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2 

 
DESCRIPCIÓN 

 
Vacunas de filovirus basadas en un vector adenovírico de chimpancé 
 5 
Campo de la invención  
 
La presente invención se refiere en general a vacunas víricas y, más particularmente, a vacunas de filovirus basadas 
en vectores adenovíricos de chimpancé. 
 10 
Antecedentes de la invención 
 
Los virus Ébola, y los virus Marburg relacionados genéticamente, virus de la familia Filoviridae, se asocian a brotes 
de fiebre hemorrágica altamente letal en seres humanos en Norteamérica, Europa, y África (Peters, C.J. et al. in: 
Fields Virology, eds. Fields, B.N. et al. 1161-1176, Philadelphia, Lippincott-Raven, 1996; Peters, C.J. et al. 1994 15 
Semin Virol 5:147-154). Los virus Ébola son virus ARN de cadena negativa comprendidos por cinco subtipos, 
incluyendo los descritos en los episodios de Zaire, Sudán, Restos, Costa de Marfil y Bundibugyo (Sanchez, A. et al. 
1996 PNAS USA 93:3602-3607). El virus Ébola, se reconoció por primera vez durante un brote en 1976 el valle del 
río Ébola de Zaire (actualmente la República Democrática del Congo), en África. Las tasas de mortalidad varían 
entre las diferentes especies, abarcando desde aproximadamente un 35 aun 90 % para los más virulentos, Zaire y 20 
Sudán. El desarrollo de vacunas eficaces y/o fármacos es altamente prioritario. Los virus Ébola (EBOV) y Marburg 
(MARV) también se han categorizado como agentes patógenos prioritarios de clase A debido a su virulencia, 
facilidad de diseminación, falta de contramedidas eficaces para prevenirlos o tratarlos, y su potencial para producir 
pánico entre el público y alteraciones sociales. 
Aunque se han definido varios subtipos, la organización genética de los virus Ébola es similar, cada uno contiene 25 
siete genes dispuestos linealmente en una matriz. Entre las proteínas vírica, la glicoproteína de la envoltura existe 
en dos formas alternativas, una proteína secretada de 50-70 kilodaltons (kDa) de función desconocida codificada por 
el genoma vírico y una glicoproteína transmembrana de 130 kDa generada por edición del ARN que media en la 
penetración vírica (Peters, C.J. et al. in: Fields Virology, eds. Fields, B.N. et al. 1161-1176, Philadelphia, Lippincott-
Raven, 1996; Sanchez, A. et al. 1996 PNAS USA 93:3602-3607). Otros productos genéticos estructurales incluyen la 30 
nucleoproteína (NP), las proteínas de la matriz VP24 y VP40, proteínas presumiblemente no estructurales VP30 y 
VP35, y la polimerasa vírica (revisada en Peters, C.J. et al. in: Fields Virology, eds. Fields, B.N. et al. 1161-1176, 
Philadelphia, Lippincott-Raven, 1996). Aunque la variación espontánea de su secuencia de ARN se produce en la 
naturaleza, parece que hay menos polimorfismo de nucleótidos en los subtipos de Ébola que entre otros virus ARN 
(Sanchez, A. et al. 1996 PNAS USA 93:3602-3607), sugiriendo que la inmunización puede ser útil en la protección 35 
contra esta enfermedad. Los intentos previos para provocar respuestas inmunitarias protectoras contra el virus Ébola 
que utilizan las estrategias de inmunización activa y pasiva tradicionales no han tenido, sin embargo, éxito en los 
primates (Peters, C.J. et al. in: Fields Virology, eds. Fields, B.N. et al. 1161-1176, Philadelphia, Lippincott-Raven, 
1996; Clegg, J.C.S. et al. 1997 New Generation Vaccines, eds.: Levine, M.M. et al. 749-765, New York, NY. Marcel 
Dekker, Inc.; Jahrling, P.B. et al. 1996 Arch Virol Suppl 11:135-140). 40 
 
Los vectores adenovíricos deficientes en replicación (rAd) son inductores potentes de respuestas inmunitarias 
celulares y por lo tanto han venido a servir como vectores útiles para vacunas basadas en gene, particularmente 
para lentivirus y filovirus, así como otros agentes no víricos (Shiver, et al., (2002) Nature 415(6869): 331-5; (Hill, et 
al., Hum Vaccin 6(1): 78-83. ; Sullivan, et al., (2000) Nature 408(6812): 605-9; Sullivan et al., (2003) Nature 45 
424(6949): 681-4; Sullivan, et al., (2006) PLoS Med 3(6): el77; Radosevic, et al., (2007); Santra, et al., (2009) 
Vaccine 27(42): 5837-45. Sullivan et al, (2006) Nature 424(6949) desvela la protección inmunitaria de primates no 
humanos contra el virus Ébola con una única dosis baja de vectores adenovíricos que codificaban glicoproteínas 
modificadas. Las vacunas basadas en adenovirus tienen varias ventajas en vacunas humanas ya que pueden 
producir altos títulos en condiciones GMP y han demostrado que son seguras e inmunogénicas en seres humanos 50 
(Asmuth, et al., J Infect Dis 201(1): 132-41; Kibuuka, et al.,J Infect Dis 201(4): 600-7; Koup, et al., PLoS One 5(2): 
e9015. ; Catanzaro, et al, (2006) J Infect Dis 194(12): 1638-49; Harro, et al, (2009) Clin Vaccine Immunol 16(9): 
1285-92). Aunque la mayoría del trabajo inicial con vacunas se llevó a cabo utilizando el rAd5 debido a su potencia 
significativa para provocar amplias respuestas de anticuerpos y células T CD8+, la inmunidad pre-existente al rAd5 
en seres humanos puede limitar su eficacia (Catanzaro, (2006); Cheng, et al, (2007) PLoS Pathog 3(2): e25.; 55 
McCoy, et al, (2007) J Virol 81(12): 6594-604.; Buchbinder, et al, (2008) Lancet 372(9653): 1881-93). Esta propiedad 
puede restringir el uso del rAd5 en aplicaciones clínicas para muchas vacunas que están actualmente en desarrollo 
incluyendo las del virus Ébola (EBOV) y virus Marburg (MARV). 
 
Para sortear el problema de la inmunidad pre-existente al rAd5, están bajo investigación actualmente varios vectores 60 
alternativos. Estos incluyen vectores adenovíricos derivados de serotipos humanos raros, y vectores derivados de 
otros animales tales como los chimpancés (Vogels, et ah, (2003) J Virol 77(15): 8263-71; Abbink, et al, (2007) / Virol 
81: 4654-63; Santra, (2009) Vaccine 27(42): 5837-45). Los vectores adenovíricos de chimpancé también se 
describen en los documentos WO 2010/086189, WO 2005/071093 y WO 98/10087. 
 65 
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Sería por lo tanto deseable proporcionar una vacuna que provoque una respuesta inmunitaria contra un filovirus o 
una enfermedad causada por una infección con filovirus utilizando vectores adenovíricos mejorados. Será deseable 
adicionalmente proporcionar métodos para producir y utilizar dicha vacuna. La presente invención se enfrenta a 
estas o tras necesidades. 
 5 
Sumario 
 
La presente divulgación proporciona vacunas para la inducción de una respuesta inmunitaria y la protección contra 
la infección por filovirus mediante el uso de una vacuna preventiva en seres humanos. En particular, la invención 
proporciona vectores adenovíricos de serotipo ChAd3 de recombinantes de chimpancé que comprenden un ácido 10 
nucleico que codifica una glicoproteína del virus Ébola, o una composición inmunogénica el mismo para su uso en 
un método de inducción de una respuesta inmunitaria contra un antígeno glicoproteico del virus Ébola en un sujeto. 
Los vectores adenovíricos del serotipo ChAd3 recombinantes de chimpancé incluyen opcionalmente un adyuvante. 
Se proporcionan secuencias adenovíricas de chimpancé a modo de ejemplo con Ébola y Marburg en las SEQ ID 
NO: 1-9. 15 
 
Definiciones 
 
Una “proteína de cápside de adenovirus” se refiere a una proteína en la cápside de un adenovirus (por ejemplo, 
adenovirus de chimpancé) que está implicada en la determinación del serotipo y/o del tropismo de un adenovirus 20 
particular. Las proteínas de la cápside adenovírica normalmente incluyen las proteínas de la fibra, pentona y/o 
hexona. Como se utiliza en el presente documento una “proteína de la cápside de adenovirus” puede ser, por 
ejemplo, una proteína de la cápside quimérica que incluye secuencias proteicas de dos aislados adenovíricos. 
 
Los términos “adyuvante” e “inmunoestimulante” se utilizan de manera intercambiable en el presente documento, y 25 
se definen como una o más sustancias que producen la estimulación del sistema inmunitario. En este contexto, un 
adyuvante se utiliza para aumentar una respuesta inmunitaria contra los vectores adenovíricos de la invención. 
 
La expresión “que se corresponde con”, cuando se aplica a posiciones de restos de aminoácido en las secuencias, 
significa las posiciones correspondientes en una pluralidad de secuencias cuando las secuencias se alinean de 30 
manera óptima. 
 
Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o más secuencias de ácido nucleico o 
polipéptido, (por ejemplo, las proteínas de la cápside de adenovirus de la invención y los polinucleótidos que las 
codifican) se refieren a dos o más secuencias o subsecuencias que son la misma o tienen un porcentaje específico 35 
de estos de aminoácidos o nucleótidos que es el mismo, cuando se comparan y alinean para su máxima 
correspondencia, como se mide utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparación o por inspección visual. 
El porcentaje de identidad de secuencia se determina comparando dos secuencias alineadas de manera óptima 
sobre una ventana de comparación, en la que la parte de secuencia del polinucleótido de la ventana de comparación 
puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que 40 
no comprende adiciones o eliminaciones) por alineamiento óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula 
determinando el número de posiciones en las que existe una base de ácido nucleico o un resto de aminoácido en 
ambas secuencias para dar lugar al número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones 
coincidentes por el número de posiciones total en la ventana de comparación y multiplicando el resultado por 100 
para dar lugar al porcentaje de identidad de secuencia. 45 
 
Una molécula de ácido nucleico “aislado” o vector adenovírico es una molécula de ácido nucleico (por ejemplo, un 
ARN o ADN) o virus, que se ha retirado de su entorno nativo. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinantes 
contenidas en un vector se consideran aisladas para los fines de la presente invención. Ejemplos adicionales de 
moléculas de ADN aislado incluyen moléculas de ADN recombinante que se mantienen en células huésped 50 
heterólogas o moléculas de ADN (parcial o sustancialmente) purificadas en solución. Las moléculas de ARN 
aisladas incluyen las transcripciones de ARN in vivo o in vitro de las moléculas de ADN de la presente invención. Las 
moléculas de ácido nucleico aisladas de acuerdo con la presente invención incluyen adicionalmente dichas 
moléculas producidas sintéticamente. 
 55 
“Unidos operativamente” indica que dos o más segmentos de ADN se unen de manera que funcionan en concierto 
para sus fines pretendidos. Por ejemplo, las secuencias codificantes están unidas operativamente al promotor en la 
fase de lectura correcta de manera que la transcripción se inicia en el promotor y progresa a lo lardo del segmento 
codificante hasta el terminador. 
 60 
Un “polinucleótido” es un polímero de cadena sencilla o doble de bases de un desoxirribonucleótido o ribonucleótido 
que se lee normalmente desde el extremo 5’ al 3’. Los polinucleótidos incluyen el ARN y ADN, y se pueden aislar de 
fuentes naturales, sintetizarse in vitro, o prepararse a partir de una combinación de moléculas naturales y sintéticas. 
Cuando se aplica el término a moléculas de cadena doble se usa para señalar la longitud total y se entenderá que es 
equivalente a la expresión “pares de bases”. 65 
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Un “polipéptido” es un polímero de restos de aminoácidos unido por enlaces peptídicos, sea producido natural o 
sintéticamente. Se hace referencia a los polipéptidos de menos de aproximadamente 50 restos de aminoácido 
comúnmente como “oligopéptidos”. 
 
El término “promotor” se utiliza en el presente documento por su significado reconocido en la técnica para indicar 5 
una parte de un gen que contiene secuencias de ADN que proporciona la unión de la ARN polimerasa y el inicio de 
la transcripción de una secuencia codificante unida operativamente. Las secuencias promotoras se encuentran 
normalmente en las regiones no codificantes 5’ de los genes. 
 
Una “proteína” es una macromolécula que comprende una o más cadenas polipeptídicas. Una proteína puede 10 
comprender también componentes no peptídicos, tales como grupos de carbohidrato. Los carbohidratos y otros 
sustituyentes no peptídicos se pueden añadir a una proteína por la célula en la cual se produce la proteína, y variará 
con el tipo de célula. Las proteínas se definen en el presente documento en términos de sus estructuras de armazón 
de aminoácidos; sustituyentes tales como los grupos de carbohidrato no se especifican en general, pero no obstante 
pueden estar presentes. 15 
 
La frase “sustancialmente idéntica”, en el contexto de los dos ácidos nucleicos o polipéptidos de la invención (por 
ejemplo, proteínas de la cápside de adenovirus o antígenos de filovirus), se refiere a dos o más secuencias o 
subsecuencias que tienen al menos un 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, y 95 % de identidad de 
nucleótidos o restos de aminoácidos, cuando se compara y alinea con máxima correspondencia, según se mide 20 
utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparación de secuencia o por inspección visual. En algunas 
realizaciones, la identidad sustancial existe sobre una región de las secuencias que es al menos de 
aproximadamente 50 restos, al menos aproximadamente 100 restos, o al menos aproximadamente 150 restos de 
longitud. En una realización, las secuencias son sustancialmente idénticas sobre la longitud completa de las 
regiones codificantes. 25 
 
Para la comparación de secuencia, normalmente una secuencia que actúa como secuencia de referencia, se 
compara con las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparación de secuencia, las 
secuencias de ensayo y referencia se introducen en una computadora, se diseñan las coordinadas de subsecuencia, 
si fuera necesario, y se diseñan los parámetros del programa del algoritmo de secuencia. El algoritmo de 30 
comparación de secuencia calcula entonces el porcentaje de identidad de secuencia para las secuencias de ensayo 
con respecto a la secuencia de referencia basándose en los parámetros del programa diseñados. 
 
El alineamiento óptimo de secuencia para la comparación se puede llevar a cabo, por ejemplo, por el algoritmo de 
homología local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineamiento de homología 35 
de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el método de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, 
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por programas computarizados de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, 
FASTA, y TFASTA del Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., 
Madison, WI), o por inspección visual (véase, en general, Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al, 
eds., Current Protocols, una empresa conjunta de Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., 40 
(1995 Suplemento) (Ausubel)). 
 
Ejemplos de algoritmos que son adecuados para la determinación del porcentaje de identidad de secuencia y 
similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1990) /. Mol. Biol. 
215: 403-410 y Altschul et al. (1977) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente. El software para llevar a 45 
cabo los análisis BLAST está disponible públicamente mediante el Centro Nacional de Información Biotecnológica. 
Este algoritmo implica una primera identificación de pares de secuencia con alta puntuación (HSP) identificando las 
palabras cortas de longitud W en la secuencia de búsqueda, con cada coincidencia o que satisface algún valor del 
umbral valorado como positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en la secuencia de la base 
de datos. Se hace referencia a T como puntuación de palabra del umbral de vecindad (Altschul et al, supra). Estas 50 
palabras con éxito de vecindad inicial actúan como semillas para iniciar las búsquedas para encontrar HSP más 
largas que las contienen. Las palabras con éxito se extienden entonces en ambas direcciones a lo largo de cada 
secuencia hasta la puntuación de alineamiento acumulado que se pueda. Las puntuaciones acumuladas se calculan 
utilizando, para las secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa por par de restos 
coincidentes; siempre > 0) y N (puntación de penalización para los restos que no coinciden; siempre < 0). Para las 55 
secuencias de aminoácidos se utiliza una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulada. La extensión 
de la palabra de éxito en cada dirección se para cuando: la puntuación de alineamiento acumulado falla por la 
cantidad X cuando alcanza su máximo valor; la puntuación acumulada tiende a cero o menos, debido a la 
acumulación de uno o más alineamientos de restos con puntuación negativa, o se alcanza el final de alguna 
secuencia. Los parámetros W, T, y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. 60 
El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una 
expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparación de ambas cadenas. Para las secuencias de aminoácidos, el 
programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de 
puntación BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)). 
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Además de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también lleva a cabo el análisis 
estadístico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y 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 por la que una coincidencia entre dos 
secuencias de nucleótidos o aminoácidos se produciría por casualidad. Por ejemplo, se considera que un ácido 5 
nucleico es similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma más pequeña en una comparación del 
ácido nucleico de ensayo respecto al ácido nucleico es menor de aproximadamente 0,1, menos de 
aproximadamente 0,01, o menos de aproximadamente 0,001. 
 
Una indicación adicional de que dos secuencias de ácido nucleico o polipéptidos de la invención son 10 
sustancialmente idénticos es que el polipéptido codificado por el primer ácido nucleico sea reacciones de manera 
cruzada inmunológicamente con el polipéptido codificado por el segundo ácido nucleico como se describe 
posteriormente. Por lo tanto, un polipéptido normalmente es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por 
ejemplo, cuando los dos polipéptidos se diferencian solo por sustituciones conservadoras. Otra indicación de que 
dos secuencias de ácido nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas se hibridan entre ellas en 15 
condiciones rigurosas, como se describe posteriormente. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 

Fig. 1. Expresión transgénica por los vectores rAd5 , ChAd63 y ChAd3.  Esquema de las características 20 
genómicas del vector rAd. (B) expresión de la GP de Ébola en células HEK293. Las células se transdujeron con 
los vectores rAd5, ChAd63 o ChAd3 con 0, o 101 a 103 pv/célula según se indica. Los lisados celulares se 
recolectaron a las 20 horas después de la transducción y se sometieron SDS-PAGE y análisis de transferencia 
de Western. 
 25 
Fig. 2. La inmunización única con la GP de Ébola ChA d3 (Zaire) generaba respuestas comparables de 
células T CD4+ y de IgG contra rAd5. Se inmunizaron ratones con rAd5 Ébola (Zaire) o ChAd3 Ébola (Zaire) 
con 107, 108 y 109 pv por vía intramuscular. Se recolectaron los bazos y sueros 3 semanas después de la 
inmunización para detectar respuestas inmunitarias por ICS (tinción intracelular de citocinas) y la IgG por ELISA. 
(A) y (B) % de células T CD4+ y CD8+ productoras de IFN-γ, respectivamente. (C) IgG sérica (los sueros se 30 
diluyeron a 1:1000). *p<0,0; *** p<0,001. 
 
Fig. 3. La inmunización única con la GP de Ébola ChA d3 (Zaire) generaba respuestas celulares y 
humorales más fuertes que con ChAd63. Se inmunizaron los ratones con rAd5, ChAd3 o ChAd63 con 109 pv 
por vía intramuscular. Se recolectaron los bazos y el suero 3 semanas después de la inmunización para detectar 35 
respuestas inmunitarias celulares por ICS y respuestas de IgG por ELISA. (A) y (B) % de células T CD4+ y CD8+ 
productoras de IFN-γ, respectivamente. (C) IgG del suero (los sueros se diluyeron a 1:1000). * p<0.05; *** 
p<0,001. 
 
Fig. 4. La inmunización única con ChAd3 Ébola (S/G) g eneraba respuestas celular y humoral 40 
comparables a rAd5.  Los ratones se inmunizaron con rAd5 Ébola (S/G) o Ébola ChAd3 (S/G) con 107, 108 y 109 
pv por vía intramuscular. Se recolectaron los bazos y sueros 3 semanas después de la inmunización para 
detectar respuestas inmunitarias por ICS y la IgG por ELISA. (A) y (B) % de células T CD4+ y CD8+ productoras 
de IFN-γ, respectivamente. (C) IgG sérica (los sueros se diluyeron a 1:1000). * p<0.05; *** p<0,001. 
 45 
Fig.  5. La inmunización única con ChAd3 Ébola (Zaire) gen era respuestas de anticuerpo específicas de 
antígeno. Se inmunizaron monos Cynomolgus con rAd5 o ChAd3 que codifican la GP de EBOV con una dosis 
de 1011 pv por vía intramuscular. El suero se recolectó 4 semanas después de la inmunización para detectar la 
respuesta de IgG por ELISA contra la GP de EBOV. 
 50 
Fig. 6. La inmunización única con la GP de Ébola ChA d3 (Zaire) genera respuestas de células T CD4+ y 
CD8+. Se inmunizaron macacos Cynomolgus con rAd5 o ChAd3 que codifican la GP de EBOV con una dosis de 
1011 pv por vía intramuscular. Se recolectaron células sanguíneas 4 semanas después de 4 semanas después 
de la inmunización para detectar respuestas inmunitarias celulares por tinción de citocinas intracelulares después 
se la estimulación con péptidos de la GP de EBOV. (A) % de células T CD4+ productoras de citocinas, (B) % de 55 
células T CD8+ productoras de citocinas. 
 
