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DESCRIPCION
Adenovirus recombinante que expresa dos transgenes con un promotor bidireccional
CAMPO TECNICO

La invencion se refiere al campo de la medicina y al campo de la administracion del gen para las aplicaciones en la
vacunacion y terapia génica. Mas en particular, la invencién se refiere al adenovirus recombinante y vectores de
adenovirus recombinante con promotores bidireccionales para la expresion de dos transgenes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los adenovirus humanos y animales recombinantes se utilizan ampliamente para su aplicacion en la terapia génica y
la vacunacion. Para estas aplicaciones, los vectores de adenovirus se utilizan como portadores de un gen o genes de
interés para introducirse en las células huésped. Por ejemplo, los vectores de adenovirus se pueden usar para expresar
un gen o parte del mismo que codifica un antigeno deseado para provocar una respuesta inmune.

Los vectores de adenovirus de primera generacion tipicamente solo incluyen un transgén. Se publican muchas
estrategias para estos vectores de primera generacion. Las estrategias publicadas informan el uso de una variedad
de vectores de adenovirus diferentes y muestran que el casete de expresion transgénica se puede colocar en
diferentes regiones del adenovirus, por ejemplo, en la region E1, la regién E3, o entre E4 y la ITR derecha.

Sin embargo, para propdsitos de vacunas, a menudo se requiere mas de un antigeno o el mismo antigeno de varias
cepas diferentes para lograr proteccion y una amplia cobertura. Por lo tanto, en ciertos casos, es deseable expresar
al menos dos antigenos de un vector adenoviral. Se han descrito diferentes enfoques para codificar dos antigenos en
un vector adenoviral.

En un enfoque de los dos primeros antigenos, se coloc6 un casete de expresion de antigeno en la region E1 y el
segundo se colocé en la region E3 (por ejemplo, (Vogels y col., 2007)). En un enfoque diferente de dos antigenos, un
casete de expresion de antigeno se colocé en E1 y el segundo entre E4 y la ITR derecha (por ejemplo, (Holman y col.,
2007; Pham y col., 2009; Schepp-Berglind y col., 2007)). En otro enfoque adicional de dos antigenos, los dos casetes
de expresion de antigenos se colocaron en la region E1 en forma de cabeza a cola utilizando dos secuencias
promotoras diferentes en un intento de evitar la inestabilidad genética por recombinacién (por ejemplo, (Belousova y
col., 2006; Harro y col., 2009)).

También se han publicado otros dos enfoques de antigenos para diferentes vectores virales, por ejemplo con vectores
lentivirales. Los ejemplos incluyen el uso de promotores bidireccionales o el uso de un sitio de entrada ribosémica
interno (IRES) de virus de ARN de cadena positiva (por ejemplo, derivados de EMCV) para producir un transcripto
unico que se traduce en dos proteinas (por ejemplo, (Amendola, Venneri, Biffi, Vigna, & Naldini, 2005; Na & Fan,
2010)). Otros ejemplos incluyen la utilizacion de la maquinaria de empalme de la célula huésped o el uso de péptidos
de «escision» derivados de virus de ARN de cadena positiva, tal como la secuencia 2A de la fiebre aftosa o
equivalentes de otros virus para producir una poliproteina que se escinde en dos proteinas. Segun los informes
publicados, todas estas estrategias pueden ser igualmente utiles y exitosas.

Cuando dos antigenos estan codificados en un vector adenoviral, se deben mantener varias caracteristicas de un
vector monovalente para que el vector multivalente sea tanto producible como util para fines de vacunas. Las
caracteristicas importantes incluyen estabilidad genética durante el aumento de escala, productividad del vector a gran
escala, expresion de alto nivel de ambos antigenos e inmunogenicidad de ambos antigenos. Sin embargo, para la
mayoria de las estrategias publicadas, la estabilidad genética y otras caracteristicas de los vectores no se han
analizado sistematicamente.

En la presente se describen los resultados experimentales que muestran que los enfoques descritos en la técnica
anterior para expresar dos antigenos con un adenovirus recombinante Unico, llevan a: a) estabilidad genética reducida
en el procedimiento de aumento de escala del adenovirus recombinante (como se puede imitar mediante un pasaje
seriado en la linea celular auxiliar); b) productividad reducida del adenovirus recombinante (lo que disminuye la
posibilidad de aumentar de escala los vectores a grandes lotes purificados); c) expresion reducida de los antigenos;
y/o d) inmunogenicidad reducida de uno o mas de los antigenos (en el modelo de ratén). Estas son claras desventajas
que no apoyan el uso a gran escala de adenovirus recombinante para expresar dos antigenos como se describe en la
técnica anterior.

Por lo tanto, queda una necesidad de proporcionar un adenovirus recombinante que sea genéticamente estable y que
exprese dos antigenos de una manera donde se mantiene la inmunogenicidad de ambos antigenos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona procedimientos para obtener y usar adenovirus recombinante (rAd) y vectores de
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rAd. El rAd y vectores de rAd comprenden dos transgenes, donde un primer transgén esta operativamente unido a un
promotor de citomegalovirus (MCMV) de ratén bidireccional en una direccién y un segundo transgén esta
operativamente unido al promotor de mCMYV bidireccional en la otra direccién. Los rAd de la presente invencion son
genéticamente estables, sin que se detecten bandas de supresion por analisis de PCR hasta el pasaje 13 (p13), de
este modo se proporciona una estabilidad genética que es comparable con rAd con un transgén Unico. Ademas, ambos
transgenes se expresan de forma potente en funcion del analisis FACS de la expresion transgénica y el analisis
ELISPOT y ELISA de la inmunogenicidad de los antigenos expresados con respecto a las respuestas de las células T
y B. Por lo tanto, se determiné que los rAd de la presente invencién con un promotor bidireccional es adecuado para
uso en terapia génica y aplicaciones de vacunas.

