diana en equilibrio (como las secuencias diana están presentes en exceso, a Tm, el 50 % de las 
sondas están ocupadas en equilibrio). Condiciones rigurosas serán aquellas en las que la concentración de sales es
inferior a ión sodio aproximadamente 1,0 M, normalmente concentración de ión sodio aproximadamente 0,01 a 1,0 M
(u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente 30 ºC para sondas cortas (por 55
ejemplo, 10 a 50 nucleótidos) y al menos aproximadamente 60 ºC para sondas largas (por ejemplo, superior a 50 
nucleótidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la adición de agentes desestabilizantes tales 
como formamida. Para la hibridación selectiva o específica, una señal positiva es al menos dos veces el fondo, 
opcionalmente 10 veces la hibridación de fondo. Condiciones de hibridación rigurosas a modo de ejemplo pueden 
ser las siguientes: 50 % de formamida, 5x SSC, y 1 % de SDS, incubar a 42 ºC, o, 5x SSC, 1 % de SDS, incubar a 60
65 ºC, con lavado en 0,2x SSC, y 0,1 % de SDS a 65 ºC.

Ácidos nucleicos que no se hibridan entre sí bajo condiciones rigurosas son todavía sustancialmente idénticos si los 
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto se produce, por ejemplo, cuando una copia de un 
ácido nucleico se crea usando la máxima degeneración de codones permitida por el código genético. En tales casos, 65
los ácidos nucleicos normalmente se hibridan bajo condiciones de hibridación moderadamente rigurosas. A modo de 
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ejemplo “condiciones de hibridación moderadamente rigurosas” incluyen una hibridación en un tampón de 40 % de 
formamida, NaCl 1 M, 1 % de SDS a 37 ºC, y un lavado en 1X SSC a 45 ºC. Una hibridación positiva es al menos 
dos veces el fondo. Aquellos expertos habituales reconocerán fácilmente que pueden utilizarse condiciones 
alternativas de hibridación y de lavado para proporcionar condiciones de rigurosidad similar.

5
“Anticuerpo” se refiere a un polipéptido que comprende una región estructural de un gen de inmunoglobulina o 
fragmentos del mismo que se une específicamente a y reconoce un antígeno. Los genes de inmunoglobulina 
reconocidos incluyen los genes de las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, 
además de infinidad de genes de la región variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como 
tanto kappa como lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez 10
definen las clases de inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) a modo de ejemplo comprende un tetrámero. Cada
tetrámero está compuesto por dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos, teniendo cada par una cadena
“ligera” (aproximadamente 25 kDa) y una “pesada” (aproximadamente 50-70 kDa). El extremo N de cada cadena 15
define una región variable de aproximadamente 100 a 110 o más aminoácidos principalmente responsables del
reconocimiento del antígeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (VH) se refieren a 
estas cadenas ligeras y pesadas, respectivamente.

La expresión “se une específicamente (o selectivamente)” a un anticuerpo o “específicamente (o selectivamente) 20
inmurorreactivo con”, cuando se refiere a una proteína o péptido, se refiere a una reacción de unión que es 
determinante de la presencia de la proteína en una población heterogénea de proteínas y otros biológicos. Así, bajo 
condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen a una proteína particular al menos 
dos veces el fondo y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras proteínas presentes en la 
muestra. La unión específica a un anticuerpo bajo tales condiciones puede requerir un anticuerpo que se selecciona 25
por su especificidad por una proteína particular. Por ejemplo, pueden seleccionarse anticuerpos policlonales 
producidos contra proteínas de fusión para obtener solo aquellos anticuerpos policlonales que son específicamente 
inmunorreactivos con proteína de fusión y no con componentes individuales de las proteínas de fusión. Esta
selección puede lograrse restando anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con los antígenos individuales. 
Puede usarse una variedad de formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos específicamente 30
inmunorreactivos con una proteína particular. Por ejemplo, se usan rutinariamente inmunoensayos de ELISA en fase 
sólida para seleccionar anticuerpos específicamente inmunorreactivos con una proteína (véase, por ejemplo, Harlow 
& Carril, Antibodies, A Laboratory Manual (1988), para una descripción de formatos y condiciones de inmunoensayo 
que pueden usarse para determinar inmunorreactividad específica). Normalmente, una reacción específica o 
selectiva será al menos dos veces la señal de fondo o ruido y más normalmente superior a 10 a 100 veces el fondo.35

Los polinucleótidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endógena que codifica un 
polipéptido individual o ARNbc o una porción del mismo) o pueden comprender una variante de una secuencia tal. 
Las variantes de polinucleótidos pueden contener una o más sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones de 
forma que la actividad biológica del polipéptido codificado no se reduzca, con respecto a un polipéptido que 40
comprende antígenos nativos. Las variantes de polinucleótidos pueden contener una o más sustituciones, adiciones, 
deleciones y/o inserciones de forma que no se reduzca la actividad de agonista de TLR-3 del ARNbc codificado, con 
respecto a un ARNbc que no contiene las sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones. Las variantes 
presentan preferentemente al menos aproximadamente el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, con una secuencia de polinucleótidos que codifica un45
polipéptido nativo o una porción del mismo o con una secuencia de polinucleótidos que codifica un ARNbc con 
actividad de agonista de TLR-3.

Los términos “idénticos” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o más ácidos nucleicos (por ejemplo, un
ARNbc que es un agonista de TLR-3) o secuencias de polipéptidos, se refieren a dos o más secuencias o 50
subsecuencias que son las mismas o tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoácidos o nucleótidos 
que son los mismos (es decir, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o más de identidad con respecto a una región especificada), cuando se comparan y 
alinean para la correspondencia máxima sobre una ventana de comparación, o región designada como se mide 
usando uno de los siguientes algoritmos de comparación de secuencias o por alineamiento manual e inspección55
visual. Se dice entonces que tales secuencias son “sustancialmente idénticas”. Esta definición también se refiere al
complemento de una secuencia de prueba. Opcionalmente, la identidad existe sobre una región que tiene al menos 
aproximadamente 10 a aproximadamente 100, aproximadamente 20 a aproximadamente 75, aproximadamente 30 a 
aproximadamente 50 aminoácidos o nucleótidos de longitud.

60
Para comparación de secuencias, normalmente una secuencia actúa de una secuencia de referencia, con la que se 
comparan las secuencias de prueba. Si se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias de 
prueba y de referencia se entran en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si fuera necesario, y 
se designan parámetros de programa de algoritmo de secuencias. Pueden usarse parámetros de programa por 
defecto, o pueden designarse parámetros alternativos. El algoritmo de comparación de secuencias calcula entonces65
el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba con respecto a la secuencia de referencia, 
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basándose en los parámetros de programa.

Una “ventana de comparación”, como se usa en el presente documento, incluye referencia a un segmento de una 
cualquiera del número de posiciones contiguas de aproximadamente 10 a aproximadamente 500, aproximadamente 
25 a aproximadamente 200, 50 a aproximadamente 150, en la que una secuencia puede compararse con una 5
secuencia de referencia del mismo número de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen
óptimamente. Métodos de alineamiento de secuencias para comparación son muy conocidos en la técnica. El 
alineamiento óptimo de secuencias para comparación puede realizarse, por ejemplo, por el algoritmo de homología 
local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineamiento por homología de 
Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la búsqueda del método de similitud de Pearson & Lipman, 10
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, 
BESTFIT, FASTA y TFASTA en the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science 
Dr., Madison, WI), o por alineamiento manual e inspección visual (véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular 
Biology (Ausubel et al., eds. 1995 suplemento)).

15
Un ejemplo de un algoritmo útil es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento múltiple de secuencias de un grupo de
secuencias relacionadas usando alineamientos por pares progresivos para mostrar relación y porcentaje de 
identidad de secuencias. También representa un árbol o dendograma que muestra las relaciones de agrupación 
usadas para crear el alineamiento. PILEUP usa una simplificación del método de alineamiento progresivo de Feng & 
Doopoco, J. Mol. Evol. 35:351-360 (1987). El método usado es similar al método descrito por Higgins & Sharp, 20
CABIOS 5:151-153 (1989). El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una longitud máxima de 
5.000 nucleótidos o aminoácidos. El procedimiento de alineamiento múltiple empieza con el alineamiento por parejas 
de las dos secuencias más similares, produciendo una agrupación de dos secuencias alineadas. Esta agrupación se 
alinea entonces con la siguiente secuencia más relacionada o agrupación de secuencias alineadas. Dos 
agrupaciones de secuencias están alineadas por una simple extensión del alineamiento por pares de dos 25
secuencias individuales. El alineamiento final se logra por una serie de alineamientos por pares progresivo. El 
programa se ejecuta designando secuencias específicas y sus coordenadas de aminoácidos o nucleótidos para
regiones de comparación de secuencias y designando los parámetros de programa. Usando PILEUP, una secuencia 
de referencia se compara con otras secuencias de prueba para determinar la relación del porcentaje de identidad de 
secuencias usando los siguientes parámetros: peso por hueco por defecto (3,00), peso por longitud de hueco por 30
defecto (0,10) y huecos de extremos ponderados. PILEUP puede obtenerse del paquete de software de análisis de 
secuencias GCG, por ejemplo, versión 7.0 (Devereaux et al., Nuc. Acids Res. 12:387-395 (1984).