Fig. 7. La inmunización única con la GP de Ébola ChA d3 (Zaire) protege a los primates no humanos 
contra un desafío infeccioso con una dosis letal de  EBOV-Zaire. Se inmunizaron macacos Cynomolgus con 
rAd5 o ChAd3 que codifica la GP de EBOV con una dosis de 1011 pv por vía intramuscular. Los sujetos se 60 
desafiaron con 1000 UFP de EBOV-Zaire por vía intramuscular a las 5 semanas después de la inmunización. * 
Se llevaron a cabo 10 controles históricos adicionales con la misma vacuna y virus infeccioso de reserva dieron 
lugar a os mismos resultados de supervivencia. ** Más de 50 controles históricos con el mismo virus de reserva 
infeccioso daban lugar al mismo resultado de supervivencia. 
 65 
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Fig. 8. Una inmunización única con 10 10 pv de Ébola rAdC3 (Zaire) da lugar a respuestas de a nticuerpo 
específicas de antígeno. Se vacunaron macacos Cynomolgus con rAdC3 o rAd5 que codifican la GP de EBOV 
con una dosis de 1010 pv por vía intramuscular. Se recolectó el suero a las 4 semanas después de la 
inmunización para detectar respuestas inmunitarias celulares por tinción de citocinas intracelulares después de la 
estimulación con péptidos de la GP de EBOV. (A) % de células T CD4+ productoras de citocinas, (B) % de 5 
células T CD8+ productoras de citocinas. 
 
Fig. 9. Una inmunización única con 10 10 pv de Ébola rAdC3 (Zaire) da lugar a respuestas de c élulas T 
CD4+ y CD8+ específicas de antígeno. Se vacunaron macacos Cynomolgus con rAdC3 o rAd5 que codifican la 
GP de EBOV con una dosis de 1010 pv por vía intramuscular. Se recolectó el suero a las 4 semanas después de 10 
la inmunización para detectar respuestas inmunitarias celulares por tinción de citocinas intracelulares después de 
la estimulación con péptidos de la GP de EBOV. (A) % de células T CD4+ productoras de citocinas, (B) % de 
células T CD8+ productoras de citocinas. 
 
Fig. 10. Una única inmunización con 10 10 pv  de Ébola rAdC3 (Zaire) protege a primates no humanos  15 
contra infecciones contra un desafío infeccioso con  una dosis letal de EBOV-Zaire.  Se vacunaron monos 
Cynomolgus con rAdC3 o rAd5 que codifican la GP de EBOV con una dosis de 1010 por vía intramuscular. Los 
sujetos se desafiaron con 1000 UFP de EBOV-Zaire por la vía intramuscular a las 5 semanas después de la 
vacunación. * Se llevaron a cabo 10 controles históricos adicionales con la misma vacuna y virus infeccioso de 
reserva dieron lugar a os mismos resultados de supervivencia. ** Más de 50 controles históricos con el mismo 20 
virus de reserva infeccioso daban lugar al mismo resultado de supervivencia. 
 
Fig. 11. Los vectores rChAd que codifican la GP de EB OV humanizados o la GP de EBOV no 
humanizados dan lugar a potentes respuestas inmunit arias en ratones. Cinco ratones hembra Balb/C de 6-8 
semanas de edad de cada grupo se inmunizaron con rAd GP de EBOV con 107 o 108 o 109 partículas víricas 25 
indicadas mediante inyección intramuscular. Se midieron las respuestas inmunitarias celulares (CD4, CD8) en 
PBMC y respuestas inmunitarias (IgG) contra la GP de EBOV a las tres semanas después de la inmunización por 
ICS y ELISA, respectivamente. Zh: GP de EBOV humanizada; Z: GP de EBOV no humanizada; * p<0.05; ** 
p<0,01; *** p<0,001. 
 30 
Fig.  12. Un régimen de primovacunación y refuerzo con rC hAd generaba respuestas inmunitarias 
potentes en ratones. Se inmunizaron ratones hembra Balb/C de 6-8 semanas de edad de cada grupo con rAd 
GP de EBOV la semana 0 y se les reforzó a las 3 semanas con 108 o 109 partículas víricas como se indica 
mediante inyección intramuscular. Se midieron las respuestas inmunitarias celulares (CD4, CD8) en PBMC y 
respuestas humorales (IgG) contra la GP de EBOV la semana 6 por ICS y ELISA, respectivamente. 5: rAd5; C3: 35 
rChAd3; C63: rChAd63; * p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001. 
 
Fig. 13. Los vectores rAd, rMVA y rLCMV utilizados en  el régimen de primovacunación y refuerzo 
generaba respuestas inmunitarias potentes en ratone s. Cinco ratones hembra Balb/C de 6-8 semanas de 
edad de cada grupo se inmunizaron con vectores que codifican la GP de EBOV la semana 0 y se reforzaron la 40 
semana 4. Los vectores rAd se dosificaron a 107 o 108 partículas víricas como se indica, y los vectores MVA a 
105 ufp, LCMV con 106 ufp, mediante inyección intramuscular. Se midieron las respuestas inmunitarias celulares 
(CD4, CD8) en PBMC y respuestas humorales (IgG) contra la GP de EBOV la semana 6 por ICS y ELISA, 
respectivamente. 5: rAd5; C3: rChAd3; C63: rChAd63; * p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001. 

 45 
Descripción detallada 
 
La presente invención se refiere a un adenovirus recombinante de chimpancé de serotipo ChAd3 que comprende un 
ácido nucleico que codifica una glicoproteína del virus Ébola, o una composición inmunógena del mismo que incluye 
opcionalmente un adyuvante, para su uso en un método de inducción de una respuesta inmunitaria contra un 50 
antígeno glicoproteico del virus Ébola en un sujeto. En algunas realizaciones de la presente invención, el virus Ébola 
es de la especie Zaire o la especie Sudan/Gulu. La glicoproteína del virus Ébola se puede codificar por una 
secuencia de polinucleótido seleccionada de entre el grupo de la SEQ ID NO: 10 (GP de Z de tipo silvestre); SEQ ID 
NO: 11 o 13 (GP de S/G con codón optimizado o tipo silvestre). En algunas realizaciones, el vector de adenovirus es 
deficiente en replicación. En algunas realizaciones, el vector adenovírico se administra por vía intramuscular. La 55 
etapa de administración puede comprender una vacunación de sensibilización seguido por una vacunación de 
refuerzo. En algunas realizaciones, el refuerzo se suministra con un vector de virus vaccinia que codifica una 
glicoproteína del virus Ébola. El vector de virus vaccinia puede ser un virus vaccinia Ankara modificado. La presente 
invención también se refiere a un vector adenovírico recombinante de chimpancé de serotipo ChAd3 que comprende 
un ácido nucleico que codifica una glicoproteína del virus Ébola. La glicoproteína del virus Ébola se puede codificar 60 
por una secuencia de polinucleótido seleccionado de entre el grupo de SEQ ID NO: 10, 11 o 13. El vector 
adenovírico recombinante de chimpancé serotipo ChAd3 puede comprender adicionalmente un adyuvante. La 
presente invención también se refiere a un ácido nucleico que codifica un vector adenovírico recombinante de 
chimpancé de serotipo ChAd3 que comprende un ácido nucleico que codifica una glicoproteína del virus Ébola. En 
algunas realizaciones de la presente invención, el ácido nucleico aislado comprende un casete de expresión que 65 
comprende un promotor CMV unido operativamente a una secuencia de polinucleótido que codifica la glicoproteína 
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del virus Ébola. En algunas realizaciones, el ácido nucleico comprende una secuencia al menos un 95 % idéntica a 
una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 y 2. La presente divulgación 
también se refiere a vectores adenovíricos de chimpancé que incluyen moléculas del ácido nucleico de la presente 
invención, células huésped que están modificadas genéticamente con vectores recombinantes, la producción de 
polipéptidos filovíricos o fragmentos de los mismos por técnicas recombinantes y estos vectores adenovíricos de 5 
chimpancé para su uso en la inducción de una respuesta inmunitaria. 
 
La presente invención también se refiere a composiciones farmacéuticas (a las que también se hace referencia 
como composiciones inmunogénicas) que comprende los vectores de chimpancé definidos en las reivindicaciones, y 
un diluyente, vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable, así como a dichas composiciones para su uso en 10 
la inducción de una respuesta inmunitaria. Adicionalmente, las composiciones también pueden contener un medio 
acuoso o una suspensión que contiene agua, a menudo mezclada con otros constituyentes con el fin de aumentar la 
actividad y/o la vida en almacenamiento. Estos constituyentes pueden ser seles, tampones de pH, estabilizantes 
(tales como la leche desnatada o hidrolizado de caseína), emulsionantes y conservantes. Se puede incluir un 
adyuvante en la composición farmacéutica para aumentar la respuesta inmunitaria al antígeno vírico expresado por 15 
el virus recombinante. 
 
ANTÍGENOS FILOVÍRICOS 
 
Las moléculas de ácido nucleico de la divulgación pueden codificar productos genéticos estructurales de cualquier 20 
especie de filovirus. Hay cinco especies de virus ébola, Zaire (especie tipo, a la que también se hace referencia en el 
presente documento como ZEBOV), Sudan (a la que también se hace referencia en el presente documento como 
SEBOV), Reston, Bundibugyo, y Costa de Marfil. Hay una única especie de virus Marburg (al que también se hace 
referencia en el presente documento como MARV). Las moléculas de ácido nucleico de la invención se definen en 
las reivindicaciones 12-14. 25 
 
El antígeno particular expresado en los vectores de la invención es una glicoproteína del virus Ébola, o una 
composición inmunogénica de la misma. En una realización típica, los vectores de la invención incluyen el ácido 
nucleico que codifica la forma transmembrana de la glicoproteína vírica (GP). En otras realizaciones, los vectores de 
la invención pueden codificar la forma secretada de la glicoproteína vírica (SGP), o la nucleoproteína vírica (NP). 30 
 
Un experto en la técnica reconocerá que las moléculas de ácido nucleico que codifican la proteína antigénica del 
filovirus se puede modificar, por ejemplo, las moléculas de ácido nucleico expuestas en el presente documento se 
pueden mutar, a condición de que la proteína modificada que se expresa provoque una repuesta inmunitaria contra 
un patógeno o enfermedad. Por lo tanto, como se utiliza en el presente documento, la expresión “proteína antigénica 35 
filovírica” se refiere a una proteína que comprende al menos un determinante antigénico de una proteína filovírica 
descrita anteriormente. La expresión engloba los antígenos filovíricos (es decir, los productos genéticos de un 
filovirus) así como las proteínas recombinantes que comprenden uno o más determinantes antigénicos filovíricos. 
 