Las realizaciones generales y preferidas se definen, respectivamente, por las reivindicaciones independientes y
dependientes adjuntas a la misma. Otras realizaciones, caracteristicas y ventajas preferidas de los diversos aspectos
de la invencién se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada tomada junto con las figuras de los
dibujos adjuntos.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un adenovirus recombinante que comprende un promotor de
CMV de ratén (mCMV) bidireccional operativamente unido a un primer transgén en una direcciéon y a un segundo
transgén en la direccion opuesta.

En otra realizacion, la presente invencién también proporciona un procedimiento de producir un adenovirus
recombinante que comprende un primer y un segundo transgén, el procedimiento que comprende: preparar un
constructo que comprende un promotor de mCMV bidireccional operativamente unido a un primer transgén en una
direccidn y a un segundo transgén en la direccion opuesta, e incorporar dicho constructo en el genoma del adenovirus
recombinante.

En ciertas realizaciones, el adenovirus recombinante ademas comprende un intrén ubicado 3’ del promotor y 5’ del
primer transgén y un intrén ubicado 3’ del promotor y 5’ del segundo transgén.

En ciertas realizaciones, el adenovirus recombinante tiene una supresién en la regién E1, y en ciertas realizaciones
comprende el promotor de mCMV bidireccional y el primer y segundo transgenes y opcionalmente los intrones, en
esta region E1.

En ciertas realizaciones, el primer y segundo transgén son diferentes y al menos uno de ellos codifica un antigeno. En
ciertas realizaciones ambos codifican un antigeno diferente.

En ciertas realizaciones, el adenovirus es un adenovirus humano serotipo 35 o un adenovirus humano serotipo 26.

En otra realizacién, la presente invencion también proporciona un procedimiento in vitro para expresar al menos dos
transgenes en una célula, el procedimiento que comprende proporcionar una célula con un vector adenoviral
recombinante segun la invencion.

En otra realizacion, la presente invencion también proporciona un vector adenoviral recombinante segun la invencion
para usar en la induccion de una respuesta inmune contra al menos dos antigenos.

En otra realizacién, la presente invencién también proporciona una molécula de ADN recombinante que comprende el
genoma de un adenovirus recombinante segun la invencién.

En otra realizacion, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
adenovirus recombinante segun la invencion y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas
realizaciones, la composicién farmacéutica es una vacuna.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1: Disefio y prueba de rAd monovalente que codifica un transgén unico. (A) Dibujo esquematico del disefio
genético de rAd con un casete de expresion para un gen Unico en la region E1 y una sefial de empaquetamiento V.
(B) Representacion esquematica de las pruebas de estabilidad genética a pequefia escala con analisis de PCR para
virus pasados en células de empaquetamiento PER.C6®. El pasaje p13 es 3 pasajes mas alla de la escala comercial,
segun los detalles del procedimiento. (C) Se muestran los resultados del analisis de PCR de identidad E1 para 4 virus
diferentes: rAd35.E1.EBOV, rAd35.E1.SEBOV, rAd35.E1.MARV y rAd26.E1.EBOV. Los numeros del 1-5 representan
el ADN de cinco placas diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de
plasmido positivo que muestra el tamafio esperado de la banda de PCR y P- es un control de plasmido negativo que
muestra el tamafio de un casete de expresién sin un antigeno. H20 es el control de agua de la PCR y M son los
marcadores de peso molecular.

Fig. 2: Disefio y prueba de rAd E1-E3 bivalente. (A) Dibujo esquematico del disefio genético de rAd con un casete de
expresion con gen 1 en la region E1 corriente debajo de ITR derecho y un segundo casete de expresion con un gen 2
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en la region E3. El vector rAd35 tenia la orientacion invertida en la region E3 como se muestra en (A). (B) Se muestran
los resultados del analisis de PCR de las regiones del transgén E1 y E3 del pasaje 5 (p5), pasaje 10 (p10) y pasaje 15
(p15) para un vector bivalente rAd35, rAd35.E1.EBOV-E3.SEBQOV. Los numeros del 1-5 representan el ADN de cinco
placas diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de plasmido positivo que
muestra el tamafio esperado de la banda de PCR y P- es un control de plasmido negativo que muestra el tamafio de
un casete de expresion sin un antigeno. H20 es el control de agua de la PCR y M son los marcadores de peso
molecular. Los asteriscos indican bandas de PCR no especificas presentes tanto en el control positivo como en las
diferentes placas analizadas. Las puntas de flecha indican bandas de supresion, que representan productos de PCR
amplificados a partir de genomas virales que han suprimido total o parcialmente el antigeno o el casete de expresion.