Otro ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencias y similitud de 
secuencias son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-35
3402 (1977) y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. El software para realizar los análisis 
de BLAST está públicamente disponible del Centro Nacional para Información Biotecnológica 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencias de alta puntuación
(HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de búsqueda, que tanto coinciden como cumplen
alguna puntuación umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una 40
secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuación de la palabra de vecindad (Altschul et al., 
arriba). Estos éxitos de palabra de vecindad inicial actúan de semillas para iniciar búsquedas para encontrar HSP 
más largas que las contienen. Los éxitos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia tan largo como las puntuaciones de alineamiento acumulado puedan aumentarse. Las puntuaciones 
acumuladas se calculan usando, para secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa 45
para un par de residuos de correspondencia; siempre > 0) y N (puntuación de penalización para residuos no de 
correspondencia; siempre < 0). Para secuencias de aminoácidos se usa una matriz de puntuación para calcular la 
puntuación acumulada. Los éxitos de extensión de la palabra en cada dirección se detienen cuando: la puntuación 
de alineamiento acumulada disminuye la cantidad X de su máximo valor logrado; la puntuación acumulada tiende a 
cero o por debajo, debido a la acumulación de uno o más alineamientos de residuos de puntuación negativa; o se 50
alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad 
y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) usa por defecto una longitud 
de palabra (W) de 11, una esperanza (E) o 10, M=5, N=-4 y una comparación de ambas cadenas. Para secuencias 
de aminoácidos, el programa BLASTP usa por defecto una longitud de palabra de 3, y esperanza (E) de 10, y la 
matriz de puntuación BLOSUM62 (véase Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)) 55
alineamientos (B) de 50, esperanza (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparación de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad 60
por la que una coincidencia entre dos secuencias de nucleótidos o de aminoácidos se produciría por casualidad. Por 
ejemplo, un ácido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma más 
pequeña en una comparación del ácido nucleico de prueba con el ácido nucleico de referencia es inferior a 
aproximadamente 0,2, más preferentemente inferior a aproximadamente 0,01, y lo más preferentemente inferior a 
aproximadamente 0,001.65
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III. Composiciones de la presente invención

La invención proporciona composiciones que comprenden vectores adenovirales quiméricos. En algunas 
realizaciones, los vectores adenovirales quiméricos de la invención comprenden un primer promotor unido 
operativamente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo y un segundo promotor unido 5
operativamente a un ácido nucleico que codifica un agonista de TLR-3. El primer y segundo promotores pueden ser 
iguales o diferentes. En algunas realizaciones, el primer y segundo promotores están seleccionados 
independientemente de: el promotor de beta-actina y un promotor del CMV.

En algunos aspectos de la invención, el vector adenoviral quimérico comprende el genoma adenoviral (sin los genes 10
E1 y E3) y un ácido nucleico que codifica un gen que activa IRF-3 y otras moléculas de señalización en la dirección 
3’ de TLR-3. El vector quimérico puede administrarse a una célula que expresa el gen E1 de Ad de forma que el 
adenovirus recombinante (rAd) se produzca por la célula. Este rAd puede recogerse y es capaz de una única ronda 
de infección que proporcionará la composición transgénica a otra célula dentro de un mamífero con el fin de 
provocar respuestas inmunitarias al polipéptido heterólogo.15

A. Vectores adenovirales adecuados 

En algunas realizaciones, el vector adenoviral es el adenovirus 5, que incluye, por ejemplo, Ad5 con deleciones de 
las regiones E1/E3 y Ad5 con una deleción de la región E4. Otros vectores adenovirales adecuados incluyen las 20
cepas 2, cepas 4 y 7 probadas por vía oral, adenovirus 40 y 41 entéricos y otras cepas (por ejemplo, Ad34) que son 
suficientes para administrar un antígeno y que provocan una respuesta inmunitaria adaptativa al antígeno de
transgén [Lubeck et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 86(17), 6763-6767 (1989); Shen et al., J Virol, 75(9), 4297-4307 
(2001); Bailey et al., Virology, 202(2), 695-706 (1994)]. En algunas realizaciones, el vector adenoviral es un vector 
adenoviral vivo incompetente para la replicación (tal como rAd5 con E1 y E3 delecionadas), vector adenoviral vivo y 25
atenuado (tal como los virus de deleción de E1B55K), o un vector adenoviral vivo con replicación no mutante.

Las secuencias de control de la transcripción y de la traducción en vectores de expresión que van a usarse en 
células de vertebrado transformantes in vivo pueden proporcionarse por fuentes virales. Por ejemplo, promotores y 
potenciadores comúnmente usados se derivan, por ejemplo, de beta-actina, adenovirus, virus simio (SV40) y 30
citomegalovirus humano (CMV). Por ejemplo, son adecuados vectores que permiten la expresión de proteínas bajo 
la dirección de un promotor del CMV, promotor temprano del SV40, promotor tardío del SV40, promotor de 
metalotioneína, promotor del virus del tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de 
transductor u otros promotores que muestran ser eficaces para la expresión en células de mamífero. Pueden usarse 
secuencias de promotor genómico viral, de control y/o señal adicionales, siempre que tales secuencias de control 35
sean compatibles con la célula huésped elegida.

B. Polipéptidos heterólogos

Ácidos nucleicos que codifican polipéptidos heterólogos adecuados pueden derivarse de antígenos, tales como, por 40
ejemplo, antígenos virales, antígenos bacterianos, antígenos de cáncer, antígenos fúngicos o antígenos de parásito.

Los antígenos virales pueden derivarse de, por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana (por ejemplo, gag 
(p55 y p160), pol, env (gp120 y gp41) como se exponen en Shiver et al. Nature 415(6869):331 (2002); las
secuencias genómicas del VIH expuestas en los N.º de acceso de Genbank EF363127; EF363126; EF363125; 45
EF363124; EF363123; EF363122; EF192592; y EF192591; las secuencias de gag del VIH expuestas en los N.º de 
acceso de Genbank EF396891; EF396890; EF396889; EF396888; EF396887; EF396886; EF396885; EF396884; 
EF396883; EF396882; EF396881; EF396880; EF396879; EF396878; EF396877; EF396876; EF39687; EF396874; 
EF396873; y EF396872; las secuencias de pol del VIH expuestas en los N.º de acceso de Genbank EF396810; 
EF396809; EF396808; EF396807; EF396806; EF396805; EF396804; EF396803; EF396802; EF396801; EF396800; 50
EF396799; EF396798; EF396797; EF396796; EF396795; EF396794; EF396793; EF396792; y EF396791; y las 
secuencias de env del VIH expuestas en los N.º de acceso de Genbank 9: EF367234; EF367233; EF367232; 
EF367231; EF367230; EF367229; EF367228; EF367227; EF367226; EF367225; EF367224; y EF367223, virus del 
papiloma humano (por ejemplo, proteína de la cápside L1 como se describe en, por ejemplo, Donnelly et al. J Infect 
Dis. 173:314 (1996) y las secuencias expuestas en los N.º de acceso de Genbank EF362755; EF362754; 55
NC_001694; NC_001693; NC_001691; NC_001690; NC_005134; NC_001458; NC_001457; NC_001354; 
NC_001352; NC_001526; y X94164), virus de Epstein Barr, virus del herpes simple, virus del herpes humano, 
rinovirus, virus de Coxsackie, enterovirus, hepatitis A, B, C y E (por ejemplo, antígeno de superficie de la hepatitis B 
como se describe en, por ejemplo, Lubeck et al, PNAS USA 86:6763 (1989) y las secuencias expuestas en los N.º 
de acceso de GenBank AB236481; AB236471; AB206501; AB206489; AB206487; AB221788; AB221777; 60
AB221773; AR933671; AR933670; AB236514; AB236513; AB236512; AB236511; AB236510; AB236509; 
AB236508; AB236507); NS5 de la hepatitis C (véanse, por ejemplo, los N.º de acceso de Genbank X59609; 
DQ911563; S71627; S70787; S70786; S70341; S62220; S70790; S70789; S70788; y AB204642)), virus de las 
paperas, virus de la rubeola, virus del sarampión, virus de la polio, virus de la viruela, virus de la rabia y virus de la 
varicela zóster.65
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Antígenos de la gripe incluyen, por ejemplo, hemaglutinina (HA), proteína de la matriz 1 (M1) y nucleoproteína (NP) 
(véase, por ejemplo, Donnelly, et al, Vaccine 15:865 (1997) y las secuencias de HA de la gripe expuestas en los N.º 
de acceso de Genbank AB294219; AB294217; AB294215; AB294213; EF102944; EF102943; EF102942; EF102941; 
EF102940; EF102939; EF102938; EF102937; EF102936; EF102935; EF102934; EF102933; DQ643982; DQ464354; 
CY019432; CY019424; CY019416; CY019408; CY019400; CY019392; CY019384; CY019376; CY019368; 5
CY019360; CY019352; EF124794; EF110519; EF110518; EF165066; EF165065; EF165064; y EF165063; las 
secuencias de M1 de la gripe expuestas en los N.º de acceso de Genbank AB292791; CY019980; CY019972; 
CY019964; CY019956; CY019948; CY019940; CY019628; CY019652; CY019644; CY019932; CY019924; 
CY019916; CY019908; CY019900; CY019892; CY019884; CY019876; CY019868; CY019860; y las secuencias de 
NP de la gripe expuestas en los N.º de acceso de Genbank AB292790; CY019461; CY019974; CY019966; 10
CY019958; CY019950; CY019942; CY019630; CY019654; CY019646; CY019934; CY019926; CY019918 
CY019910; CY019902; CY019894; CY019886; CY019878; CY019870; y CY019862.

Antígenos virales adecuados también incluyen, por ejemplo, proteínas no estructurales virales. El término “proteína
no estructural viral”, como se usa en el presente documento, se refiere a proteínas codificadas por ácido nucleico 15
viral que no codifican polipéptidos estructurales, tales como aquellos que hacen la cápside o la proteína alrededor de
un virus. Proteínas no estructurales incluyen aquellas proteínas que promueven la replicación de ácido nucleico viral 
y expresión génica viral tales como, por ejemplo, las proteínas no estructurales 1, 2, 3 y 4 (NS1, NS2, NS3 y NS4, 
respectivamente) de la encefalitis equina venezolana (VEE), EEE, o virus del bosque de Semliki [Dubensky et al., J 
Virol, 70(1), 508-519 (1996); Petrakova et al J Virol 2005 79(12): 7597-608; patentes de EE.UU. N.º 5.185.440; 20
5.739.026; 6.566.093; y 5.814.482. Varios ejemplos representativos de alfavirus adecuados incluyen Aura (ATCC 
VR-368), virus de Bebaru (ATCC VR-600, ATCC VR-1240), Cabassou (N.º de acceso de Genbank AF398387, ATCC 
VR-922), virus de Chikungunya (ATCC VR-64, ATCC VR-1241), virus de la encefalitis equina oriental (N.º de acceso 
de Genbank AY705241, AY705240, ATCC VR-65, ATCC VR-1242), Fort Morgan (ATCC VR-924), virus de Getah 
(ATCC VR-369, ATCC VR-1243), Kyzilagach (ATCC VR-927), Mayaro (ATCC VR-66), virus de Mayaro (ATCC VR-25
1277), Middleburg (ATCC VR-370), virus de Mucambo (ATCC VR-580, ATCC VR-1244), Ndumu (ATCC VR-371), 
virus de Pixuna (ATCC VR-372, ATCC VR-1245), virus del río Ross (ATCC VR-373, ATCC VR-1246), bosque de 
Semliki (N.º de acceso de Genbank AJ251359, ATCC VR-67, ATCC VR-1247), virus de Sindbis (N.º de acceso de 
Genbank J02363, ATCC VR-68, ATCC VR-1248), Tonate (ATCC VR-925), Triniti (ATCC VR-469), Una (ATCC VR-
374), encefalomielitis equina venezolana (ATCC VR-69), virus de la encefalomielitis equina venezolana (N.º de 30
acceso de Genbank AY986475, AY973944, NC 001449, ATCC VR-923, ATCC VR-1250 ATCC VR-1249, ATCC VR-
532), encefalomielitis equina occidental (ATCC VR-70, ATCC VR-1251, ATCC VR-622, ATCC VR-1252), Whataroa 
(ATCC VR-926), y Y-62-33 (ATCC VR-375).