En algunas realizaciones, la proteína puede estar mutada de manera que sea menos tóxica para las células (véase, 40 
por ejemplo, el documento WO 2006/037038). La presente invención también incluye vacunas que comprenden una 
combinación de moléculas de ácido nucleico. Por ejemplo, y sin limitación, las moléculas de ácido nucleico que 
codifican GP, SGP y NP de las cepas Ébola de Zaire, Sudán, y Costa de Marfil se pueden combinar en cualquier 
combinación, en una composición vacunal. 
 45 
VECTORES ADENOVÍRICOS 
 
Como se ha señalado anteriormente, la exposición a ciertos adenovirus a dado como resultado respuestas 
inmunitarias contras ciertos serotipos adenovíricos, lo que puede afectar a la eficacia de las vacunas adenovíricas. 
La presente invención implica los adenovirus de chimpancé de serotipo ChA3. 50 
 
Otros vectores desvelados en el presente documento pueden comprender una proteína de la cápside de adenovirus 
de chimpancé (por ejemplo, una proteína de fibra, pentona o hexona). Un experto en la técnica reconocerá que no 
es necesario que se use una proteína de la cápside completa de chimpancé en los vectores desvelados en el 
presente documento. Por lo tanto, se pueden utilizar proteínas quiméricas de la cápside que incluyan al menos parte 55 
de una proteína de la cápside de chimpancé en los vectores desvelados en el presente documento. Los vectores de 
la invención también pueden comprender proteínas de la cápside en las cuales las proteínas de la fibra, pentona y 
hexona, se deriven cada una de un serotipo distinto, a condición de que al menos una proteína de la cápside se 
derive de un adenovirus de chimpancé. Por ejemplo, la proteína de la fibra se puede derivar de PanAd3, la pentona 
de ChAd3, y la hexona de ChAd63. En otras realizaciones, las proteínas de la fibra, pentona y hexona pueden ser la 60 
que se proporcionan en las SEQ ID NO: 1-9. 
 
Los vectores adenovíricos recombinantes se pueden derivar principal o completamente de un adenovirus de 
chimpancé. Los adenovirus a modo de ejemplo de chimpancé se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, 
ChAd3 y ChAd63 (descritos en el documento WO 2005/071093), y PanAd3, PanAd1, PanAd2, y ChAd83 (descritos 65 
en el documento WO 2010/086189). ChAd3, ChAd63, y ChAd83 se aislaron del chimpancé común (Pan troglodytes) 
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y PanAd3, PanAd1, PanAd2 se aislaron del bonobo o chimpancé pigmeo (Panpaniscus). 
 
En algunas realizaciones, el adenovirus es deficiente en replicación, por ejemplo, debido a que contiene una 
eliminación en la región E1 del genoma. Esto permite la propagación de dichos adenovirus en líneas celulares 
complementarias bien conocidas que expresan los genes E1, tal como, por ejemplo, las células 293, células 5 
PER.C6, y similares. En ciertas realizaciones, el adenovirus es un adenovirus de chimpancé, con una eliminación en 
la región E1 y E3 en el cual se ha clonado un casete de expresión que codifica el antígeno. La construcción de 
adenovirus de chimpancé que comprende secuencias heterólogas que codifican antígenos como se describe en los 
documentos WO 2005/071093 y WO 2010/086189. 
 10 
Normalmente, un vector de la invención se produce utilizando un ácido nucleico que comprende el genoma 
adenovírico recombinante completo (por ejemplo, un plásmido, cósmido o vector baculovírico). Por lo tanto, la 
invención también proporciona moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican vectores adenovíricos de la 
invención. Las moléculas de ácido nucleico de la invención pueden estar en forma de ARN o en forma de ADN 
obtenidos por clonación o producidos sintéticamente. El ADN puede ser de cadena doble o de cadena sencilla. 15 
 
Los vectores adenovíricos de la invención son normalmente deficientes en replicación. En estas realizaciones, el 
virus se ha hecho deficiente en replicación por eliminación o inactivación de regiones críticas para la replicación del 
virus, tal como la región E1. Las regiones se pueden eliminar o inactivar sustancialmente, por ejemplo, insertando el 
gen de interés (normalmente unido a un promotor). En algunas realizaciones, los vectores de la invención pueden 20 
contener eliminaciones en otras regiones, tales como las regiones E2, E3 o E4 o las inserciones de genes 
heterólogos unidos a un promotor. Para los adenovirus mutados en E1 y/o E4, generalmente se utilizan líneas 
celular complementarias de E2 y/o E4 para generar adenovirus recombinantes. Las mutaciones en la región E3 del 
adenovirus no necesitan ser complementadas por la línea celular, ya que no es necesaria la región E3 para la 
replicación. 25 
 
Se utiliza normalmente una línea celular empaquetada para producir suficiente cantidad de vectores adenovíricos de 
la invención. Una célula empaquetada es una célula que comprende los genes que se han eliminado o inactivado en 
un vector deficiente en replicación, permitiendo de esta manera que el virus se replique en la célula. Las líneas 
celulares adecuadas incluyen, por ejemplo, PER.C6, 911, 293 y E1 A549. 30 
 
Como se ha señalado anteriormente, se puede expresar una amplia variedad de proteína antigénicas filovíricas en 
los vectores de la divulgación. Si se necesita, el gene heterólogo que codifica la proteína antigénica filovírica puede 
optimizarse en el codón para asegurar la expresión apropiada en el huésped tratado (por ejemplo, un ser humano). 
Por lo tanto, también se hace referencia a los antígenos con el codón optimizado como antígenos humanizados. En 35 
algunas realizaciones, la proteína vírica GP, SGP o NP tiene el codón optimizado. Por ejemplo, los antígenos con el 
codón optimizado son los de las SEQ ID NO: 11, 12, y 14. La optimización del codón es una tecnología ampliamente 
aplicada en la técnica. Normalmente, el gen heterólogo se clona en la región E1 y/o E3 del genoma adenovírico. 
 
El gen heterólogo de filovirus puede estar bajo el control de (es decir, unido operativamente a) un promotor derivado 40 
de adenovirus (por ejemplo, el promotor tardío principal) o puede estar bajo el control de un promotor heterólogo. 
Ejemplos de promotores heterólogos adecuados incluyen el promotor CMV y el promotor RSV. En algunas 
realizaciones, el promotor se localiza corriente arriba del gene heterólogo de interés en un casete de expresión. 
 
Como se ha señalado anteriormente, los vectores adenovíricos de la invención pueden comprender una amplia 45 
variedad de antígenos filovíricos conocidos por los expertos en la técnica. 
 
COMPOSICIONES INMUNOGÉNICAS 
 
Los vectores adenovíricos purificados o parcialmente purificados de la invención se pueden formular como una 50 
vacuna (a la que también se hace referencia como una “composición inmunogénica”) de acuerdo con métodos bien 
conocidos en la técnica. Dichas composiciones pueden incluir adyuvantes para aumentar las respuestas 
inmunitarias. Las proporciones óptimas de cada componente en la formulación pueden determinarse por técnicas 
bien conocidas por los expertos en la técnica.  
 55 
La preparación y uso de composiciones inmunogénicas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Las 
composiciones farmacéuticas liquidas incluyen en general un vehículo líquido tales como agua, petróleo, aceites 
animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Se pueden incluir la solución salina fisiológica, solución de 
dextrosa u otros sacáridos o glicoles tales como el etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. 
 60 
Las composiciones son adecuadas para la administración única o una serie de administraciones. Cuando se dan en 
serie, se hacen inoculaciones posteriores a la administración inicial (sensibilización) para reforzar la respuesta 
inmunitaria y se hace referencia normalmente como inoculaciones de refuerzo. Las composiciones de la invención 
se pueden utilizar como una composición de refuerzo en sensibilizados con un antígeno utilizando cualquiera de 
varias composiciones de sensibilización diferentes, o como una composición de sensibilización. Por lo tanto, un 65 
aspecto de la presente invención proporciona un método de sensibilización y/o refuerzo de una respuesta 
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inmunitaria contra un antígeno en un individuo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una administración de 
sensibilización de un vector adenovírico de la invención continúa con una inoculación de refuerzo del segundo vector 
adenovírico. 
 
El momento de administración de las composiciones de refuerza está bien en el nivel de la técnica. Las 5 
composiciones de refuerzo se administran en general semanas o meses después de la administración de la 
composición de sensibilización, por ejemplo, aproximadamente 2-3 semanas, o 4 semanas, u 8 semanas, o 16 
semanas, o 20 semanas, o 24 semanas, o 28 semanas, o 32 semanas, o uno a dos años. Los métodos de 
vacunación acelerada administrando una única dosis de un adenovirus recombinante se describen por ejemplo en la 
Patente de EE. UU. 7.635.485. 10 
 
Las composiciones de la divulgación pueden comprender otros antígenos filovíricos o las inoculaciones de 
sensibilización o de refuerzo pueden comprender otros antígenos. Los otros antígenos utilizados en combinación 
con los vectores adenovíricos de la invención no son críticos para la invención y pueden ser, por ejemplo, antígenos 
filovíricos, ácidos nucleicos que los expresen, partículas tipo virus (VLP), o vectores víricos de la técnica anterior. 15 
Dichos vectores víricos incluyen, por ejemplo, otros vectores adenovíricos, vectores víricos vaccinia, vectores avipox, 
tales como vectores de viruela aviar o viruela del canario, vectores de virus herpes, vectores del virus de estomatitis 
vesicular, o vectores alfavíricos. Un experto reconocerá que las composiciones inmunogénicas de la invención 
pueden comprender múltiples antígenos y vectores. 
 20 
Los antígenos en las composiciones de sensibilización y refuerzo respectivas (aunque se empleen muchas 
composiciones de refuerzo) no son necesariamente idénticas, sino que deberían compartir determinantes 
antigénicos. 
 