Fig. 3: Disefo y prueba de rAd bivalente con un casete de expresion bicistronico en E1. (A) Disefio esquematico de
vectores bicistronicos utilizando el enfoque F2A para los vectores bivalentes rAd que codifican el gen 1y el gen 2 que
comprenden, eGFP y luciferasa, luciferasa y eGFP, o MARV y SEBOV, respectivamente. Ambos antigenos, el gen 1
y el gen 2, estan codificados en la regién E1 en un ARNm y la expresién esta dirigida por un hCMV. La parte F2A
(furina-2A) codifica un sitio de reconocimiento de furina y un péptido 2A derivado del virus de la fiebre aftosa por
picornavirus (FMDV), que lleva a la separacién de los productos proteicos codificados por el gen 1y el gen 2. La
secuencia de aminoacidos de la parte F2A es como se describid anteriormente ((de Felipe, Luke, Brown y Ryan, 2010;
Donnelly y col., 2001)) (B) Se muestran los resultados del analisis de PCR de la regién del transgén de diferentes
rAd35 bivalentes con el disefio E1-F2A en el pasaje 13 (p13). Los numeros del 1-5 representan el ADN de cinco placas
diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de plasmido positivo que muestra
el tamafio esperado de la banda de PCR y H20 es el control de agua de la PCR y M son los marcadores de peso
molecular. Un asterisco indica una banda de PCR no especifica presente tanto en el control positivo como en las
diferentes placas analizadas. Las puntas de flecha indican bandas de supresion, que representan productos de PCR
amplificados a partir de genomas virales que han suprimido total o parcialmente el antigeno o el casete de expresion.
(C) Se muestra una transferencia Western para comparar la expresion de las proteinas MARV y SEBOV para un vector
rAd35 bivalente con un casete de expresion bicistronico en E1 y vectores monovalentes que expresan las mismas
proteinas. Las células A549 se infectaron con rAd35.MARV-F2A-SEBOV, rAd35.E1.MARV o rAd35.E1.SEBOV a
1000, 2500 y 5000 VP/célula, se recolectaron 48 hpi y se analizaron los lisados para determinar la expresion de las
proteinas MARV y SEBOV utilizando anticuerpos primarios especificos de MARV y SEBOV. (D) Se muestran gréficos
de lineas de los resultados con tincidn FACS para el analisis de la expresion en superficie de las proteinas MARV y
SEBOV para comparar rAd35.MARV-F2A-SEBOV bivalente con una mezcla de vectores monovalentess,
rAd35.E1.MARYV + rAd35.E1.SEBOV. Las células A549 se infectaron con rAd35.MARV-F2A-SEBOV o una mezcla de
rAd35.E1.MARYV + rAd35.E1.SEBOV a 111, 333 y 1000 VP/célula. La expresion se analizé 48 hpi y se representd %
de células positivas vs VP/célula. (E) Se muestra una transferencia Western para comparar la expresion de las
proteinas MARV y SEBOV para un vector rAd35 bivalente con un casete de expresion bicistronico en E1 y vectores
monovalentes que expresan las mismas proteinas. Las células A549 se infectaron con rAd35.MARV-F2A-SEBOV,
rAd35.E1.MARYV o rAd35.E1.SEBQOV a 1000, 2500 y 5000 VP/célula, se recolectaron 48 hpiy se analizaron los lisados
para determinar la expresion de las proteinas MARV y SEBOV utilizando Anticuerpos primarios especificos de MARV
y SEBOV. (D) Se muestran graficos de lineas de los resultados con tincion con FACS para el analisis de la expresion
superficial de las proteinas MARV y SEBOV para comparar rAd35.MARV-F2A-SEBOV bivalentes con una mezcla de
vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1. SEBOV. Las células A549 se infectaron con rAd35.MARV-F2A-
SEBOV o una mezcla de rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV a 111, 333 y 1000 VP/célula. Se analiz6 la expresion
48 hpi y se grafico el % de células positivas versus VP/célula. (E) Se muestran los resultados de un ensayo ELISPOT
para evaluar la inmunogenicidad en ratones en la semana 8 posterior a la inmunizacién con rAd35.MARV-F2A-SEBOV
bivalente o una mezcla de vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV. rAd35.vacio es el control
negativo. Los datos de ELISPOT se grafican como unidades formadoras de puntos (SFU)/10° esplenocitos y
corresponden a las respuestas de células T especificas de SEBOV y MARV con los diferentes vectores. (F) Se
muestran los resultados de un ensayo ELISA para medir las respuestas de anticuerpos (respuesta humoral, respuesta
de células B) contra las glicoproteinas MARV y SEBOV, expresadas con rAd35.MARV-F2A-SEBOQOV bivalente o una
mezcla de vectores monovalentes, rAd35. E1.MARV y rAd35.E1.SEBOV (MARV + SEBOV). rAd35.vacio es el control
negativo. Los datos de ELISA se presentan en escala logaritmica como Unidades de ELISA (EU)/ml. Para los ensayos
ELISPOT y ELISA (E y F), se inmunizaron grupos de diez ratones BALB/c por via intramuscular (IM) con 1x10°VP de
rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV o con 1x10° VP rAd35.E1.MARV y 1x109 VP rAd35.E1.SEBOV. Para tener en cuenta
el posible efecto adyuvante del grupo que recibié el total de 2x10° VP de combinacién de inserto Unico, el vector 1x10°
VP Ad35.vacio se coinyect6 con rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBQOV. Como control negativo, dos grupos de cinco ratones
recibieron un total de 2x10° VP Ad35.emtpy. Antes de la vacunacién, los ratones también se sangraron para generar
suero de control sin tratamiento previo (datos no mostrados).