Antígenos bacterianos pueden derivarse de, por ejemplo, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 35
Helicobacter pylori, Streptococcus bovis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Listeria 
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Corynebacterium diphtheriae, Borrelia 
burgdorferi, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Salmonella typhi, Vibrio 
cholerae, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Yersinia pestis, Neisseria gonorrhoeae, Treponema 
pallidum, Mycoplasm sp., Neisseria ransducer s, Legionella pneumophila, Rickettsia typhi, Chlamydia trachomatis y 40
Shigella dysenteriae, Vibrio cholera (por ejemplo, toxina del cólera subunidad B como se expone en los N.º de 
acceso de Genbank U25679; A09803; EF158842; X76391; AF390572; pelo co-regulado por la toxina del cólera
(TCP) como se describe en Wu et al., Infection and Immunity Vol. 69(12):7695 (2001) y se expone en los N.º de 
acceso de Genbank NC_002505 y AE004169); Helicobacter pylorii (VacA como se expone en los N.º de acceso de 
Genbank AY848858; AF042737; AF042736; AF042735; AF042734; NC_000921; CagA como se expone en los N.º 45
de acceso de Genbank AF043490; AF043489; AF043488; AF043487; NAP como se expone en los N.º de acceso de 
Genbank AF284121; AF284120; AF284119; AF284118; AF284117; AF284116; AB045143; AB045142; AF227081; 
AF227080; AF227079; AF227078; AF227077; AF227076; AF227075; AF227074; Hsp o catalasa como se expone en 
los N.º de acceso de Genbank NC_000921; ureasa como se expone en los N.º de acceso de Genbank AM417610; 
AM417609; AM417608; AM417607; AM417606; AM417605; AM417604; AM417603; AM417602; AM417601; y 50
AM417600; antígenos de E. coli como se exponen en los N.º de acceso de Genbank NC_000913; U00096; 
NC_002655; BA000007; AE014075; incluyendo antígenos fimbriales de E. coli como se exponen en los N.º de 
acceso de Genbank AB214865; AB214864; AB214863; AB214862; enterotoxina lábil al calor de E. coli como se 
expone en los N.º de acceso de Genbank X83966; V00275; X83966; J01646; V00275; M35581; M17873; M17874; 
K01995; M61015; M17894; M17101; K00433.55

Los antígenos de parásito pueden derivarse de, por ejemplo, Giardia lamblia, Leishmania sp., Trypanosoma sp., 
Trichomonas sp., Plasmodium sp. (por ejemplo, antígenos de proteína de la superficie de P. falciparum tales como 
secuencias de pfs25 como se exponen en los N.º de acceso de Genbank XM_001347551; X07802; AF193769; 
AF179423; AF154117; y AF030628, secuencias de pfs28 como se exponen en los N.º de acceso de GenBank 60
L25843, secuencias de pfs45 como se exponen en los N.º de acceso de Genbank EF158081; EF158079; EF158078; 
EF158076; EF158075; y EF158085, secuencias de pfs84, pfs 48/45 como se exponen en los N.º de acceso de 
Genbank AF356146; AF356145; AF356144; AF356143; AF356142; AF356141; AF356140; AF356139; AF356138; 
AF356137; AF356136; AF356135; AF356134; AF356133; AF356132; AF356131; AF356130; AF356129; AF356128; 
AF356127, secuencias de pfs 230 como se exponen en los N.º de acceso de Genbank NC_000910; XM_001349564; 65
AE001393; L22219; L08135; y AF269242, antígenos de P. vivax tales como secuencias de Pvs25 como se exponen 
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en los N.º de acceso de Genbank DQ641509; DQ641508; DQ641507; AY639972; AY639971; AY639970; AY639969; 
AY639968; AY639967; AY639966; y AY639965; y secuencias de Pvs28 como se exponen en los N.º de acceso de 
Genbank AB033364; AB033363; AB033362; AB033361; AB033360; AB033359; AB033358; AB033357; AB033356; 
B033355; AB033354; AB033353; AB033352; AB033351; AB033350; AB033349; AB033348; AB033347; AB033346; 
y AB033345), Schistosoma sp., Mycobacterium tuberculosis (por ejemplo, secuencias de Ag85 como se exponen en 5
los N.º de acceso de Genbank AX253506; AX253504; AX253502; y AX211309; MPT64, ESAT-6, CFP10, R8307, 
MTB-32 MTB-39, CSP, LSA-1, LSA-3, EXP1, SSP-2, SALSA, STARP, GLURP, MSP-1, MSP-2, MSP-3, MSP-4, 
MSP-5, MSP-8, MSP-9, AMA-1, proteína de la membrana integral tipo 1, secuencias de RESA, EBA-175 y DBA
como se exponen en los N.º de acceso de Genbank BX842572; BX842573; BX842574; BX842575; BX842576; 
BX842577; BX842578; BX842579; BX842580; BX842581; BX842582; BX842583; BX842584 y NC_000962, 10
secuencias de HSP65 como se exponen en los N.º de acceso de Genbank AY299175; AY299174; AY299144; 
AF547886; y AF547885).

Los antígenos de cáncer incluyen, por ejemplo, antígenos expresados, por ejemplo, en cáncer de colon, cáncer de 
estómago, cáncer pancreático, cáncer de pulmón, cáncer de ovario, cáncer de próstata, cáncer de mama, cáncer de 15
piel (por ejemplo, melanoma), leucemia, linfoma o mieloma, antígenos de cáncer a modo de ejemplo incluyen, por 
ejemplo, HPV L1, HPV L2, HPV E1, HPV E2, fosfatasa alcalina placentaria, AFP, BRCA1, Her2/neu, CA 15-3, CA 
19-9, CA-125, CEA, Hcg, activador del plasminógeno tipo urocinasa (Upa), inhibidor del activador del plasminógeno.

Los antígenos fúngicos pueden derivarse de, por ejemplo, Tinea pedis, Tinea corporus, Tinea cruris, Tinea unguium, 20
Cladosporium carionii, Coccidioides immitis, Candida sp., Aspergillus fumigatus y Pneumocystis carinii.

Los ácidos nucleicos que codifican polipéptidos inmunogénicos se producen normalmente por métodos de ADN 
recombinante (véase, por ejemplo, Ausubel, et al. ed. (2001) Current Protocols in Molecular Biology). Por ejemplo, 
las secuencias de ADN que codifican el polipéptido inmunogénico pueden ensamblarse de fragmentos de ADNc y 25
conectores de oligonucleótido cortos, o de una serie de oligonucleótidos, o amplificarse de ADNc usando cebadores 
apropiados para proporcionar un gen sintético que es capaz de insertarse en un vector de expresión recombinante 
(es decir, un vector plasmídico o un vector viral) y expresarse en una unidad transcripcional recombinante. Una vez 
se produce el ácido nucleico que codifica un polipéptido inmunogénico, puede insertarse en un vector de expresión 
recombinante que es adecuado para la expresión in vivo o ex vivo.30

Los vectores de expresión recombinante contienen una secuencia de ADN que codifica un polipéptido inmunogénico
unido operativamente a elementos reguladores de la transcripción o de la traducción adecuados derivados de genes 
de mamífero o virales. Tales elementos reguladores incluyen un promotor de la transcripción, una secuencia de 
operador opcional para controlar la transcripción, una secuencia que codifica sitios de unión al ribosoma de ARNm 35
adecuados, y secuencias que controlan la terminación de la transcripción y traducción. Adicionalmente puede 
incorporarse un origen de replicación y un marcador de selección para facilitar el reconocimiento de transformantes. 
Los genes utilizados en los vectores de expresión recombinantes pueden dividirse entre más de un virus de forma 
que los productos génicos estén en dos vectores diferentes, y los vectores se usan para la co-transducción para 
proporcionar todos los productos génicos en trans. Puede haber motivos para dividir los productos génicos tales 40
como limitaciones de tamaño para inserciones, o toxicidad de los productos génicos combinados a las líneas 
celulares productoras de virus.