En algunas realizaciones, se pueden utilizar estrategias de sensibilización-refuerzo heterólogas, por ejemplo, una 25 
sensibilización con Pan3-EBOV y un refuerzo con ChAd3EBOV, una sensibilización con ChAd3EBOV y un refuerzo 
con rLCMV (virus de coriomeningitis linfocítica recombinante), o una sensibilización con ChAd63EBOV y un refuerzo 
con rLCMV. El rLCMV se puede construir como se describe en Flatz, L. et al, Nature Medicine, 16:339-345, 2010, 
excepto que la secuencia decodifica la proteína antigénica es una secuencia que codifica una proteína GP de 
filovirus de la invención. En otras realizaciones, el refuerzo puede ser con rMVA (virus vaccinia Ankara modificado) 30 
que codifica una proteína GE de Ébola. La preparación y uso de los vectores rMVA se conocen y se describen por 
ejemplo en Ourmanov et al. J. Virol. 83:5388-5400, 2009 y Martinon et al. Vaccine 26:532-545, 2008. Las vacunas 
de la invención se pueden utilizar para generar una protección contra todas las amenazas de EBOV humanas 
incluyendo Bundibugyo y Costa de Marfil en una única vacuna. Finalmente, también se pueden mezclar vacunas 
contra EBOV y MARV en una sola inoculación con el fin de proporcionar una protección contra ambos filovirus 35 
simultáneamente. En los regímenes de inmunización de “sensibilización y refuerzo”, la respuesta inmunitaria 
inducida por la administración de una composición de sensibilización se refuerza con la administración de una 
composición de refuerzo. Un refuerzo eficaz se puede conseguir utilizando vectores adenovíricos deficientes en 
replicación, a continuación de una sensibilización con cualquiera de varios tipos diferentes de composiciones de 
sensibilización, como se describe, por ejemplo, en la Patente de EE. UU. N.º 7.094.598. 40 
 
Como se ha señalado anteriormente, las composiciones inmunogénicas de la invención pueden comprender 
adyuvantes. Los adyuvantes adecuados para la coadministración de acuerdo con la presente invención deberían ser 
potencialmente seguros, bien tolerados y eficaces en personas incluyendo QS-21, Detox-PC, MPL-SE, MoGM-CSF, 
TiterMax-G, CRL- 1005, GERBU, TERamida, PSC97B, Adjumer, PG-026, GSK-I, GcMAF, B-alethine, MPC-026, 45 
Adjuvax, CpG ODN, Betafectina, Alum, y MF59. 
 
Otros adyuvantes que se pueden administrar incluyen lectinas, factores de crecimiento, citocinas y linfocinas tales 
como interferón alfa, interferón gamma, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor estimulante de 
crecimiento de granulocitos (gCSF), factor estimulante de crecimiento de granulocitos macrófagos (gMCSF), factor 50 
de necrosis tumoral (TNF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), IL-I, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, e IL-12 o los 
ácidos nucleicos que codifican los mismos. 
 
Como se ha señalado anteriormente, las composiciones de la invención pueden comprender un excipiente, vehículo, 
tampón, estabilizante farmacéuticamente aceptable u otros materiales bien conocidos por los expertos en la técnica. 55 
Dichos materiales no deberían ser tóxicos y no deberían interferir en la eficacia del principio activo. La naturaleza 
precisa del vehículo u otro material puede depender de la vía de administración, por ejemplo, la vía oral, intravenosa, 
cutánea o subcutánea, intramucosa, (por ejemplo, en el intestino), intranasal, intramuscular, o intraperitoneal. La 
administración normalmente es intramuscular. 
 60 
La administración intramuscular de las composiciones inmunogénicas se puede conseguir utilizando una aguja para 
inyectar una suspensión del vector adenovírico. Una alternativa es el uso de un dispositivo de inyección sin aguja 
para administrar la composición (utilizando, por ejemplo, un Biojector™) o un polvo secado por congelación que 
contiene la vacuna. 
 65 
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Para la inyección intravenosa, cutánea o subcutánea, o la inyección en el sitio de la lesión, el vector adenovírico 
estará en forma de solución acuosa adecuada que esté libre de pirógenos y tenga un pH, isotonicidad y estabilidad 
adecuados. Los expertos en la técnica son bien capaces de preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, 
vehículos isotónicos, tales como el cloruro sódico para inyección, solución de Ringer para inyección, o solución de 
lactato de Ringer para inyección. Se pueden incluir conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros 5 
aditivos, según sea necesario. También se puede emplear una formulación de liberación lenta. 
 
Normalmente, la administración tendrá un objetivo profiláctico para generar una respuesta inmunitaria contra un 
antígeno filovírico antes de la infección o desarrollo de los síntomas. Las enfermedades o trastornos que se pueden 
tratar o prevenir de acuerdo con la presente invención se incluyen aquellos en los que una respuesta inmunitaria 10 
tiene un papel protector o terapéutico. En otras realizaciones, los vectores adenovíricos se pueden administrar como 
profilácticos después de la exposición. 
 
Las composiciones inmunogénicas que contiene vectores adenovíricos se administran a un sujeto dando lugar a una 
respuesta inmunitaria anti-filovírica en el sujeto. Una cantidad de una composición suficiente para inducir una 15 
respuesta inmunitaria detectable se define como que es una “dosis inmunológicamente eficaz”. Como se muestra 
posteriormente, las composiciones inmunogénicas de la invención inducen una respuesta inmunitaria humoral, así 
como, mediada por células. En una realización típica la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria 
protectora. 
 20 
La cantidad actual administrada, y la tasa y transcurso de administración, dependerá de la naturaleza y gravedad de 
los que se va a tratar. La prescripción del tratamiento, por ejemplo, las decisiones de dosificación, etc., es 
responsabilidad de los facultativos generales y otros doctores médicos, o en un contexto veterinario, un veterinario, y 
normalmente tiene en cuenta el trastorno que se va a tratar, la afección del paciente individual, el sitio de suministro, 
el método de administración y otros factores conocidos por los facultativos. Ejemplos de las técnicas y protocolos 25 
mencionados anteriormente se pueden encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16ª edición, Osol, A. 
ed., 1980. 
 
A continuación de la producción de vectores adenovíricos y la formulación opcional de dichas partículas en 
composiciones, los vectores adenovíricos se pueden administrar a un individuo, particularmente a un ser humano u 30 
otro primate. La administración puede ser a seres humanos, u otro mamífero, por ejemplo, un ratón, rata, hámster, 
cobaya, conejo, oveja, cabra, cerdo, caballo, vaca, burro, mono, perro o gato. El suministro a un mamífero no 
humano no tiene por qué ser con fines terapéuticos, pero puede ser para su uso en un contexto experimental, por 
ejemplo, en la investigación de los mecanismos de las respuestas inmunitarias del vector adenovírico. 
 35 
En un régimen a modo de ejemplo, el vector adenovírico se administra (por ejemplo, de manera intramuscular) en el 
intervalo de desde aproximadamente 100 µl a aproximadamente 10 ml de solución salina que contiene 
concentraciones de desde aproximadamente 104 a aproximadamente 1012 partículas víricas/ml. Normalmente, el 
vector adenovírico se administra en una cantidad de a aproximadamente 109 a aproximadamente 1012 partículas 
víricas (pv) a un sujeto humano durante una administración. Por ejemplo, el vector adenovírico se puede administrar 40 
en una cantidad de aproximadamente 109, 1010, 1011, 1012 pv por administración. En algunas realizaciones, la dosis 
administrada es desde 1010 a aproximadamente 1012 pv. Una vacunación inicial puede estar seguida de un refuerzo 
como se ha descrito anteriormente. La composición puede, si se desea, presentarse en un kit, paquete o 
dispensador, que puede contener una o más formas de dosificación unitaria que contienen el principio activo. El kit, 
por ejemplo, puede comprender una hoja metálica o plástica, tal como un envase en blíster. El kit, paquete o 45 
dispensador se puede acompañar por instrucciones para la administración. 
 
La presente invención también proporciona kits para aumentar la inmunidad de un huésped contra un patógeno. 
Estos kits pueden incluir una o más vacunas de acuerdo con la presente invención en combinación con una 
composición para el suministro de la vacuna a un huésped y/o un dispositivo, tal como una jeringa, para el 50 
suministro de la vacuna a un huésped. 
 
La vacuna de acuerdo con la invención se administra como una única dosis pre-exposición (o post-exposición) de 
una manera compatible con la formulación de la dosificación, y en una cantidad que será profilácticamente eficaz. La 
inmunidad se define como la inducción de un nivel significativo de protección después de la vacunación en 55 
comparación con un ser humano u otro huésped no vacunado. 
 
La vacuna de la presente invención, es decir, el virus recombinante, se puede administrar a un huésped tal como un 
sujeto humano, mediante cualquier vía de administración farmacéuticamente aceptable. Las vías de administración 
incluyen, pero no se limitan a, las vías de administración intramuscular, intratraqueal, subcutánea, intranasal, 60 
intradérmica, rectal, oral y parenteral. Las vías de administración se pueden combinar, si se desea, o se ajusta 
dependiendo del tipo de virus patógeno contra el que se va a inmunizar y el sitio del cuerpo que se desea proteger. 
 
Las dosis o cantidades eficaces del virus recombinante pueden depender de factores tales como la afección, el 
antígeno vírico seleccionado, la edad, el peso y la salud del huésped, y puede variar entre los huéspedes. El título 65 
apropiado del virus recombinante de la presente invención que se va a administrar a un individuo es el título que 
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puede modular una respuesta inmunitaria contra el antígeno vírico y da lugar a anticuerpos contra el virus patógeno 
del que se deriva el antígeno. Un título eficaz se puede determinar utilizando un ensayo para determinar la actividad 
de células inmunoefectoras después de la administración de la vacuna al individuo o controlando la eficacia de la 
terapia que utiliza ensayos de diagnóstico in vivo bien conocidos. 
 5 
Los vectores Ad de chimpancé de la invención se pueden utilizar como inoculaciones únicas para proporcionar 
protección inmunitaria tanto inmediata (por ejemplo, 2-4 semanas) o a largo plazo (por ejemplo, un año). 
 