Fig. 4: Disefio y prueba de vectores bivalentes rAd35 con un disefio E1-E1. (A) Disefio esquematico de vectores
bivalentes utilizando el enfoque E1-E1: la regién E1 contiene dos casetes de expresidon completos en una configuracion
de cabeza a cola, donde la expresion del gen 1 es dirigida por el promotor del CMV humano y la expresion del gen 2
es dirigida por un promotor mCAG que se eligié debido a su secuencia heteréloga y potencia comparable al promotor
CMV humano. Los dos casetes de expresion con gen 1y gen 2 albergan sefiales de poliadenilacion heterdlogas pA1
y pA2, respectivamente. (B) Se muestran los resultados del analisis de PCR de la region del transgén de
rAd35.E1.mCAG.Luc-hCMV.eGFP y rAd35.E1.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV. Los numeros del 1-5 representan el ADN
de cinco placas diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de plasmido
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positivo que muestra el tamafio esperado de la banda de PCR y P- es un control de plasmido negativo que muestra el
tamafio de un casete de expresién sin un antigeno. H20 es el control de agua de la PCR y M son los marcadores de
peso molecular. Un asterisco indica una banda de fondo de PCR y una punta de flecha indica una banda de supresion.
(C) Se muestra una transferencia Western para comparar la expresion de rAd35.E1.mCAG-MARV.hCMV-SEBOV
bivalentes y vectores monovalentes rAd35.E1.MARV o rAd35.E1.SEBOV. Las células A549 se infectaron con
rAd35.E1.mCAG-MARV.hCMV-SEBOV, rAd35.E1.MARV, o rAd35.E1.SEBOV a 1000, 2500 y 5000 VP/célula, se
recolectaron 48 hpi, y se analizaron los lisados para determinar la expresion de las proteinas MARV y SEBOV usando
anticuerpos primarios especificos de MARV y SEBOV. (D) Se muestran graficos de lineas de los resultados con tincién
FACS para el analisis de la expresion en superficie de las proteinas para comparar la expresion de rAd35.E1.mCAG-
MARV.hCMV-SEBOQV bivalentes y una mezcla de vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV. Las
células A549 se infectaron con rAd35.MARV-F2A-SEBOV o una mezcla de rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBQOV a
111, 333 y 1000 VP/célula. Se analizé la presencia de MARV y SEBOV en la superficie de las células infectadas 48 hpi
y se grafico el % de células positivas versus VP/célula. (E) Se muestran los resultados de un ensayo ELISPOT para
evaluar la inmunogenicidad en ratones en la semana 8 posterior a la inmunizacién con rAd35.E1.mCAG-MARV.hCMV-
SEBOQV bivalentes o una mezcla de vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV. Ad35.vacio es el
control negativo. Los datos de ELISPOT se grafican como unidades formadoras de puntos (SFU)/108 esplenocitos y
corresponden a las respuestas de células T especificas de SEBOV y MARV con los diferentes vectores. (F) Se
muestran los resultados de un ensayo ELISA para medir las respuestas de anticuerpos (respuesta humoral) contra las
glicoproteinas MARV y SEBOV, expresadas con Ad35.E1.mCAG-MARV.hCMV-SEBOV bivalentes o una mezcla de
vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV. Ad35.vacio vector es el control negativo. Los datos de
ELISA se presentan en escala logaritmica como Unidades de ELISA (EU)/ml. Para los ensayos ELISPOT y ELISA (E
y F), se inmunizaron grupos de diez ratones BALB/c por via intramuscular (IM) con 1x10° VP de rAd35.E1.MARV-
mCMV-SEBOV o con 1x10° VP rAd35.E1.MARV y 1x10° VP rAd35.E1.SEBQOV. Para tener en cuenta el posible efecto
adyuvante del grupo que recibio el total de 2x10° VP de la combinacion de inserto Unico, el vector 1x10° VP Ad35.vacio
se coinyecto con el rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV. Como control negativo, dos grupos de cinco ratones recibieron
un total de 2x10° VP Ad35.emtpy. Antes de la vacunacion, los ratones también se sangraron para generar suero de
control sin tratamiento previo (datos no mostrados).

Fig. 5: Disefio y prueba de vectores bivalentes E1 rAd35 que expresan eGFP y Firefly Luciferasa (Luc) con tres
promotores bidireccionales diferentes, Phuidir1, Pbidir2, ¥ Puigirs. (A) Disefio esquematico del casete de expresion
bidireccional en E1: la regién E1 contiene un casete de expresion dirigido por uno de los promotores bidireccionales,
Phuidir1, Pbidir2, 0 Pbidgir3. En el casete de expresion, el gen 1 se coloca en el lado 5 ‘en la orientacion invertida y el gen 2
en el lado 3’ en la orientacion delantera. (B) Se muestran graficos de barras de los niveles de expresion de Luciferasa
y eGFP en células HEK293 que se transfectaron en forma transitoria con vectores E1 rAdApt35 con las tres variantes
de promotores bidireccionales diferentes que incluyen a Luc y eGFP intercambiados en las posiciones del gen 1y del
gen 2. También se incluyen como controles los niveles de expresion de luciferasa y eGFP de vectores monovalentes
cuando se usan individualmente (pAdApt35.eGFP o AdApt35.Luc) o en combinacion (pAdApt35.eGFP +
AdApt35.Luc). El nivel de expresion de eGFP se muestra como intensidad fluorescente media (MFI) y el nivel de
expresion de luciferasa se muestra como unidades de luz relativas (RLU). (C) Se muestran graficos de barras de los
niveles de expresion de luciferasa o eGFP en células A549 infectadas con vectores E1 rAd35 con el promotor
bidireccional Puidirs seleccionado con Luc y eGFP y se intercambian en las posiciones de gen 1 y gen 2. También se
incluyen como controles los niveles de expresion de Luciferasa y eGFP de un vector rAd35 vacio sin transgén
(rAd35.vacio) y vectores monovalentes utilizados individualmente (rAd35.eGFP o rAd35.Luc). Las células A549 se
infectaron con 1000 VP/célula y la expresion se determind a 48 hpi. El nivel de expresion de eGFP se muestra como
intensidad fluorescente media (MFI) y el nivel de expresion de luciferasa se muestra como unidades de luz relativas
(RLU). (D) Una representacion esquematica del promotor bidireccional Poigirs con mCMV IE1/IE2 flanqueado por dos
intrones, Intrén 2 en el lado 5’ e Intron 1 en el lado 3'.