C. Agonistas de TLR-3 
45

En la presente invención, un agonista de TLR-3 que es un ARNbc heterólogo se usa para estimular el 
reconocimiento inmunitario de un antígeno de interés. Los agonistas de TLR-3 incluyen, por ejemplo, ARN de 
horquilla corta, ARN viralmente derivado, segmentos cortos de ARN que pueden formar hebras dobles o ARN de 
horquilla corta, y ARN interferente pequeño (ARNip). En una realización de la invención, el agonista de TLR-3 es
ARNbc viralmente derivado, tal como, por ejemplo, un ARNbc derivado de un virus de Sindbis o productos 50
intermedios de ARNbc viral [Alexopoulou et al, Nature 413:732-8 (2001)]. En algunas realizaciones, el agonista de 
TLR-3 es una ARN de horquilla corta. Las secuencias de ARN de horquilla corta normalmente comprenden dos 
secuencias complementarias unidas por una secuencia de conector. La secuencia de conector particular no es un
aspecto crítico de la invención. Puede usarse cualquier secuencia de conector apropiada, mientras que no interfiera
con la unión de las dos secuencias complementarias para formar un ARNbc.55

En algunas realizaciones, el ARN de horquilla corta comprende una secuencia expuesta en SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8, 
9, 10, 11 o 12, una secuencia con identidad sustancial con una secuencia expuesta en SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8, 9, 
10, 11 o 12, o una variante de una secuencia expuesta en SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11 o 12. En ciertas 
realizaciones, el ARNbc que es un agonista de TLR-3 no codifica un polipéptido particular, pero produce una citocina 60
pro-inflamatoria (por ejemplo, IL-6, IL-8, TNF-alfa, IFN-alfa, IFN-beta) cuando se pone en contacto con una célula 
respondedora (por ejemplo, una célula dendrítica, una célula mononuclear de sangre periférica o un macrófago) in 
vitro o in vivo. En algunos casos, el ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 (un ARNbc expresado) y el
vector adenoviral quimérico que comprende un ácido nucleico que codifica un antígeno heterólogo se administran en 
la misma formulación. En algunas realizaciones, el ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 y el ácido 65
nucleico que codifica el antígeno heterólogo están bajo el control de diferentes promotores.
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Están comercialmente disponibles varios análogos químicamente sintetizados para ARN bicatenario. Éstos incluyen 
poli-inosina-ácido policitidílico (poli I:C), ácido poliadenílico-poliuridílico (poli A:U), y poli I:poli C. Anticuerpos (o
reticulación de anticuerpos) para TLR-3 también pueden conducir a la producción de IFN-beta o citocinas pro-
inflamatorias [Matsumoto et al, Biochem. Biophys. Res. Common. 24:1364 (2002), de Bouteiller et al, J Biol. Chem. 
18:38133-45 (2005)]. También pueden obtenerse segmentos de ARNip comercialmente disponibles de cualquier5
secuencia mediante fuentes tales como Invitrogen.

IV. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los vectores descritos en el presente documento también 10
pueden contener otros compuestos, que pueden ser biológicamente activos o inactivos. Los polipéptidos pueden, 
pero no necesitan, conjugarse con otras macromoléculas como se describen, por ejemplo, en las patentes de 
EE.UU. N.º 4.372.945 y 4.474.757. Las composiciones farmacéuticas pueden usarse generalmente para fines 
profilácticos y terapéuticos. Las composiciones farmacéuticas pueden estar compuestas de métodos para proteger 
contra la degradación del estómago de forma que el vector adenoviral quimérico administrado pueda llegar a las15
localizaciones deseadas. Para el entorno oral, varias de éstas están disponibles, que incluyen los sistemas de 
liberación Eudragit y TimeClock, además de otros métodos específicamente diseñados para adenovirus [Lubeck et 
al., Proc Natl Acad Sci U S A, 86(17), 6763-6767 (1989); Choraasia y Jain, J Pharm Pharm Sci, 6(1), 33-66 (2003)]. 
También se han descrito ya varios métodos para la microencapsulación de ADN y fármacos para administración oral 
(véase, por ejemplo, la publicación de patente de EE.UU. N.º 2004043952). En algunas realizaciones, el sistema 20
Eudragit se usará para administrar el vector adenoviral quimérico al intestino delgado inferior. Sin embargo, también 
debería funcionar la administración a otras localizaciones del intestino delgado.

Como se observa anteriormente, los vectores adenovirales quiméricos de la invención pueden administrarse usando 
cualquier sistema de administración conocido para aquellos expertos habituales en la materia. Numerosos técnicas 25
de administración génica son muy conocidas en la técnica, tales como aquellas descritas por Rolland (1998) Crit. 
Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, y referencias citadas en su interior.

Será evidente que una composición inmunogénica puede contener sales farmacéuticamente aceptables de los 
polinucleótidos que codifican los polipéptidos heterólogos (por ejemplo, polipéptidos inmunogénicos). Tales sales 30
pueden prepararse a partir de bases no tóxicas farmacéuticamente aceptables, que incluyen bases orgánicas (por 
ejemplo, sales de aminas primarias, secundarias y terciarias y aminoácidos básicos) y bases inorgánicas (por 
ejemplo, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio y magnesio). Algunos ejemplos de sales particulares incluyen 
solución salina tamponada con fosfato y solución salina para inyección.

35
Puede emplearse cualquier vehículo adecuado conocido para aquellos expertos habituales en la materia en las 
composiciones farmacéuticas de la presente invención. Vehículos adecuados incluyen, por ejemplo, agua, solución 
salina, alcohol, una grasa, una cera, un tampón, un vehículo sólido, tal como manitol, lactosa, almidón, estearato de 
magnesio, sacarina sódica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio, o microesferas 
biodegradables (por ejemplo, polilactato-poliglicolato). Microesferas biodegradables adecuadas se desvelan, por 40
ejemplo, en las patentes de EE.UU. N.º 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883. El polipéptido 
inmunogénico y/o virus portador pueden encapsularse dentro de la microesfera biodegradable o asociarse a la 
superficie de la microesfera.

Tales composiciones también pueden comprender tampones (por ejemplo, solución salina tamponada neutra o 45
solución salina tamponada con fosfato), hidratos de carbono (por ejemplo, glucosa, manosa, sacarosa o dextranos), 
manitol, proteínas, polipéptidos o aminoácidos tales como glicina, antioxidantes, bacteriostáticos, agentes quelantes 
tales como EDTA o glutatión, adyuvantes (por ejemplo, hidróxido de aluminio), solutos que convierten la formulación 
en isotónica, hipotónica o débilmente hipertónica con la sangre de un receptor, agentes de suspensión, espesantes 
y/o conservantes. Alternativamente, las composiciones de la presente invención pueden formularse como un 50
liofilizado. Los compuestos también pueden encapsularse dentro de liposomas usando tecnología muy conocida.

En algunas divulgaciones, las composiciones comprenden además un adyuvante. Adyuvantes adecuados incluyen, 
por ejemplo, los lípidos y compuestos no de lípido, toxina del cólera (CT), subunidad B de CT, derivado de CT 
CTK63, enterotoxina lábil al calor de E. coli (LT), derivado de LT LTK63, Al(OH)3 y ácidos orgánicos poliiónicos como 55
se describen en, por ejemplo, el documento WO 04/020592, Anderson y Crowle, Infect. Immun. 31(1):413-418 
(1981), Roterman et al, J. Physiol. Pharmacol, 44(3):213-32 (1993), Arora y Crowle, J. Reticuloendothel. 24(3):271-
86 (1978), y Crowle y May, Infect. Immun. 38(3):932-7 (1982)). Ácidos orgánicos poliiónicos adecuados incluyen, por 
ejemplo, ácido 6,6'-[3,3'-dimetil[l,r-bifenil]-4,4'-diil]bis(azo)bis[4-amino-5-hidroxi-1,3-naftaleno-disulfónico] (azul de 
Evans) y ácido 3,3'-[1,1'bifenil]-4,4'-diilbis(azo)bis[4-amino-1-naftalenosulfónico] (rojo Congo). Se apreciará por 60
aquellos expertos en la materia que los ácidos orgánicos poliiónicos pueden usarse para cualquier método de 
vacunación genética conjuntamente con cualquier tipo de administración.

Otros adyuvantes adecuados incluyen inmunomoduladores tópicos tales como miembros de la familia de las
imidazoquinolinas tales como, por ejemplo, imiquimod y resiquimod (véase, por ejemplo, Hengge et al, Lancet Infect. 65
Dis. 1(3):189-98 (2001). También podrían usarse agonistas de TLR-3 expresados (por ejemplo, ARNbc) y agonistas 
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de TLR-7 (por ejemplo, ARNmc).

Adyuvantes adecuados adicionales están comercialmente disponibles como, por ejemplo, adyuvantes basados en 
alumbre adicionales (por ejemplo, Alhydrogel, Rehydragel, fosfato de aluminio, Algammulin); adyuvantes basados en 
aceite (adyuvante incompleto de Freund y adyuvante completo (Difco Laboratories, Detroit, Mich.), Specol, RIBI, 5
TiterMax, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720); adyuvantes basados en copolímeros de bloque no 
iónicos, citocinas (por ejemplo, GM-CSF o ligando de Flat3); adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc., 
Rahway, N. J.); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, Pa.); sales de calcio, hierro o cinc; una suspensión 
insoluble de tirosina acilada; azúcares acilados; polisacáridos catiónicamente o aniónicamente derivatizados; 
polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lípido A y Quil A. Citocinas, tales como GM-CSF o 10
interleucina-2, -7, o -12, también son adyuvantes adecuados. También pueden usarse hemocianinas (por ejemplo, 
hemocianina de lapa californiana) y hemoeritrinas en la invención. Adyuvantes de polisacárido tales como, por 
ejemplo, quitina, quitosano y quitina desacetilada también son adecuados como adyuvantes. Otros adyuvantes 
adecuados incluyen muramil dipéptido (MDP, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina), peptidoglicanos bacterianos
y sus derivados (por ejemplo, treonil-MDP y MTPPE). También puede usarse BCG y esqueleto de la pared celular 15
de BCG (CWS) como adyuvantes, con o sin dimicolato de trehalosa. El dimicolato de trehalosa puede usarse él 
mismo (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.º 4.579.945). También son útiles endotoxinas desintoxicadas 
como adyuvantes solos o en combinación con otros adyuvantes (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.º 
4.866.034; 4.435.386; 4.505.899; 4.436.727; 4.436.728; 4.505.900; y 4.520.019. Las saponinas QS21, QS17, QS7 
también son útiles como adyuvantes (véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.º5.057.540; documentos EP 0362 20
279; WO 96/33739; y WO 96/11711). Otros adyuvantes adecuados incluyen Montanide ISA 720 (Seppic, Francia), 
SAF (Chiron, Calif., Estados Unidos), ISCOEM (CSL), MF-59 (Chiron), la serie SBAS de adyuvantes (por ejemplo, 
SBAS-2, SBAS-4 o SBAS-6 o variantes de los mismos, disponibles de SmithKline Beecham, Rixensart, Bélgica), 
Detox (Corixa, Hamilton, Mont.) y RC-529 (Corixa, Hamilton, Mont).