MOLÉCULAS DE ÁCIDO NUCLEICO 
 10 
Como se indica en el presente documento, las moléculas de ácido nucleico de la presente invención pueden estar 
en forma de ARN o en forma de ADN obtenido por clonación o producidos sintéticamente. El ADN puede ser de 
cadena doble o cadena sencilla. El ADN de cadena sencilla o ARN puede ser la cadena codificante, también 
conocida como cadena en sentido, o puede ser la cadena no codificante, a la que también se hace referencia como 
cadena antisentido. Por molécula de ácido nucleico “aislada” se entiende una molécula de ácido nucleico, ADN o 15 
ARN, que se ha retirado de su entorno nativo. Por ejemplo, las moléculas de ADN recombinante contenida en un 
vector se consideran aisladas para los fines de la presente invención. Ejemplos adicionales de moléculas de ADN 
aisladas incluyen moléculas de ADN recombinante mantenidas en células huésped heterólogas o moléculas 
purificadas (parcial o sustancialmente) en solución. Las moléculas de ARN aisladas incluyen las transcripciones de 
ARN in vivo o in vitro de las moléculas de ADN de la presente invención. Las moléculas de ácido nucleico aisladas 20 
de acuerdo con la presente invención incluyen adicionalmente dichas moléculas producidas sintéticamente. 
 
Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención incluyen moléculas de ADN que comprenden una fase de 
lectura abierta (ORF) que codifica un producto genético estructural de filovirus de tipo silvestre modificado o 
adenovírico; y moléculas de ADN que comprende una secuencia sustancialmente diferente de las descritas 25 
anteriormente pero que, debido a la degeneración del código genético, aun codifica una ORF de un producto 
genético estructural de filovirus. Por supuesto, el código genético es bien conocido en la técnica. 
 
La presente invención se dirige adicionalmente a fragmentos de moléculas de ácido nucleico descritas en el 
presente documento. Por fragmento de molécula de ácido nucleico que tiene la secuencia de nucleótido de una ORF 30 
que codifica un producto estructural de un filovirus de tipo silvestre o adenovirus se entiende los fragmentos de al 
menos aproximadamente 15 nt, al menos aproximadamente 20 nt, al menos aproximadamente 30 nt, o al menos 
aproximadamente 40 nt de longitud. Por supuesto, también se entiende que los fragmentos mayores, de 50, 100, 
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, o 500 nt de longitud de acuerdo con la presente invención son fragmentos que se 
corresponden con la mayoría, sino toda, la secuencia de nucleótidos de la ORF que codifica un producto genético 35 
estructural de filovirus de tipo silvestre o adenovirus. Por un fragmento de al menos 20 nt de longitud, por ejemplo, 
se entiende los fragmentos que incluyen 20 o más bases contiguas de la secuencia de nucleótidos de la ORF de un 
producto genético estructural de filovirus de tipo silvestre o adenovirus. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende un polinucleótido que se 40 
hibrida en condiciones de hibridación rigurosas con una parte del polinucleótido en una molécula de ácido nucleico 
de la invención descrita anteriormente. Por “condiciones de hibridación rigurosas” se entiende la incubación durante 
una noche a 42 ºC en una solución que comprende: un 50 % de formamida, 5 x SSC (750 mM de citrato trisódico), 
50 mm de fosfato sódico (pH 7,6), 5x de solución de Denhard, un 10 % de sulfato de dextrano, y 20 µg/ml de ADN 
de esperma de salmón cortado desnaturalizado, seguido por lavado de filtros en 0,1 x SSC a aproximadamente 65 45 
ºC. 
 
Por un nucleótido que se hibrida a una “parte” de un polinucleótido se entiende un polinucleótido (un ADN o ARN) 
que se hibrida a al menos aproximadamente 15 nucleótidos (nt), al menos aproximadamente 20 nt, al menos 
aproximadamente 30 nt, o aproximadamente 30-70 nt del polinucleótido de referencia. 50 
 
Por una parte, de un polinucleótido de “al menos 20 nt de longitud”, por ejemplo, se entiende 20 o más nucleótidos 
contiguos de la secuencia de nucleótidos del polinucleótido de referencia. Por supuesto, un polinucleótido que se 
hibrida solo con una secuencia poliA o un tramo complementario de restos de T (o U), no se incluiría en una 
polinucleótido de la invención que se utiliza para hibridarse con una parte de un ácido nucleico de la invención, ya 55 
que dicho polinucleótido se hibridaría a cualquier molécula de ácido nucleico que comprendiera un tamo poliA o el 
complementario del mismo (por ejemplo, prácticamente, cualquier clon de ADNc de doble cadena). 
 
Como se ha indicado en el presente documento, las moléculas de ácido nucleico de la presente invención que 
codifican un producto genético estructural de filovirus puede incluir, pero no se limita a los que codifican la secuencia 60 
de aminoácidos del polipéptido de longitud completa, por sí misma, la secuencia codificante del polipéptidos de 
longitud completa y secuencias adicionales, tales como las que codifican una secuencia líder o secretora, tal como 
una secuencia pre-, o pro- o prepro-proteica, la secuencia codificante del polipéptido de longitud completa, con o sin 
las secuencias codificantes adicionales mencionadas anteriormente, junto con secuencias no codificantes 
adicionales, incluyendo por ejemplo, pero no limitadas a intrones y secuencias no codificantes 5’ y 3’, tales como las 65 
secuencias transcritas, no traducidas que tienen un papel en la transcripción, procesamiento de ARNm, incluyendo 
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señales de corte y empalme y poliadenilación, por ejemplo, unión al ribosoma y estabilidad de ARNm; y secuencia 
codificante adicional que codifica aminoácidos adicionales, tales como los que proporcionan funcionalidades 
adicionales. 
 
La presente invención se refiere a adicionalmente a variantes de las moléculas de ácido nucleico de la presente 5 
invención, que codifica parte, análogos o derivados de un producto genético estructural de filovirus o adenovirus. Las 
variantes pueden ser de origen natural, tal como una variante alélica natural. Por “variante alélica” se entiende una 
de varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus determinado en un genoma de un organismo. (Genes II, 
Lewin, B., ed., John Wiley & Sons, 1985 New York). Las variantes de origen no natural se pueden producir utilizando 
técnicas de mutagénesis conocidas en la técnica. 10 
 
Dichas variantes incluyen las producidas por sustituciones, eliminaciones o adiciones de nucleótidos, que pueden 
implicar uno o más nucleótidos. Las variantes pueden alterarse en regiones codificantes, regiones no codificantes, o 
ambas. Las alteraciones en las regiones codificantes pueden producir sustituciones, eliminaciones o adiciones de 
aminoácidos conservadoras o no conservadoras. En algunas realizaciones, las variaciones son sustituciones, 15 
adiciones y eliminaciones silentes, que no alteran las propiedades y actividades del producto genético estructural de 
filovirus o adenovirus o partes de los mismos. En algunas realizaciones, las variantes son sustituciones 
conservadoras. 
 
Realizaciones adicionales de la invención incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden un polinucleótido 20 
que tiene una secuencia de nucleótidos al menos un 95 % idéntica, o al menos un 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica 
a una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de un producto 
genético estructural de un filovirus de tipo silvestre o un adenovirus o un fragmento del mismo o una secuencia de 
nucleótidos complementaria de la misma. 
 25 
Por un polinucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos al menos, por ejemplo, un 95 % “idéntica” a una 
secuencia de nucleótidos de referencia que codifica un producto genético estructural de un filovirus o adenovirus se 
entiende que la secuencia de nucleótidos del polinucleótido es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que 
la secuencia de polinucleótido puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleótidos de la 
secuencia de referencia que codifica el producto genético estructural del virus. En otras palabras, para obtener un 30 
polinucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos al menos un 95 % idéntica de una secuencia de nucleótidos 
de referencia, se pueden eliminar o sustituir hasta un 5 % de los nucleótidos de la secuencia de referencia con otro 
nucleótido, o se puede insertar un número de nucleótidos hasta un 5 % del total de nucleótidos de la secuencia de 
referencia en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las 
posiciones del extremo 5’ o 3’, de la secuencia de nucleótidos de referencia o en una o más grupos contiguos de la 35 
secuencia de referencia.  
 
Como materia práctica, se puede determinar si una molécula de ácido nucleico particular es al menos un 95 %, 96 % 
o 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de nucleótidos de referencia utilizando convencionalmente programas 
de computadora conocidos tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versión 8 para 40 
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711). El Bestfit 
utiliza el algoritmo de homología local de Smith y Waterman, 1981 Advances in Applied Mathematics 2:482-489, 
para encontrar el mejor segmento de homología entre dos secuencias. Cuando se utilizan Bestfit o cualquier otro 
programa de alineamiento para determinar una secuencia particular, es, por ejemplo, un 95 % idéntica a una 
secuencia de referencia de acuerdo con la presente invención, los parámetros se fijan, por supuesto de manera que 45 
el porcentaje de identidad se calcula sobre la secuencia de nucleótido de referencia y se permiten huecos de 
homología de hasta el 5 % del número total de nucleótidos en la secuencia de referencia. 
 
Por supuesto, debido a la degeneración del código genético, un experto habituado en la técnica reconocerá 
inmediatamente que un gran número de las moléculas de ácido nucleico que tiene una secuencia al menos un 95 %, 50 
96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico que se muestra en el presente documento en 
el Listado de Secuencias codificará un polipéptido de la invención. De hecho, como las variantes degeneradas de 
estas secuencias de nucleótidos todas codifican el mismo polipéptido, estará claro para un experto en la técnica 
incluso sin llevar a cabo el ensayo de comparación descrito anteriormente. Se reconocerá adicionalmente en la 
técnica que, para dichas moléculas de ácido nucleico que no son variantes degeneradas, un número razonable 55 
también codificarán un polipéptido que tenga la actividad deseada. Esto es por lo que el experto es totalmente 
consciente de sustituciones de aminoácidos que son menos probable o improbable que afecten a la función proteica 
(por ejemplo, sustituyendo un aminoácido alifático con un segundo aminoácido alifático). 
 