Fig. 6: Secuencia de la secuencia del promotor bidireccional mMCMV IE1/IE2 con anotaciones para diferentes
segmentos funcionales. La direccion y los segmentos funcionales especificos se indican con flechas apiladas en la
secuencia: la secuencia del promotor derivado de IE1/IE2 de mCMV, los potenciadores MIE2 y MIE1 en ambas
direcciones, la caja TATA y el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) flanqueados por una secuencia de intrones
derivada de ApoE1 humana y una secuencia de intrones quiméricos.

Fig. 7: Disefio y prueba de un vector rAd35 bivalente con un disefio bidireccional E1. (A) Disefio esquematico de los
vectores bivalentes bidireccionales rAd35 E1: la region E1 contiene un casete de expresion bidireccional, donde ambos
antigenos se expresan bajo el control de un promotor de CMV de ratén bidireccional utilizando sefiales de
poliadenilacién heterdlogas pA1y pA2. (B) Se muestran los resultados para el analisis de PCR de la regién transgénica
de tres vectores bidireccionales diferentes rAd35.E1. (rAd35.E1.eGFP-mCMV-Luc, (rAd35.E1.Luc-mCMV-eGFP, y
rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV. Los ndmeros del 1-5 representan el ADN de cinco placas diferentes (poblaciones
virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de plasmido positivo que muestra el tamario esperado
de la banda de PCR y P- es un control de plasmido negativo que muestra el tamafio de un casete de expresion sin un
antigeno. H20 es el control de agua de la PCR y M son los marcadores de peso molecular. No se detectaron bandas
de supresion en el ADN viral de cinco placas diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6® para
los vectores bivalentes E1-bidireccionales rAd35. (C) Se muestra una transferencia Western para comparar la
expresion de MARV y SEBOV con rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV bivalentes y vectores monovalentes
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rAd35.E1.SEBOV y rAd35.E1.MARV. Las células A549 se infectaron con los vectores indicados en 1000, 2500 y 5000
VP/célula, se recolectaron 48 hpi, y se analizaron los lisados para determinar la expresion de las proteinas MARV y
SEBOV usando anticuerpos primarios especificos de MARV y SEBOV. (D) Se muestran graficos de lineas de los
resultados con tincion FACS para el andlisis de la expresion en superficie de las proteinas para comparar la expresion
de rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV bivalente y una mezcla de vectores monovalentes rAd35.E1.MARV vy
rAd35.E1.SEBOV. Las células A549 se infectaron con los vectores indicados en 111, 333 y 1000 VP/célula. La
presencia de MARV y SEBOV en la superficie de las células infectadas se analizé 48 hpi mediante tincion con FACS
y se mostré el % de células positivas. (E) Se muestran los resultados de un ensayo ELISPOT para evaluar la
inmunogenicidad en ratones en la semana 8 posterior a la inmunizacién con rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBQV bivalente
o una mezcla de dos vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV y rAd35.E1.SEBOV. Ad35.vacio es el control negativo.
Los datos de ELISPOT se grafican como unidades formadoras de puntos (SFU)/10° esplenocitos y corresponden a
las respuestas de células T especificas de SEBOV y MARV con los diferentes vectores. (F) Se muestran los resultados
de un ensayo ELISA para medir las respuestas de anticuerpos (respuesta humoral) contra las glicoproteinas MARV y
SEBOV en la semana 8 después de la inmunizacion en ratones con rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBQV bivalente o una
mezcla de dos vectores monovalentes, rAd35.E1.MARV y rAd35.E1.SEBOV. Ad35.vacio es el control negativo. Los
datos de ELISA se presentan en escala logaritmica como Unidades de ELISA (EU)/ml. Para los ensayos ELISPOT y
ELISA (E y F), se inmunizaron grupos de diez ratones BALB/c por via intramuscular (IM) con 1x10° VP de
rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV o con 1x10° VP rAd35.E1.MARV y 1x10° VP rAd35.E1.SEBOV. Para tener en cuenta
el posible efecto adyuvante del grupo que recibi6 el total de2x10° VP de la combinacion del inserto Gnico, 1x10° VP
Ad35.vacio vector se coinyect6 con el rAd35.E1.MARV-mCMV-SEBOV. Como control negativo, dos grupos de cinco
ratones recibieron un total de 2x10° VP Ad35.vacio. Antes de la vacunacion, los ratones también se sangraron para
generar suero de control sin tratamiento previo (datos no mostrados).