25
También se contemplan superantígenos para su uso como adyuvantes en la presente divulgación. Los 
superantígenos incluyen exoproteínas de Staphylococcus, tales como las enterotoxinas ,   y  de S. aureus y S. 
epidermidis, y las exotoxinas de E. coli , ,  y . Enterotoxinas de Staphylococcus comunes se conocen como 
enterotoxina estafilocócica A (SEA) y enterotoxina estafilocócica B (SEB), describiéndose las enterotoxinas hasta E 
(SEE) (Rott et al., 1992). Streptococcus pyogenes B (SEB), enterotoxina de Clostridium perfringens (Bowness et al.,30
1992), proteína asociada a la membrana citoplásmica (CAP) de S. pyogenes (Sato et al, 1994) y toxina 1 de 
síndrome de choque tóxico (TSST 1) de S. aureus (Schwab et al., 1993) son superantígenos útiles adicionales.

Dentro de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento, la composición de adyuvante 
puede diseñarse para inducir, por ejemplo, una respuesta inmunitaria predominantemente del tipo Th1 o Th2. Altos 35
niveles de citocinas de tipo Th1 (por ejemplo, IFN-gamma, TNF-alfa, IL-2 e IL-12) tienden a favorecer la inducción de 
respuestas inmunitarias celulares a un antígeno administrado. A diferencia, altos niveles de citocinas tipo Th2 (por 
ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tienden a favorecer la inducción de respuestas inmunitarias humorales. Tras la
administración oral de una composición que comprende un polipéptido inmunogénico como se ha proporcionado en 
el presente documento, normalmente se provocará una respuesta inmunitaria que incluye respuestas del tipo Th1 y 40
Th2.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse como parte de una formulación de 
liberación sostenida (es decir, una formulación tal como una cápsula o esponja que efectúa una liberación lenta de
compuesto tras la administración). Tales formulaciones pueden prepararse generalmente usando tecnología muy 45
conocida (véase, por ejemplo, Coombes et al. (1996) Vaccine 14:1429-1438). Las formulaciones de liberación 
sostenida pueden contener un polipéptido, polinucleótido o anticuerpo dispersado en una matriz portadora y/o 
contenido dentro de un depósito rodeado por una membrana de control de la velocidad.

Los vehículos para su uso dentro de tales formulaciones son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables; 50
preferentemente, la formulación proporciona un nivel relativamente constante de liberación de componente activo. 
Tales vehículos incluyen micropartículas de poli(lactida-co-glicolida), además de poliacrilato, látex, almidón, celulosa 
y dextrano. Otros vehículos de liberación retardada incluyen biovectores supramoleculares, que comprenden un 
núcleo hidrófilo no líquido (por ejemplo, un polisacárido u oligosacárido reticulado) y, opcionalmente, una capa 
externa que comprende un compuesto anfifílico (véanse, por ejemplo, los documentos WO 94/20078; WO 94/23701; 55
y WO 96/06638). La cantidad de compuesto activo contenido dentro de una formulación de liberación sostenida 
depende del sitio de implantación, la velocidad y duración esperada de la liberación, y la naturaleza de la afección 
que va a tratarse o prevenirse.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de múltiples dosis, tales 60
como ampollas o viales sellados. Tales recipientes están preferentemente herméticamente sellados para preservar 
la esterilidad de la formulación hasta su uso. En general, las formulaciones pueden almacenarse como
suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehículos aceitosos o acuosos. Alternativamente, una composición 
farmacéutica puede almacenarse en una condición liofilizada que requiere solo la adición de un vehículo líquido 
estéril inmediatamente antes de uso.65
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V. Usos terapéuticos de la invención

Un aspecto de la presente invención implica las composiciones inmunogénicas para su uso en un método de 
tratamiento que provoca una respuesta inmunitaria específica de antígeno de un sujeto o paciente con una 
enfermedad tal como, por ejemplo, una infección viral, infección bacteriana, una infección parasítica, una infección5
fúngica, o cáncer. Como se usa en el presente documento, un “sujeto” o un “paciente” se refiere a cualquier animal
de sangre caliente, tal como, por ejemplo, un roedor, un felino, un canino o un primate, preferentemente un ser 
humano. Las composiciones inmunogénicas pueden usarse para tratar cualquier etapa de la enfermedad, es decir, 
en las etapas de pre-cáncer, cáncer o metastásicas, o para prevenir la enfermedad. Por ejemplo, las composiciones 
descritas en el presente documento pueden usarse para tratar una enfermedad viral tal como VIH o hepatitis o para 10
la prevención o tratamiento de cáncer. Dentro de tales métodos, las composiciones farmacéuticas normalmente se 
administran a un paciente. El paciente puede o puede no estar afectado por la enfermedad o trastorno (por ejemplo, 
una infección viral, una infección bacteriana, o cáncer). Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas 
anteriores pueden usarse para prevenir el desarrollo de una enfermedad o trastorno (por ejemplo, una infección viral, 
una infección bacteriana, o cáncer) o para tratar un paciente aquejado con la enfermedad o trastorno (por ejemplo, 15
una infección viral, una infección bacteriana, o cáncer). La enfermedad o trastorno puede diagnosticarse usando 
criterios generalmente aceptados en la materia. Por ejemplo, la infección viral puede diagnosticarse por la medición 
del título viral en una muestra del paciente, la infección bacteriana puede diagnosticarse detectando las bacterias en 
una muestra del paciente, y el cáncer puede diagnosticarse detectando la presencia de un tumor maligno. Las 
composiciones farmacéuticas pueden administrarse tanto antes de como tras la eliminación quirúrgica de tumores 20
primarios y/o tratamiento tal como administración de radioterapia o fármacos quimioterapéuticos convencionales.

La inmunoterapia normalmente es inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se basa en la estimulación in vivo
del sistema inmunitario del huésped endógeno para reaccionar contra, por ejemplo, tumores o células 
bacterianamente o viralmente infectadas, con la administración de agentes modificadores de la respuesta 25
inmunitaria (composiciones que comprenden ácidos nucleicos que codifican polipéptidos inmunogénicos como se 
proporciona en el presente documento).

La frecuencia de administración de las composiciones profilácticas o terapéuticas como se describe en el presente 
documento, además de la dosificación, variará de individuo a individuo, y puede establecerse fácilmente usando 30
técnicas convencionales. Frecuentemente pueden administrarse entre 1 y 10 dosis durante un periodo de 52 
semanas. Normalmente se administran 3 dosis, a intervalos de 1 mes, más normalmente, se administran 2-3 dosis 
cada 2-3 meses. Es posible que los intervalos sean más probablemente una vez al año para ciertas terapias. Las
vacunaciones de refuerzo pueden administrarse periódicamente a partir de aquí. Protocolos alternos pueden ser
apropiados para pacientes individuales y enfermedades y trastornos particulares. Una dosis adecuada es una 35
cantidad de un compuesto que, cuando se administra como se ha descrito anteriormente, es capaz de promover, por 
ejemplo, una respuesta inmunitaria antitumoral, antiviral, o una antibacteriana, y está al menos el 10-50 % por 
encima del nivel basal (es decir, sin tratar). Tal respuesta puede monitorizarse midiendo los anticuerpos 
antitumorales en un paciente o por generación dependiente de vacuna de linfocitos T citolíticos capaces de destruir, 
por ejemplo, las células tumorales del paciente, las células viralmente infectadas del paciente, o las células40
bacterianamente infectadas del paciente in vitro. Tales vacunas también deben ser capaces de causar una 
respuesta inmunitaria que conduzca a un desenlace clínico mejorado (por ejemplo, remisiones más frecuentes, 
completas o parciales, o supervivencia libre de enfermedad más larga) en pacientes vacunados en comparación con 
pacientes no vacunados. Normalmente, la cantidad de los títulos virales estará entre 1,0x104 ufp/animal y 1,0x1015

ufp/animal. Tamaños de dosis adecuada variarán con el tamaño del paciente, pero normalmente oscilarán de 45
aproximadamente 0,01 ml a aproximadamente 10 ml, más normalmente de aproximadamente 0,025 a 
aproximadamente 7,5 ml, lo más normalmente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 5 ml. Aquellos 
expertos en la materia apreciarán que el tamaño de dosis puede ajustarse basándose en el paciente particular o la
enfermedad o trastorno particular que está tratándose. Para administración por vía oral, el vector adenoviral 
quimérico puede formularse convenientemente en una píldora.50

En general, una dosificación apropiada y pauta de tratamiento proporciona el (los) compuesto(s) activo(s) en una 
cantidad suficiente para proporcionar beneficio terapéutico y/o profiláctico. Una respuesta tal puede monitorizarse 
estableciendo un desenlace mejorado {por ejemplo, remisiones más frecuentes, supervivencia libre de enfermedad 
completa o parcial, o más larga) en pacientes tratados en comparación con pacientes no tratados. Tales respuestas 55
inmunitarias pueden evaluarse generalmente usando ensayos de proliferación, citotoxicidad o citocinas estándar
descritos anteriormente, que pueden realizarse usando muestras obtenidas de un paciente antes y después del
tratamiento.

Por ejemplo, la detección de inmunocomplejos formados entre polipéptidos inmunogénicos y anticuerpos en líquido 60
corporal que son específicos para polipéptidos inmunogénicos puede usarse para monitorizar la eficacia de terapia, 
que implica un polipéptido inmunogénico particular, para una enfermedad o trastorno en la que el polipéptido 
inmunogénico está asociado. Muestras de líquido corporal tomadas de un individuo antes de y posterior al inicio de 
la terapia pueden analizarse para los inmunocomplejos por las metodologías descritas anteriormente. Brevemente, 
se compara el número de inmunocomplejos detectados en ambas muestras. Un cambio sustancial en el número de 65
inmunocomplejos en la segunda muestra (inicio post-terapia) con respecto a la primera muestra (pre-terapia) refleja 
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terapia satisfactoria.