Por ejemplo, una guía con respecto a cómo producir sustituciones de aminoácidos fenotípicamente silentes se 60 
proporciona en Bowie, J. U. et al. 1990 Science 247:1306-1310, en el que los autores indican que las proteínas son 
sorprendentemente tolerantes a sustituciones de aminoácidos. 
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POLIPÉPTIDOS Y FRAGMENTOS 
 
La invención proporciona adicionalmente polipéptidos de filovirus y adenovirus que tiene la secuencia de 
aminoácidos codificada por una fase de lectura abierta (ORF) de un gen estructural de un filovirus de tipo silvestre o 
modificado y un adenovirus, o un péptido o polipéptido que comprende una parte de los mismos. 5 
 
Se reconocerá en la técnica que algunas secuencias de aminoácidos de los polipéptidos de filovirus pueden variar 
sin un efecto significativo en la estructura o función de la proteína. Si se contemplan dichas diferencias en la 
secuencia, se debería recordar que habrá áreas críticas de la proteína que determinan la actividad. 
 10 
Por lo tanto, la invención incluye adicionalmente variaciones de los polipéptidos del filovirus y adenovirus que 
presentan una actividad antigénica u otra biológica relevante. Dichos mutantes incluyen eliminaciones, inserciones, 
inversiones, repeticiones y sustituciones tipo. Como se ha indicado, se puede encontrar una guía respecto a los 
cambios de aminoácidos que son probablemente fenotípicamente silentes en Bowie, J.U. et al. 1990 Science 
247:1306-1310. 15 
 
Por lo tanto, el fragmento, derivado o análogo del polipéptido de la invención puede ser (i) en el que se han 
sustitución uno o más de los restos de aminoácidos con un resto de aminoácidos conservado o no conservado y 
dicho resto de aminoácido sustituido puede estar o no codificado por el código genético, o (ii) en el que uno o más 
de los restos de aminoácidos incluyen un grupo sustituyente, o (ii) en el que se han fusionado los aminoácidos 20 
adicionales al polipéptido maduro. Dichos fragmentos, derivados, y análogos se considera que están al alcance de 
los expertos en la técnica a partir de las enseñanzas del presente documento. 
 
Por supuesto, el número de sustituciones de aminoácidos que haría un experto depende de muchos factores, 
incluyendo los que se han descrito anteriormente. Hablando en general, el número de sustituciones de aminoácidos 25 
para un polipéptido de filovirus o adenovirus determinado no será más de 50, 40, 30,20, 10, 5 o 3. 
 
Los aminoácidos de los polipéptidos de filovirus o adenovirus de la presente invención que son esenciales para la 
función deseada se pueden identificar por métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio 
o mutagénesis por exploración de alaninas (Cunningham y Wells 1989 Science 244:1081-1085). Este último 30 
procedimiento introduce mutaciones únicas de alanina en cada resto de la molécula. Las moléculas mutantes 
resultantes se ensayan entonces en cuanto a actividad biológica tales como los cambios las características 
inmunológicas. 
 
Los polipéptidos de la presente invención se proporcionan convenientemente en forma aislada. Por “polipéptido 35 
aislado” se entiende un polipéptido retirado de su entorno nativo. Por lo tanto, un polipéptido producido y/o contenido 
en una célula huésped recombinante se considera aislado para los fines de la presente invención. También se 
entiende como un “polipéptido aislado” los polipéptidos que se han purificado parcial o sustancialmente, a partir de 
una célula huésped recombinante o una fuente nativa. Por ejemplo, una versión producida recombinantemente de 
un polipéptido de filovirus o adenovirus puede estar sustancialmente purificado por el método de una etapa descrito 40 
en Smith y Johnson 1988 Gene 67:31-40. 
 
Los polipéptidos de la presente invención incluyen un polipéptido que comprende un polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos de un producto genético estructural de filovirus de tipo silvestre o una parte del mismo o 
codificado por una secuencia de ácido nucleico que se muestra en el presente documento en el Listado de 45 
Secuencias, así como polipéptidos que son al menos un 95 % idénticos, o al menos un 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % 
idénticos a los descritos anteriormente. 
 
Para un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos al menos, por ejemplo, un 95 % “idéntica” a una 
secuencia de aminoácidos de referencia de un polipéptido de filovirus o adenovirus se entiende que la secuencia de 50 
aminoácidos del polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia de polipéptido 
puede incluir hasta cinco alteraciones de aminoácidos por cada 100 aminoácidos de los aminoácidos de referencia 
del polipéptido de filovirus o adenovirus. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tenga una secuencia de 
aminoácidos al menos un 95 % idéntica a una secuencia de aminoácidos de referencia, se pueden eliminar o 
sustituir con otro aminoácido hasta un 5 % de los restos de aminoácidos de la secuencia de referencia, o se pueden 55 
insertar en la secuencia de referencia un número de aminoácidos hasta el 5 % de los restos de aminoácidos totales 
de la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones 
del extremo amino o carboxilo de la secuencia de referencia o en cualquier sitio entre estas posiciones terminales, 
intercaladas individualmente entre los restos de la secuencia de referencia o en uno o más grupo contiguos en la 
secuencia de referencia. 60 
 
Como materia práctica, se puede determinar si un polipéptido particular es al menos un 95 %, 96 % o 97 %, 98 % o 
99 % idéntico a la secuencia de aminoácidos de referencia utilizando convencionalmente programas de 
computadora conocidos tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versión 8 para 
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, Wis. 53711). El Bestfit 65 
utiliza el algoritmo de homología local de Smith y Waterman, 1981 Advances in Applied Mathematics 2:482-489, 
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para encontrar el mejor segmento de homología entre dos secuencias. Cuando se utilizan Bestfit o cualquier otro 
programa de alineamiento para determinar una secuencia particular, es, por ejemplo, un 95 % idéntica a una 
secuencia de referencia de acuerdo con la presente invención, los parámetros se fijan, por supuesto de manera que 
el porcentaje de identidad se calcula sobre la secuencia de aminoácidos de referencia y se permiten huecos de 
homología de hasta el 5 % del número total de nucleótidos en la secuencia de referencia. 5 
 
Ejemplos 
 
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no lo limitan la invención que se reivindica. 
 10 
Ejemplo 1  
 
Este ejemplo demuestra que las respuestas humorales y celulares generadas por el ChAdC3 Ébola (S/G) y ChAdC3 
Ébola (Zaire) eran comparables a las generadas por el rAd5 Ébola (S/G) y rAd5 Ébola (Zaire), respectivamente. 
 15 
La inmunización de macacos Cynomolgus con ChAdC3 Ébola (Zaire) producía un anticuerpo específico de antígeno 
y respuestas de células T CD4+ y CD8+. También se demostró la protección contra la infección con una dosis letal 
de EBOV-Zaire, ya que los 4 macacos sobrevivieron al desafío después de la inmunización con ChAdC3 Ébola 
(Zaire) (véase las Figuras 1-7). 
 20 
Ejemplo 2 
 
Este ejemplo demuestra que una única inmunización con rChAdC3 Ébola (Zaire) provocaba respuestas inmunitarias 
humorales y celulares comparables a las generadas por rAd5 Ébola (Zaire). 
 25 
La inmunización de macacos Cynomolgus con rChAdC3 Ébola (Zaire) producía respuestas específicas de antígeno 
y de células T CD4+ y CD8+. También se demostró la protección contra la infección con una dosis letal de EBOV-
Zaire, ya que 4 de los 4 macacos sobrevivieron al desafío después de la inmunización con rChAdC3 Ébola (Zaire) 
(véase las Figuras 8-10). 
 30 
Ejemplo 3 
 
Este ejemplo demuestra que una única inmunización con vectores adenovíricos que codificaban la glicoproteína de 
Ébola humanizada (EBOV-GP) inducía respuestas humorales y celulares más fuertes en ratones que los vectores 
adenovíricos que codificaban EBOV-GP no humanizada. 35 
 
Se inmunizaron los grupos de ratones Balb/C hembra con rAd EBOV-GP (Z) con una dosis de 107, 108, y 109 
partículas víricas mediante inyección intramuscular. Se midieron las respuestas inmunitarias celulares (respuestas 
de células T CD4+ y CD8+) en PBMC y las respuestas humorales (IgG) frente a la EBOV-GP a las tres semanas 
después de la inmunización mediante ICS (tinción de citocinas intracelulares) y ELISA, respectivamente. Como se 40 
muestra en la Figura 11, la inmunización con vectores adenovíricos rChAd3 y rChAd63 que codificaban EBOV-
GP(Zh) con el codón optimizado para su expresión en seres humanos producía porcentajes significativamente 
mayores de células T CD4+ que expresan citocinas IFN-γ y TNF-α que los mismos vectores que codificaban EBOV-
GP(Z) de tipo silvestre no humanizada (SEQ ID NO: 10), y estas respuestas eran significativamente mayores que la 
respuesta debida a rAd5 con 109 partículas víricas. 45 
 
La inmunización con rChAd3 que codifica la EBOV-GP humanizada producía porcentajes significativamente 
mayores de células T CD8+ que expresan citocinas IFN-γ y TNF-α que el mismo vector que codificaba EBOV-GP no 
humanizada, y el porcentaje de células positivas a citocinas era comparable, aunque no significativamente diferente, 
al porcentaje de células T CD8+ positivas a citocinas producidas por rAd5 con 109 partículas víricas (véase la Figura 50 
11). No había una diferencia significativa en la respuesta de CD8+ producidas por rChAd63 que codificaba EBOV-
GP humanizada y no humanizada. 
 
La inmunización con rChAd63 que codificaba EBOV-GP humanizada producía significativamente más IgG en 
comparación con el mismo vector que codificaba EBOV-GP no humanizada con 108 partículas víricas. No había una 55 
diferencia significativa en las respuestas de IgG por el rChAd3 y que codificaba EBOV-GP humanizada y no 
humanizada. Además, la respuesta de IgG por rChAd3 y rChAd63 que codificaban EBOV-GP humanizada y no 
humanizada era significativamente menor que la respuesta generada por Ad5 (véase la Figura 11). 
 
Ejemplo 4 60 
 
Este ejemplo demuestra que un régimen de primovacunación/refuerzo utilizando vectores adenovíricos que codifican 
EBOV-GP generaba respuestas inmunitarias potentes en ratones. 
 
Se inmunizaron grupos de ratones Balb/C hembra con 108 y 109 partículas víricas de rAd EBOV-GP (Z) mediante 65 
inyección intramuscular la semana 0 y se reforzaron la semana 3. Se midieron las respuestas inmunitarias celulares 
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y humorales como se ha descrito anteriormente la semana 5. 
 