Fig. 8: Disefio y prueba de un vector rAd26 bivalente Con un disefio E1- bidireccional. (A) Disefio esquematico de los
vectores rAd26 bivalentes usando el enfoque E1-bidireccional. (B) Se muestran los resultados del analisis de PCR de
la region del transgén de rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV bivalente. Los numeros del 1-5 representan el ADN de cinco
placas diferentes (poblaciones virales) pasadas a p13 en células PER.C6®. P+ es el control de plasmido positivo que
muestra el tamario esperado de la banda de PCR y P- es un control de plasmido negativo que muestra el tamario de
un casete de expresion sin un antigeno. H20 es el control de agua de la PCR y M son los marcadores de peso
molecular. (C) Se muestra una transferencia Western para comparar la expresion de MARV y SEBOV de
rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBQV bivalente y vectores monovalentes rAd26.E1.SEBOV y rAd26.E1.MARV. Las células
A549 se infectaron con los vectores indicados a 10 000, 25 000 y 50 000 VP/célula, se recolectaron 48 hpi, y se
analizaron los lisados para determinar la expresion de las proteinas MARV y SEBOV usando anticuerpos primarios
especificos de MARV y SEBOV. (D) Se muestran graficos de lineas de los resultados con tinciéon FACS para el analisis
de la expresion en superficie de las proteinas para comparar la expresion de rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV
bivalente y una mezcla de vectores monovalentes rAd26.E1.MARV y rAd35.E1.SEBOV. Las células A549 se infectaron
con los vectores indicados en 100 000, 20 000, 4000 y 800 VP/célula. La presencia de MARV y SEBOV en la superficie
de las células infectadas se analiz6é 48 hpi mediante tincion con FACS. Se mostré el % de células positivas. (E) Se
muestran los resultados de un ensayo ELISPOT para evaluar la inmunogenicidad en ratones en la semana 8 posterior
a la inmunizacion con rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV bivalente o una mezcla de dos vectores monovalentes,
rAd26.E1.MARV y rAd26.E1.SEBOV.rAd26.vacio es el control negativo. Los datos de ELISPOT se grafican como
unidades formadoras de puntos (SFU)/10° esplenocitos y corresponden a las respuestas de células T especificas de
SEBOV y MARYV con los diferentes vectores. (F) Se muestran los resultados de un ensayo ELISA para medir las
respuestas de anticuerpos (respuesta humoral) contra las glicoproteinas MARV y SEBOV en la semana 8 después de
la inmunizaciéon en ratones con rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV bivalente o una mezcla de dos vectores
monovalentes, rAd26.E1.MARV y rAd26.E1.SEBOV. El rAd26.vacio es el control negativo. Los datos de ELISA se
presentan en escala logaritmica como Unidades de ELISA (EU)/ml. Para los ensayos ELISPOT y ELISA (E y F), los
grupos de doce ratones BALB/c se inmunizaron por via intramuscular (IM) con 1x10° VP de rAd26.E1.MARV-mCMV-
SEBOV o con 1x10° VP de rAd26.E1.MARV y 1x10° VP de rAd26.E1.SEBQOV. Para tener en cuenta el posible efecto
adyuvante del grupo que recibio el total de 2x10° VP de la combinacion del inserto Gnico, 1x10° VP del vector
rAd26.vacio se coinyecté con el rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV.. Como control negativo, dos grupos de cuatro
ratones recibieron un total de 2x10° VP rAd26.vacio. Antes de la vacunacion, los ratones se sangraron para generar
suero de control sin tratamiento previo (datos no mostrados).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se describen resultados experimentales que muestran que los enfoques descritos en la técnica anterior
para expresar dos transgenes de un adenovirus recombinante (rAd) llevan a la inestabilidad genética de la expresion
de rAd y/o del transgén reducido en comparacion con rAd con transgenes Unicos que expresan los mismos antigenos.
Después de probar varias estrategias nuevas diferentes para resolver estos problemas, se identificd una solucion
novedosa usando vectores rAd con dos transgenes colocados bajo el control de un promotor de citomegalovirus
(mCMV) de ratén bidireccional. El rAd de la presente invencion es superior al rAd bivalente que se ha descrito en la
técnica anterior. El rAd bivalente con un mCMV bidireccional es genéticamente estable, sin bandas de supresion
detectadas por el analisis de PCR hasta el pasaje 13 (p13), de ese modo proporciona una estabilidad genética que es
comparable a la rAd con un transgén unico. Ademas, ambos transgenes se expresan de forma potente sobre la base
de la transferencia Western y el analisis FACS de la expresion transgénica y el andlisis ELISPOT y ELISA de la
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inmunogenicidad de los antigenos expresados con respecto a las respuestas de las células T y B. Por lo tanto, se
determiné que el rAd de la presente invencion con un promotor bidireccional es adecuado para uso en terapia génica
y aplicaciones de vacunas.

La presente invencion se refiere, por lo tanto, al rAd y vectores de rAd, procedimientos para obtener y usar rAd y los
vectores rAd, donde rAd y los vectores rAd comprenden un promotor de mCMV bidireccional y dos transgenes, donde
un primer transgén esta operativamente unido al promotor de mCMV bidireccional en una direcciéon y un segundo
transgén esta operativamente unido al promotor mCMV bidireccional en la otra direccion.