A. Administración de las composiciones de la presente invención

Según la composición para su uso en métodos de la presente invención, una composición que comprende el vector 5
adenoviral quimérico se administra por vía oral, intranasalmente, o mucosamente, mediante, por ejemplo, la vagina, 
pulmones, glándulas salivales, fosas nasales, intestino delgado, colon, recto, amígdalas o parches de Peyer. La 
composición puede administrarse sola o con un adyuvante como se ha descrito anteriormente. En algunas 
divulgaciones, los adyuvantes están codificados por una secuencia de ácidos nucleicos (por ejemplo, un ácido 
nucleico que codifica IL-2, GM- CSF, IL- 12, de flagelina bacteriana). En algunas divulgaciones, el adyuvante se 10
administra al mismo tiempo que la composición. En otras divulgaciones, el adyuvante se administra después de la 
composición, por ejemplo, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 o 72 horas después de la administración de la composición.

B. Detección de una respuesta inmunitaria a antígenos de interés
15

Una respuesta inmunitaria al polipéptido heterólogo puede detectarse usando cualquier medio conocido en la 
materia que incluye, por ejemplo, detectar activación específica de linfocitos T CD4+ o CD8+ o detectar la presencia 
de anticuerpos que se unen específicamente al polipéptido.

La activación específica de linfocitos T CD4+ o CD8+ asociados a una respuesta inmunitaria mucosa, humoral o 20
celular puede detectarse en una variedad de formas. Métodos de detección de la activación específica de linfocitos T 
incluyen, pero no se limitan a, detectar la proliferación de linfocitos T, la producción de citocinas (por ejemplo,
linfocinas), o la generación de actividad citolítica (es decir, generación de linfocitos T citotóxicos específicos para el 
polipéptido inmunogénico). Para linfocitos T CD4+, un método preferido de detección de la activación específica de 
linfocitos T es la detección de la proliferación de linfocitos T. Para linfocitos T CD8+, un método preferido de 25
detección de la activación específica de linfocitos T es la detección de la generación de actividad citolítica usando 
ensayos de liberación de 51Cr (véase, por ejemplo, Brossart y Bevan, Blood 90(4): 1594-1599 (1997) y Lenz et al., J. 
Exp. Med. 192(8):1135-1142 (2000)).

La detección de la proliferación de linfocitos T puede llevarse a cabo mediante una variedad de técnicas conocidas. 30
Por ejemplo, la proliferación de linfocitos T puede detectarse midiendo la tasa de síntesis de ADN. Los linfocitos T 
que se han estimulado para proliferar presentan una elevada tasa de síntesis de ADN. Una forma típica de medir la 
tasa de síntesis de ADN es, por ejemplo, por cultivos de linfocitos T de marcado por pulsos con timidina tritiada, un
precursor de nucleósidos que se incorpora en ADN recientemente sintetizado. La cantidad de timidina tritiada 
incorporada puede determinarse usando un espectrofotómetro de centelleo líquido. Otras formas de detección de la35
proliferación de linfocitos T incluyen medir aumentos en la producción de interleucina-2 (IL-2), flujo de Ca2+ o 
captación de colorante, tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Alternativamente, puede medirse la 
síntesis de linfocinas (por ejemplo, interferón-gamma) o puede cuantificarse el número relativo de linfocitos T que
pueden responder al polipéptido inmunogénico.

40
Las respuestas inmunitarias de anticuerpos (también conocidas como respuestas inmunitarias humorales o 
respuestas de linfocitos B), que incluyen respuestas de anticuerpos de la mucosa, pueden detectarse usando 
inmunoensayos conocidos en la técnica [Tucker et al., Mol Therapy, 8, 392-399 (2003); Tucker et al., Vaccine, 22, 
2500-2504 (2004)]. Inmunoensayos adecuados incluyen la técnica de inmunoensayo de sándwich de anticuerpo 
monoclonal doble de David et al. (patente de EE.UU. N.º 4.376.110); ensayos de sándwich de anticuerpo 45
monoclonal-policlonal (Wide et al., en Kirkham y Hunter, eds., Radioimmunoassay Methods, E. y S. Livingstone, 
Edinburgh (1970)); el método de “transferencia Western” de Gordon et al. (patente de EE.UU. N.º 4.452.901); 
inmunoprecipitación de ligando marcado (Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-4983); enzimoinmunoanálisis 
de adsorción (ELISA) como se describen, por ejemplo, por Raines et al. (1982) J. Biol. Chem. 257:5154-5160; 
técnicas inmunocitoquímicas, que incluyen el uso de fluorocromos (Brooks et al. (1980) Clin. Exp. Immunol. 39:477); 50
y neutralización de actividad (Bowen-Pope et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2396-2400). Además de los
inmunoensayos descritos anteriormente, están disponibles varios otros inmunoensayos, que incluyen aquellos 
descritos en las patentes de EE.UU. N.º 3.817.827; 3.850.752; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 
4.034.074; y 4.098.876.

55
Ejemplos

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar, la presente invención.

Ejemplo 1: Construcción de un vector adenoviral quimérico (DS1)60

Para demostrar que los agonistas de TLR-3 pueden mejorar las respuestas inmunitarias adaptativas a antígenos 
expresados de interés, se construyeron varios vectores adenovirales quiméricos diferentes que comprendían 
secuencias de ácidos nucleicos que codificaban varios antígenos de interés diferentes. En este ejemplo, el ácido 
nucleico que codifica gp120 (del NIH AIDS Reagent and Reference Reagent Program) se puso bajo el control de un 65
promotor del CMV con un pequeño intrón justo en la dirección 5’ del codón de iniciación en el vector lanzadera 
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(pShuttle, Qbiogene). Se puso una cola de poli A de bGH en la dirección 3’ del ácido nucleico que codifica gp120. La 
secuencia de vector se expone en SEQ ID NO: 1. Se realizó recombinación homóloga con el vector pAd (Qbiogene) 
para generar un vector capaz de producir Ad recombinante (delecionado E1/E3) que contenía el ácido nucleico que 
codifica gp120. Se generó DS1 transfectando la nueva construcción de expresión de pAd-CMV-gp120 en células 
293. Los títulos se midieron por métodos convencionales.5

Ejemplo 2: DS1 (vector más agonista de TLR-3) es superior a rAd5 estándar para inducir una respuesta inmunitaria 
específica de antígeno

Para determinar si la adición de agonista de TLR-3 podría mejorar las respuestas inmunitarias adaptativas, se 10
administraron 10x107 UFP de cualquiera de rAd-CMV-gp120 más 5 ug/ml de poli I:C (DS1) o rAd-CMV-gp120 solo
(rAd5) a animales por sonda nasogástrica oral en las semanas 0 y 3. Ambos vectores expresan gp120 del VIH bajo 
el control de un promotor del CMV y usan adenovirus delecionados en E1/E3 recombinantes tipo 5. Los títulos de 
anticuerpos para gp120 se midieron en el plasma 3 y 6 semanas después de la administración inicial por ELISA de 
de IgG anti-gp120 como se describe en Tucker, et al., Mol Ther 8:392 (2004)). Como se muestra en la Figura 1, DS1 15
cumplió significativamente mejor que rAd5 en provocar respuestas de anticuerpos a la proteína gp120 tanto a las 3 
como a las 6 semanas después de la administración inicial por vía oral. En particular, el título de anticuerpos 
promedio para gp120 fue 100 veces mejor con el grupo de DS1 que con el grupo de rAd5 en la semana 6. También 
parece que el grupo de DS1 se reforzó por la readministración en la semana 4, porque el título promedio aumentó
más de 20 veces entre las semanas 3 y 6 mientras que el grupo de rAd5 solo mostró un ligero aumento en el título 20
medio de anticuerpos. Los resultados demuestran que la adición de un agonista de TLR-3 puede mejorar
enormemente respuestas de anticuerpos mediadas por Ad5 a antígenos de interés tras la administración por vía oral 
de un vector adenoviral quimérico que comprende un ácido nucleico que codifica el antígeno de interés. Como 
control positivo para el ensayo también se midieron sueros de un animal inyectado subcutáneamente con gp120 
más adyuvante completo de Freund en el ELISA de anti-gp120 en la semana 3. Los animales sin tratar y los 25
animales administrados con el análogo de ARNbc solo (ARNbc) sirvieron de controles negativos y de fondo,
respectivamente, para el ELISA. Cada grupo contuvo 6 animales.

Ejemplo 3: Construcción de un segundo vector adenoviral quimérico (DS1b) y un tercer vector adenoviral quimérico
(DS1c)30

Se insertó un ácido nucleico que codifica la proteína verde fluorescente (GFP) en pShuttle-CMV (Qbiogene) usando 
digestos de enzima de restricción estándar. El plásmido pShuttleCMV-GFP se combinó por recombinación homóloga 
con el vector pAd (Qbiogene) como se describe antes con el fin de generar un vector capaz de producir Ad 
recombinante (delecionado en E1/E3) que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica GFP. Se35
clonó un ácido nucleico que codifica hemaglutinina (HA) de la gripe A/PR/8/34 y se puso en el vector pShuttle-CMV 
(Qbiogene) (SEQ ID NO: 13). El plásmido pShuttleCMV-HA (PR/8) se combinó por recombinación homóloga con el 
vector pAd (Qbiogene) como se describe antes con el fin de generar un vector capaz de producir Ad recombinante 
(delecionado en E1/E3) que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica HA. El Ad recombinante se 
generó transfectando la nueva construcción de expresión pAd-CMV-GFP y pAd-CMV-HA en células 293. Los títulos 40
se midieron por métodos convencionales.

Ejemplo 4: DS1b (Ad-CMV-GFP más agonista de TLR-3) y DS1c (Ad-CMV-HA más agonista de TLR-3) es superior a
rAd5 estándar para inducir una respuesta inmunitaria específica de antígeno.

45
Se administraron 1,0x107 UFP de cualquiera de Ad-CMV-GFP más 5 ug/ml de poli I:C (DS1b) o Ad-CMV-GFP (rAd5) 
a animales por sonda nasogástrica oral en la semana 0. Ambos virus expresan la GFP bajo el control de un 
promotor del CMV y usan adenovirus delecionados en E1/E3 recombinantes tipo 5. Los títulos de anticuerpos para
GFP se midieron en el plasma 3 semanas después de la administración de virus inicial por ELISA de IgG anti-GFP. 
Como se muestra en la Figura 2, el grupo DS1b rindió significativamente mejor que rAd5 en provocar respuestas de 50
anticuerpos a la proteína GFP 3 semanas después de la administración inicial por vía oral.