Como se muestra en la Figura 12, la primovacunación con 109 partículas víricas de rChAd3 y el refuerzo con 109 
partículas de rChAd63 generaban respuestas de CD4+ y CD8+ similares que en la inmunización única a las tres 
semanas con rAd5. De la misma manera, la primovacunación con 109 partículas de rChAd63 y el refuerzo con 109 5 
partículas de rChAd3 generaban una respuesta de CD8+ similar a la inmunización única a las 3 semanas con rAd5, 
mientras que este régimen producía una respuesta de CD4+ significativamente menor. 
 
La primovacunación con 109 partículas de rChAd3 y el refuerzo con 109 partículas de rChAd63 generaba una 
respuesta de IgG significativamente mayor que con una única inmunización con rAd5 a las 3 semanas. De manera 10 
similar, la primovacunación con 109 partículas de rChAd63 y el refuerzo con 109 partículas de rChAd3 generaba una 
respuesta significativamente mayor de IgG que una única inmunización con rAd5 a las 3 semanas. 
 
Como se muestra en la Figura 13, la primovacunación con 108 partículas de rChAd63 y el refuerzo con 108 partículas 
de rChAd3 inducían respuestas CD8+ e IgG mayores que la primovacunación y el refuerzo con rAd5. Los vectores 15 
LCMV y MVA se prepararon como se ha descrito anteriormente. 
 
En resumen, los ejemplos anteriores demuestran que el rChAd3 generaba consistentemente respuestas inmunitarias 
comparables a rAd5 para la inmunización única. Además, la primovacunación y refuerzo con rChAd3/rChAd63, 
ChAd63/ChAd3, y ChAd3/LCMV eran candidatos útiles para un régimen de combinación. 20 
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<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0 
 
<210> 1 
<211> 33104 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd3 con una inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre (ChAd3 Ébola Zaire (PB/6001)) 55 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (2143)...(4444) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre 60 
en ChAd3 Ébola Zaire (PB/6001) 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (15413)...(17194) 65 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3  
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<220> 
<221> CDS 
<222> (19086)...(21968) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
 5 
<220> 
<221> CDS 
<222> (29962)...(31647) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
 10 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 32337 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd3 con una inserción de glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Ébola Sudan/Gulu (ChAd3 GP Ébola S/G 10 
(PB/6611)) 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1634)...(3664) 15 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 
Ébola Sudan/Gulu en ChAd3 GP Ébola S/G (PB/6611) 
 
<220> 
<221> CDS 20 
<222> (14646)...(16427) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
<220> 
<221> CDS 
<222> (19459)...(22338) 25 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (29195)...(30881) 30 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
 
<400> 2 
 

 35 
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<210> 3 
<211> 32381 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd3 con inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Marburg Angola (ChAd3 Marburg (PB/6712)) 10 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1666)...(3708) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 15 
Marburg Angola en el ChAd3 Marburg (PB/6712) 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (14690)...(16470) 20 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 
<220> 
<221> CDS 
<222> (19503)...(22382) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 25 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (29239)...(30924) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd3 30 
 
<400> 3 
 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



35 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



36 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



37 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



38 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



39 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



40 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



41 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



42 

 

E11769662
14-02-2019ES 2 711 613 T3

 



43 

 
 
<210> 4 
<211> 31881 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd63 con una inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre (ChAd63 Ébola Zaire (PB/6001)) 10 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (2139)...(4440) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre 15 
en ChAd63 Ébola Zaire (PB/6001) 
  
<220> 
<221> CDS 
<222> (15152)...(16771) 20 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (19538)...(22414) 25 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
<220> 
<221> CDS 
<222> (28942)...(30219) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 30 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 31110 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd63 con una inserción de glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Ébola Sudan/Gulu (ChAd63 GP Ébola S/G 10 
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(PB/6611)) 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1630)...(3660) 5 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 
Ébola Sudan/Gulu en ChAd63 GP Ébola S/G (PB/6611) 
 
 
<220> 10 
<221> CDS 
<222> (14372)...(16000) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 15 
<221> CDS 
<222> (18767)...(21643) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 20 
<221> CDS 
<222> (28171)...(29448) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<400> 5 25 
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<210> 6 
<211> 31158 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo ChAd63 con inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Marburg Angola (ChAd63 Marburg (PB/6712)) 10 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1662)...(3704) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 15 
Marburg Angola en el ChAd63 Marburg (PB/6712) 
 
 
<220> 
<221> CDS 20 
<222> (14420)...(16048) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 
<221> CDS 25 
<222> (18815)...(21691) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 
<221> CDS 30 
<222> (28219)...(29496) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<400> 6 
 35 
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<210> 7 
<211> 37168 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo PanAd3 con una inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre (PanAd3 Ébola Zaire (PB/6001)) 
 
<220> 5 
<221> CDS 
<222> (2133)...(4434) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre 
en PanAd3 Ébola Zaire (PB/6001) 
 10 
<220> 
<221> CDS 
<222> (15442)...(17196) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 15 
<220> 
<221> CDS 
<222> (20287)...(23181) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 20 
<220> 
<221> CDS 
<222> (34065)...(35693) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 25 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 36397 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo PanAd3 con una inserción de glicoproteína (GP) de la 5 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Ébola Sudan/Gulu (PanAd3 GP Ébola S/G 
(PB/6611)) 
 
<220> 
<221> CDS 10 
<222> (1624)...(3654) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 
Ébola Sudan/Gulu en PanAd3 GP Ébola S/G (PB/6611) 
 
<220> 15 
<221> CDS 
<222> (14671)...(16425) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 20 
<221> CDS 
<222> (19516)...(22410) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<220> 25 
<221> CDS 
<222> (33294)...(34922) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 
 
<400> 8 30 
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<210> 9 
<211> 36445 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Adenovirus de chimpancé sintético de serotipo PanAd3 con inserción de la glicoproteína (GP) de la 
envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Marburg Angola (PanAd3 Marburg (PB/6712)) 10 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (1656)...(3698) 
<223> Inserción de la glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus 
Marburg Angola en el PanAd3 Marburg (PB/6712) 5 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (14719)...(16473) 
<223> pentona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 10 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (19564)...(22458) 
<223> hexona del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 15 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (33342)...(34970) 
<223> fibra del adenovirus de chimpancé de serotipo ChAd63 20 
 
<400> 9 
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<210>10 
<211> 2302 
<212> AND 5 
<213> virus Ébola  
 
<220> 
<223> Glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, del virus Ébola Zaire de tipo silvestre (EBOV GP 
Zaire de tipo silvestre)  10 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 2031 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Glicoproteína (GP) sintética de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Ébola 10 
Sudan/Gulu (EBOV GP Sudan/Gulu con el codón optimizado)  
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 2043 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Glicoproteína (GP) sintética de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Marburg 10 
Angola (virus Marburg Angola con el codón optimizado) 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 2028 
<212> ADN 5 
<213> virus Ébola  
 
<220> 
<223> Glicoproteína (GP) de la envoltura, transmembrana, del virus Ébola Sudan/Gulu de tipo silvestre (EBOV 
GP Sudan/Gulu de tipo silvestre)  10 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 2031 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Glicoproteína (GP) sintética de la envoltura, transmembrana, con el codón optimizado del virus Ébola 
Zaire  10 
(EBOV GP Zaire con el codón optimizado) 
 
<400> 14 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un vector de adenovirus de chimpancé recombinante de serotipo ChAd3 que comprende un ácido nucleico que 
codifica una glicoproteína del virus Ébola, o una composición inmunogénica del mismo que incluye opcionalmente un 
adyuvante,  5 
para su uso en un método de inducción de una respuesta inmunitaria contra un antígeno de glicoproteína del virus 
Ébola en un sujeto. 
 
2. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho virus Ébola 
es de la especie Zaire o la especie Sudán/Gulu. 10 
 
3. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la glicoproteína del 
virus Ébola está codificada por una secuencia de polinucleótido seleccionada de entre el grupo de SEQ ID NO: 10 
(GP de Z tipo silvestre); SEQ ID NO: 11 o 13 (GP de S/G con el codón optimizado o de tipo silvestre). 
 15 
4. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores en donde el vector adenovírico es deficiente en replicación. 
 
5. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores en donde el vector adenovírico se administra por vía intramuscular. 20 
 
6. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores en donde la etapa de administración comprende una primovacunación seguida por una vacunación de 
refuerzo. 
 25 
7. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicación 6 en donde el refuerzo se 
suministra con un vector de virus vaccinia que codifica una glicoproteína del virus Ébola. 
 
8. El vector o la composición del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicación 7 en donde el vector de virus 
vaccinia es un virus vaccinia Ankara modificado. 30 
 
9. Un vector de adenovirus de chimpancé recombinante de serotipo ChAd3 que comprende un ácido nucleico que 
codifica una glicoproteína del virus Ébola. 
 
10. El vector adenovírico recombinante de acuerdo con la reivindicación 9, en donde la glicoproteína del virus Ébola 35 
es codificada por una secuencia de polinucleótido seleccionada de entre el grupo de SEQ ID NO: 10 (GP de Z tipo 
silvestre); SEQ ID NO: 11 o 13 (GP de S/G con el codón optimizado o de tipo silvestre). 
 
11. Una composición inmunogénica que comprende el vector de adenovirus de chimpancé recombinante de serotipo 
ChAd3 de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, que además comprende opcionalmente un adyuvante. 40 
 
12. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica un vector de adenovirus de chimpancé recombinante de 
serotipo ChAd3 que comprende un ácido nucleico que codifica una glicoproteína del virus Ébola. 
 
13. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 12, que comprende un casete de expresión que 45 
comprende un promotor de CMV unido operativamente a una secuencia de polinucleótido que codifica la 
glicoproteína del virus Ébola. 
 
14. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 12, que comprende una secuencia al menos un 95 % 
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1 y 2. 50 

ES 2 711 613 T3

 



107 

 

ES 2 711 613 T3

 



108 

 

ES 2 711 613 T3

 



109 

 

ES 2 711 613 T3

 



110 

 

ES 2 711 613 T3

 



111 

 

ES 2 711 613 T3

 



112 

 

ES 2 711 613 T3

 



113 

 

ES 2 711 613 T3

 



114 

 

ES 2 711 613 T3

 



115 

 

ES 2 711 613 T3

 



116 

 

ES 2 711 613 T3

 



117 

 

ES 2 711 613 T3

 



118 

 

ES 2 711 613 T3

 



119 

 
 

ES 2 711 613 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