El rAd de la presente invencion se puede producir en grandes cantidades, o lotes. Un «lote» de rAd es una composicion
que se ha producido en una corrida de produccién en un recipiente de produccion unico, o alternativamente se puede
referir a la pluralidad de particulas rAd en una composicion que esta presente en un recipiente Unico (por ejemplo,
biorreactor, bolsa, matraz, botella, vial multidosis, vial de dosis Unica, jeringa, etc.). Un lote de rAd segun la invencion
0 una composicion que comprende rAd segun la invencion comprende con preferencia al menos 107 particulas de rAd,
y en ciertas realizaciones comprende al menos 108, 10°% 10", 10'", 102, 103, 10", 10'5, 10'%, 10'7, 10", 0 mas
particulas rAd, hasta 102° particulas rAd (por ejemplo, producidas en un biorreactor a gran escala en una ejecucion de
produccién uUnica). Un lote o composicion puede o no comprender otros componentes relevantes ademas del rAd.

El término «recombinante» para un adenovirus recombinante, como se usa en la presente, implica que se ha
modificado por la mano del hombre en oposicion a los adenovirus de tipo salvaje, por ejemplo, comprende un gen,
genes heterdlogos, o partes de los mismos y un promotor de mCMV bidireccional.

Las secuencias de la presente se proporcionan en la direccion 5’ a 3', como es habitual en la técnica.

Una «proteina de la capside del adenovirus» se refiere a una proteina en la capside de un adenovirus que implica en
la determinacién del serotipo y/o el tropismo de un adenovirus particular. Las proteinas de la capside adenoviral
tipicamente incluyen las proteinas de fibra, pentona y/o hexona. Un rAd de (o «basado en») un cierto serotipo segun
la invencion comprende tipicamente proteinas de fibra, pentona y/o hexona de ese cierto serotipo, y con preferencia
comprende proteina de fibra, penton y hexon de ese cierto serotipo. Estas proteinas estan tipicamente codificadas por
el genoma del rAd. Un rAd de un cierto serotipo puede comprender y/o codificar opcionalmente otras proteinas de
otros serotipos de adenovirus.

Un rAd esta «basado en» un adenovirus como se usa en la presente, por derivacion del tipo salvaje, al menos en
secuencia. Esto se puede lograr mediante clonaciéon molecular, usando el genoma de tipo salvaje o partes del mismo
como material de partida. También es posible utilizar la secuencia conocida de un genoma de adenovirus de tipo
salvaje para generar (partes del) genoma de novo por sintesis de ADN, que se puede realizar mediante procedimientos
de rutina por parte de compafiias de servicios que tienen negocios en el campo de la sintesis de ADN y/o clonacion
molecular (por ejemplo, GeneArt, GenScripts, Invitrogen, Eurofins). Por lo tanto, como ejemplo no limitante, un rAd
que comprende hexona, pentona y fibra de Ad35 se considera un rAd basado en Ad35, etc.

Los vectores de la presente invencion se denominan como vectores rAd. La preparacion de vectores rAd es bien
conocida en la técnica.

En ciertas realizaciones, un vector rAd segun la invencion es deficiente en al menos una funcién génica esencial de la
region E1, por ejemplo, la regiéon E1a y/o la regién E1b, del genoma adenoviral que se requiere para la replicacion
viral. En ciertas realizaciones, un vector adenoviral segun la invencién es deficiente en al menos parte de la regiéon E3
no esencial. En ciertas realizaciones, el vector es deficiente en al menos una funcién génica esencial de la region E1
y al menos parte de la region E3 no esencial. El vector adenoviral puede ser «deficiente en multiples formas», lo que
significa que el vector adenoviral es deficiente en una o mas funciones genéticas esenciales en cada una de dos o
mas regiones del genoma adenoviral. Por ejemplo, los vectores adenovirales deficientes en E1 o E1-, deficientes en
E3 pueden ser mas deficientes en al menos un gen esencial de la regién E4 y/o al menos un gen esencial de la region
E2 (por ejemplo, la regién E2A y/o regién E2B).

Los vectores adenovirales, procedimientos para su construccion y los procedimientos para su propagacion, son bien
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes U.S. N.° 5.559.099, 5.837.511, 5.846.782,
5.851.806, 5.994.106, 5.994.128, 5.965.541, 5.981.225, 6.040.174, 6.020.191, 6.113.913 y 8.932.607, y Thomas
Shenk, «Adenoviridae and their Replication» M. S. Horowitz, «Adenoviruses», Capitulos 67 y 68, respectivamente, en
Virology, B. N. Fields y col, eds., 3d ed., Raven Press, Ltd., Nueva York (1996), y otras referencias mencionadas en
la presente. Normalmente, la construccidn de vectores adenovirales implica el uso de técnicas bioldgicas moleculares
estandares, tales como las descritas en, por ejemplo, Sambrook y col., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 2d
ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), Watson y col., Recombinant ADN, 2d ed., Scientific
American Books (1992), y Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, NY
(1995), y otras referencias aqui mencionadas.

Un adenovirus segun la invencion pertenece a la familia de los Adenoviridae y con preferencia es uno que pertenece
al género Mastadenovirus. Puede ser un adenovirus humano, pero también un adenovirus que infecta a otras especies,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733593 T3

que incluyen pero sin limitaciéon un adenovirus bovino (por ejemplo, adenovirus 3 bovino, BAdV3), un adenovirus
canino (por ejemplo, CAdV2), un adenovirus porcino (por ejemplo, PAdV3 o 5) o un adenovirus simio (que incluye un
adenovirus de mono y un adenovirus de simio, tal como un adenovirus de chimpancé o un adenovirus de gorila). Con
preferencia, el adenovirus es un adenovirus humano (HAdV o AdHu; en la presente invenciéon se entiende un
adenovirus humano si se refiere a Ad sin indicacién de especie, por ejemplo, la breve notacion «Ad5» significa lo
mismo que HAdV5, que es el adenovirus humano serotipo 5), o un adenovirus simio tal como adenovirus de chimpancé
o gorila (ChAd, AdCh o SAdV).