Las respuestas de linfocitos T CD8+ a GFP se midieron por tinción con tetrámeros de esplenocitos. Los animales se 
vacunaron en las semanas 0, 4, 8 y los bazos se recogieron en la semana 10. Los esplenocitos se tiñeron con CD8-
FITC y el tetrámero que reconoce el epítope inmunodominante para GFP en ratones Balb/c. Los resultados 55
muestran que la administración por vía oral del vector DS1b fue estadísticamente mejor que rAd solo en inducir 
células CD8 positivas con tetrámeros (Figura 2b).

Se administraron 1,0x107 UFP de cualquiera de Ad-CMV-HA más 5 ug/ml de poli I:C (DS1c) o Ad-CMV-HA (rAd5) a
animales por sonda nasogástrica oral en la semana 0. Ambos virus expresan HA bajo el control de un promotor del 60
CMV y usan adenovirus delecionados en E1/E3 recombinantes tipo 5. Los títulos de anticuerpos para HA se 
midieron en el plasma 3 semanas después de la administración de virus inicial por ELISA de IgG anti-PR8/34. El 
procedimiento para medir las respuestas de anticuerpos es similar al descrito antes, con la excepción de que las 
placas de ELISA se recubrieron con 5 ug/ml de lisado de A/PR8/34 completo (Advanced Biotechnology Incorporated, 
Gaithersburg, MD). Como se muestra en la Figura 2C, el grupo DS1c rindió significativamente mejor 65
(aproximadamente 100 veces mejor) que rAd5 en provocar respuestas de anticuerpos a la gripe 3 semanas después 
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de la administración inicial por vía oral. Los resultados de estos estudios también demuestran que el enfoque de uso 
de agonista de TLR-3 junto con un vector adenoviral recombinante quimérico puede aplicarse generalmente a
múltiples antígenos heterólogos diferentes, con una mejora de 100 veces en el título de anticuerpos.

Ejemplo 5. Las vías de administración no parenterales son superiores a las vías parenterales5

Se probó la administración intramuscular inyectando directamente 1,0x107 ufp de pAd-CMV-gp120 (DS10 +/- poli 
I:C) a 5 ug/ml en el cuádriceps de animales. Se midieron títulos de IgG en suero plasmático para GFP como se 
describe antes. Cada grupo contuvo 6 animales. Como se muestra en la Figura 3A, se observaron títulos de 
anticuerpos significativo para gp120 3 semanas después de la administración en el grupo con agonista de TLR-310
(rAd+PI i.m.). (Figura 3a).

Se probó la administración intranasal administrando 20 ul de 1,1x106 ufp de DS1c +/- 5 ug/ml de poli I:C en la fosa 
nasal de ratones. Los ratones se anestesiaron ligeramente con isoflurano antes de administrar el virus formulado en 
solución salina estéril. Los resultados muestran que rAd-CMV-HA más poli I:C (DS1c) tuvo títulos de anticuerpos 15
ligeramente mayores en comparación con animales administrados con rAd-CMV-HA estándar. Los resultados se 
representan como animales individuales para los grupos de DS1c (N=6) y rAd (N=5). Se usan animales sin tratar 
(N=4) para controles negativos.

Ejemplo 6. Construcción de un agonista de TLR-3 expresado.20

Se sintetizó un segmento de ADN corto de 45 pb ordenando oligos de ADN que cuando se hibridaron juntos
formaron un segmento de 45 pb designado para preparar una horquilla de ARN bicatenario 
(GAAACGATATGGGCTGAATACGGATCCGTATTCAGCCCATATCGTTTC) (SEQ ID NO: 10). Este segmento corto 
(llamado luc1) se clonó en el plásmido pSK-que contiene el promotor de beta-actina humana y una cola de poli A de25
BGH. Este plásmido se llama pSk-luc1.

Ejemplo 7. Las funciones de pSK-luc 1 en cultivos celulares dendríticos como poli I:C, los efectos de poli I:C y rAd 
son aditivos.

30
Para determinar si el agonista de TLR-3 expresado del Ejemplo 6 anterior podría servir de inductor de citocinas pro-
inflamatorias y maduración de células dendríticas como el ligando de TLR-3 poli I:C, se probó un agonista de TLR-3 
de ARNbc expresado en cultivos celulares dendríticos. Se cultivaron médula ósea de los fémures de ratones Balb/c 
con ligando flt-3 (200 ng/ml), 5 % de suero, en medio DMEM, con el fin de preparar cultivos celulares dendríticos 
primarios. Cinco días después de establecerse los cultivos de médula ósea primarios, se transfectaron células 293 35
con tanto pSk-luc1, pSK-beta2 (un segmento largo de beta-galactosidasa que forma una horquilla de 200 pb) como 
pcDNA3 (vector de expresión vacío). En el día 6, las células transfectadas se trataron por irradiación UV (20 
segundos a 40 kJ/cm2) para producir la apoptosis y estas células se administraron a las células dendríticas. 
Cualquiera de poli I:C (1 ug/ml), rAd (1 ufp/célula), rAd + poli I:C, células transfectadas con pSK-luc1, células 
transfectadas con pSK-beta2, o células transfectadas con pcDNA3, se administraron a las células dendríticas y se 40
cultivaron durante la noche. Como se muestra en la Figura 4A, las células transfectadas con pSK-luc1 pueden 
mejorar significativamente la activación de células dendríticas como se mide por el ELISA de IL-6 de ratón. Los 
resultados de este experimento también muestran que la combinación de rAd más ligando de TLR3 (poli I:C) juntos
pueden mejorar enormemente la actividad de células dendríticas.

45
También se probaron ligandos adicionales. El agonista de TLR-3 expuesto en SEQ ID NO: 11 (m1) también forma 
una horquilla de ARNbc de aproximadamente el mismo tamaño que luc1. Esto se hizo solapando oligonucleótidos e 
hibridándolos juntos antes de la clonación en el vector pSK bajo el control del promotor de beta-actina humana. Los 
vectores se transfectaron en células 293 y se administran a células dendríticas primarias como se describe antes. 
Como se muestra en la Figura 4B, estos ligandos adicionales pueden activar células dendríticas similar a las del 50
ligando luc1 (Figura 4B).

Ejemplo 8. Construcción de un cuarto vector adenoviral quimérico (DS2) y vectores de clonación rápida (DS2beta-
luc y DS2C-luc).

55
Un ácido nucleico que codifica gp120 (del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program) se puso bajo el 
control de un promotor del CMV con un intrón pequeño justo en la dirección 5’ del codón de iniciación en el vector 
lanzadera (pShuttleCMV, Qbiogene). Se puso una cola de poli A de bGH en la dirección 3’ del ácido nucleico que 
codifica gp120. El agonista de TLR-3 de ARNbc luc1 bajo el control del promotor de beta-actina humana y poli A 
(descritos en el Ejemplo 5 anteriormente) se insertó en el vector de gp120 pShuttle de forma que tanto el ácido 60
nucleico que codifica gp120 como el ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 estuvieran contenidos en un 
único vector bajo el control de dos promotores separados. La orientación de la expresión del ácido nucleico que 
codifica el antígeno de interés y la expresión del agonista de TLR-3 se ilustra en la Figura 5.

También se construyeron dos vectores lanzadera genéricos llamados DS2beta-luc (SEQ ID NO: 14) y DS2C-luc 65
(SEQ ID NO: 15) de forma que un ácido nucleico que codifica cualquier antígeno de interés pudiera insertarse bajo 
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un promotor del CMV y cualquiera del promotor de beta-actina humana o un promotor del CMV se usara para 
conducir la expresión de un agonista de TLR-3 de ARNbc. En particular, el vector DS2C-luc tiene un sitio Kpn 1 
único en el que puede clonarse fácilmente un ácido nucleico que codifica un antígeno de interés. El fin de estos 
vectores es hacer la posterior construcción de vectores mucho más fácil debido a que un ácido nucleico que codifica 
cualquier antígeno de interés podría insertarse en el sitio de clonación para fabricar rápidamente un vector capaz de5
provocar respuestas de anticuerpos y linfocitos T contra el antígeno de interés. La recombinación homóloga de DS2 
con el pAd de vector (Qbiogene) se realizó como antes con el fin de generar un vector capaz de producir Ad 
recombinante (delecionado en E1/E3) que contenía un ácido nucleico que codifica GFP y un ácido nucleico que 
codifica el agonista de TLR-3 de ARNbc luc1. Se generó Ad recombinante transfectando la nueva construcción de 
expresión pAd-beta-actina-luc1-CMV-gp120 en células 293. Los títulos se midieron por métodos convencionales.10

Ejemplo 9: Inducción de una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración oral de DS2.

Se administraron 1,0x107 UFP de cualquiera de pAd-CMV-gp120 más el agonista de TLR-3 luc1 (DS2) o pAd-CMV-
gp120 (rAd5) a animales por sonda nasogástrica oral en la semana. Ambos virus expresan el gp120 bajo el control 15
de un promotor del CMV y usan adenovirus delecionados en E1/E3 recombinantes tipo 5. Los títulos de anticuerpos 
para gp120 se midieron en el plasma 3 semanas después de la administración de virus por ELISA de IgG anti-
gp120. El protocolo de ELISA se ha descrito antes (Tucker, et al, Mol Therapy 8:392 (2004)). Los resultados 
demuestran que DS2 puede inducir aproximadamente una mejora de 2 log en el título de anticuerpos para gp120, el 
antígeno heterólogo usado en el experimento. El vector de DS2 comprende una secuencia de ácidos nucleicos que 20
codifica que expresa gp120 y una secuencia de ácidos nucleicos que expresa un agonista de TLR-3 de ARNbc. 
Como control positivo para el ensayo también se midieron sueros de dos animales inyectados subcutáneamente con 
10 microgramos de proteína gp120 más adyuvante completo de Freund en el ELISA de anti-gp120. Los animales sin 
tratar sirvieron de controles negativos para el ELISA. Cada grupo contuvo 6 animales. Los resultados se ilustran en 
la Figura 6.25

Ejemplo 10: Inducción de una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración oral de DS3.

Se administraron 1,0x107 UFP de cualquiera de pAd-CMV-HA de la gripe (de A/PR/8/34) más el ligando de TLR7/8
ácido poliuridílico (DS3) o pAd-CMV-HA (rAd5) a animales por sonda nasogástrica oral en la semana 0. Ambos virus30
expresan HA de la gripe bajo el control de un promotor del CMV y usan adenovirus delecionados en E1/E3 
recombinantes tipo 5. Los títulos de anticuerpos para HA se midieron en el plasma 3 semanas después de la 
administración de virus por ELISA de IgG anti-HA de la gripe. Cada grupo contuvo 6 animales. Los resultados se 
ilustran en la Figura 7.

35
Ejemplo 11: Construcción de un quinto, un sexto y un séptimo vector adenoviral quimérico (DS2b, DS2b-for y ND1.1 
214).

Se sintetizó el gen HA de la gripe (A/Indo/5/2005) por CelTek (Nashville, TN) y se dispuso en el vector pShuttle-CMV 
(Qbiogene) que tiene un promotor del CMV con un intrón pequeño justo en la dirección 5’ del codón de iniciación en 40
el vector lanzadera. El ADN de luc1 con promotor de beta-actina humana y poli A (descrito en el Ejemplo 5) se 
colocaron en el vector en la dirección 3’ del antígeno, en la orientación mostrada en la Figura 5 para DS2b. La 
secuencia de luc1 es (GAAACGATATGGGCTGAATACGGATCCGTATTCAGCCCATATCGTTTC) (SEQ ID NO: 10) 
y el vector pShuttle completo se expone en SEQ ID NO: 6. Una orientación alternativa de luc1 con el promotor en un 
vector lanzadera se describe como SEQ ID NO: 7 y se designa DS2b-for. Los presentes inventores también han 45
construido otro vector pShuttle (llamado DS2bC-HA) (SEQ ID NO: 16) que comprende dos promotores del CMV
separados que conducen la expresión del agonista de TLR-3 luc1 y HA de la gripe descritos anteriormente. La 
recombinación homóloga con el vector pAd (Qbiogene) se realizó como antes con el fin de generar vectores capaces 
de producir Ad recombinante (delecionados en E1/E3) que contenía el ácido nucleico que codifica HA y el agonista 
de TLR-3 luc1 bajo promotores separados. Se generó Ad recombinante transfectando las nuevas construcciones de50
pAd en células 293. Los títulos se midieron por métodos convencionales. El vector de pAd completado que contiene 
DS2C-luc se llamó ND1.1 214 y se depositó en el depósito de patentes de ATCC el 22 de febrero de 2007 
(Manassus, VA). La secuencia de ácidos nucleicos de este vector adenoviral quimérico se expone en SEQ ID NO: 
17. El ácido nucleico que codifica el antígeno heterólogo está en negrita y está flanqueado por un sitio de 
reconocimiento Cla I sobre el extremo 5’ y un sitio de reconocimiento Not 1 sobre el extremo 3'. La secuencia de 55
ácidos nucleicos que codifica los agonistas de TLR-3 está en cursiva, con la secuencia de conector en negrita. Una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica cualquier antígeno de interés y una secuencia de ácidos nucleicos que 
codifica cualquier agonista de TLR-3 expresado adecuado puede insertarse en el vector adenoviral quimérico.

Ejemplo 12: Inducción de una respuesta inmunitaria específica de antígeno tras la administración oral de DS2b.60

Se administraron 1,0x107 UFP de cualquiera de pAd-CMV-HA más el agonista de TLR-3s luc1 en la orientación 
inversa (DS2b) u orientación directa (DS2b-for), o pAd-CMV-HA (rAd5), a animales por sonda nasogástrica oral en la 
semana 0. Estos virus expresan el antígeno HA de la gripe bajo el control de un promotor del CMV y usan 
adenovirus delecionados en E1/E3 recombinantes tipo 5. Los títulos de anticuerpos para HA se midieron en el 65
plasma 3 semanas después de la administración de virus por ELISA de IgG anti-HA. Los resultados demuestran que
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el vector de DS2b provoca una respuesta de anticuerpos a la proteína HA superior al vector de rAd estándar (rAd5). 
El vector de DS2b contiene rAd5 que expresa HA, además de expresar un agonista de receptor 3 tipo Toll (TLR3), 
una horquilla de ARN bicatenario, demostrando que el uso del ligando de ARNbc codificado puede mejorar 
respuestas inmunitarias adaptativas a antígenos de interés. Como se muestra en la Figura 8A y la Figura 6, el
ARNbc expresado puede mejorar respuestas inmunitarias adaptativas a múltiples antígenos heterólogos diferentes. 5
Los animales sin tratar sirvieron de control negativo para el ELISA. Cada grupo contuvo 6 animales.

Se examinaron vectores en la orientación opuesta (DS2for) para respuestas de anticuerpos tras tanto administración 
oral como intramuscular de 1,0x107 ufp de virus por animal a 0 y 5 semanas. Las respuestas de anticuerpos a HA se 
midieron 4 y 7 semanas después de la administración inicial. Como se muestra en la Figura 8B, el vector de 10
orientación opuesta también pueden inducir respuestas de anticuerpos sustanciales a antígenos heterólogos. DS1b 
y DS1b para los vectores indujeron respuestas similares a HA en el momento de tiempo de 4 semanas. 
Significativamente, el efecto de refuerzo de la respuesta de anticuerpos se demostró con DS1b para el vector y 
mostró que podrían usarse múltiples dosis para aumentar las respuestas de anticuerpos al antígeno heterólogo.

15
También se demostró otro ejemplo de potencial del enfoque de vectores adenovirales quiméricos. El vector ND1.1 
214 se administró a animales por administración oral (1,0x107 ufp) o intranasal (3x106 ufp) y las respuestas de 
anticuerpos al antígeno heterólogo se midieron en la semana 3. Como se muestra en la Figura 8C, se midieron 
respuestas de anticuerpos sustanciales a HA tras la administración por vía oral, muy más allá de los valores típicos
de una administración única por vía oral de vector de rAd.20

Listado de secuencias informal

SEQ ID NO: 1 (DS1)
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SEQ ID: 2 (Secuencia del vector DS2)
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SEQ ID No: 3 

Seq id no: 45
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SEQ NO: 5
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SEQ ID: 6
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SEQ ID: 7
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SEQ ID: 14 DS2beta-luc
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SEQ ID: 16 vector lanzadera HA, CMV-luc
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SEQ ID NO: 17 (ND1.1 214)
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresión adenoviral quimérico, comprendiendo dicho vector un casete de expresión que comprende 
los siguientes elementos:

5
(a) un primer promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un agonista de receptor 3 tipo Toll 
(TLR-3), en el que el agonista de TLR-3 es ARNbc heterólogo y en el que el ácido nucleico que codifica el 
agonista de TLR-3 comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 8, 
9, 10, 11 y 12; y
(b) un segundo promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo 10
inmunogénico.

2. El vector de expresión adenoviral quimérico de la reivindicación 1, en el que el primer promotor y el segundo 
promotor son los mismos, opcionalmente en el que el primer promotor y el segundo promotor son, cada uno, un 
promotor del CMV.15

3. Una composición inmunogénica que comprende el vector de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 
precedentes y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

4. Un vector de expresión adenoviral quimérico, comprendiendo dicho vector un casete de expresión que comprende 20
los siguientes elementos:

(a) un primer promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un agonista de receptor 3 tipo Toll 
(TLR-3), en el que el agonista de TLR-3 es ARNbc heterólogo; y
(b) un segundo promotor unido operativamente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido heterólogo 25
inmunogénico

para su uso en un método de tratamiento que provoca una respuesta inmunitaria, comprendiendo dicho método 
administrar una cantidad inmunogénicamente eficaz del vector a un sujeto mamífero, tal como un ser humano, en el
que la respuesta inmunitaria se dirige contra el polipéptido heterólogo, y en el que la vía de administración se30
selecciona del grupo que consiste en oral, intranasal y mucosa, tal como vaginal.

5. El vector para el uso de la reivindicación 4, en el que el polipéptido heterólogo se expresa en una célula 
seleccionada del grupo que consiste en una célula dendrítica, una célula de micropliegue y una célula epitelial 
intestinal.35

6. El vector de la reivindicación 1, en el que el ARNbc heterólogo es ARN de horquilla corta (ARNhc).

7. Una composición inmunogénica, comprendiendo dicha composición:
40

(a) un vector de expresión adenoviral quimérico que comprende un promotor unido operativamente a un ácido 
nucleico que codifica un polipéptido heterólogo inmunogénico;
(b) un agonista de TLR-3, en el que el agonista de TLR-3 es ARNbc heterólogo; y
(c) un vehículo farmacéuticamente aceptable;

45
para su uso en un método de tratamiento que provoca una respuesta inmunitaria, comprendiendo dicho método 
administrar una cantidad inmunogénicamente eficaz de la composición a un sujeto mamífero, tal como un ser 
humano, en el que la respuesta inmunitaria se dirige contra el polipéptido heterólogo, y en la que la vía de 
administración se selecciona del grupo que consiste en oral, intranasal y mucosa, tal como vaginal.

50
8. La composición para el uso de la reivindicación 7, en la que un promotor es un promotor del CMV.

9. La composición para el uso de la reivindicación 7, en la que el agonista de TLR-3 es un ácido nucleico que 
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11 y 12.

55
10. La composición para el uso de la reivindicación 7, en la que el polipéptido heterólogo se expresa en una célula 
seleccionada del grupo que consiste en una célula dendrítica, una célula de micropliegue y una célula epitelial 
intestinal.

11. La composición para el uso de la reivindicación 7, en la que el ARNbc heterólogo es ARN de horquilla corta 60
(ARNhc).

12. El vector de la reivindicación 1, el vector para el uso de la reivindicación 4, o la composición para el uso de la 
reivindicación 7, en el que el polipéptido heterólogo es:

65
(a) un polipéptido env del VIH, tal como un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en gp41, gp120 y 
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gp160;
(b) un polipéptido HA de la gripe;
(c) un antígeno del virus del herpes simple (VHS); o
(d) un antígeno del virus del papiloma humano (VPH).

5
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