La mayoria de los estudios avanzados se han realizado usando adenovirus humanos, y los adenovirus humanos se
prefieren segun ciertos aspectos de la invencién. En ciertas realizaciones preferidas, el adenovirus recombinante
segun la invencion se basa en un adenovirus humano. En realizaciones preferidas, el adenovirus recombinante se
basa en un adenovirus humano serotipo 5, 11, 26, 34, 35, 48, 49 0 50. Segun una realizacion particularmente preferida
de la invencion, un adenovirus es un adenovirus humano de uno de los serotipos 26, 35. Una ventaja de estos serotipos
es una baja seroprevalencia y/o titulos bajos de anticuerpos neutralizantes preexistentes en la poblacion humana. La
preparacion de vectores rAd26 se describe, por ejemplo, en WO 2007/104792 y en (Abbink y col., 2007). Los ejemplos
de secuencias de genoma de Ad26 se encuentran en GenBank Acceso EF 153474 y en la SEQ ID NO:1 de
WO 2007/104792. La preparacion de los vectores rAd35 se describe, por ejemplo, en la Patente US N.° 7.270.811, en
WO 00/70071, y en (Vogels y col., 2003). Los ejemplos de las secuencias gendmicas de Ad35 se encuentran en
GenBank Acceso AC_000019 y en la Fig. 6 de WO 00/70071.

Los adenovirus de simio generalmente también tienen una baja seroprevalencia y/o titulos de anticuerpos
neutralizantes preexistentes en la poblacién humana, y se ha presentado una cantidad significativa de trabajo usando
vectores de adenovirus de chimpancé (por ejemplo, US6083716; WO 2005/071093; WO 2010/086189;
WO 2010085984; (Bangari & Mittal, 2006; Cohen y col., 2002; Farina y col., 2001; Kobinger y col., 2006; Lasaro & Ertl,
2009; Tatsis y col., 2007). Por lo tanto, en otras realizaciones preferidas, el adenovirus recombinante se basa en un
adenovirus simio, por ejemplo, un adenovirus de chimpancé. En ciertas realizaciones, el adenovirus recombinante se
basa en un adenovirus simio tipo 1, 7, 8, 21, 22, 23, 24, 24, 25, 26, 27.1, 28.1, 29, 30, 31.1, 32, 33, 34, 35.1, 36, 37.2,
39,40.1,41.1,42.1, 43, 44, 45, 46, 48, 49, 50 o SA7P.

Las secuencias de la mayoria de los adenovirus humanos y no humanos mencionados anteriormente son conocidas,
y para otras se pueden obtener mediante procedimientos de rutina.

Un adenovirus recombinante segun la invencidon puede ser competente para la replicacion o deficiente en la
replicacion.

En ciertas realizaciones, el adenovirus es deficiente en la replicacion, por ejemplo, porque contiene una supresion en
la region E1 del genoma. Una «supresion en la region E1» significa una supresion en esta regién en comparacién con
un adenovirus de tipo salvaje, y significa una supresiéon en al menos una de las regiones codificadoras E1A, E1B 55K
o E1B 21K, con preferencia una supresion de las regiones codificadoras E1A, E1B 55K y E1B21K. Como es conocido
por los expertos, en el caso de supresiones de regiones esenciales del genoma de adenovirus, las funciones
codificadas por estas regiones se deben proporcionar en trans, con preferencia por la célula productora, es decir,
cuando partes o la totalidad de las regiones E1, E2 y/o E4 se suprimen del adenovirus, estas deben estar presentes
en la célula productora, por ejemplo, integradas en su genoma, o en la forma del llamado adenovirus auxiliar o
plasmidos auxiliares. El adenovirus también puede tener una supresion en la regién E3, que es prescindible para la
replicacion, y, por lo tanto, tal supresion no se debe complementar.

Una célula productora (a veces también mencionada en la técnica y en la presente como «célula de empaquetamiento»
0 «célula complementaria» o «célula huésped») que se puede usar puede ser cualquier célula productora donde se
pueda propagar un adenovirus deseado. Por ejemplo, la propagacion de vectores de adenovirus recombinantes se
realiza en células productoras que complementan las deficiencias en el adenovirus. Tales células productoras con
preferencia tienen en su genoma al menos una secuencia E1 de adenovirus, y por lo tanto son capaces de
complementar adenovirus recombinantes con una supresion en la region E1. Se puede usar cualquier célula
productora complementaria de E1, tales como las células de retina humana inmortalizadas por E1, por ejemplo, células
911 o PER.C6 (véase patente US 5.994.128), amniocitos transformados con E1 (véase patente de EP 1230354),
células A549 transformadas con E1 (ver, por ejemplo, WO 98/39411, patente US 5.891.690), GH329: HelLa (Gao,
Engdahl, & Wilson, 2000), 293, y similares. En ciertas realizaciones, las células productoras son, por ejemplo, células
HEK293, o células PER.C6, o células 911, o células IT293SF, y similares.

Para los adenovirus deficientes en E1 que no se derivan de los subgrupos C o E, se prefiere intercambiar la secuencia
codificadora E4-orf6 del adenovirus no subgrupo C o E con el E4-orf6 de un adenovirus del subgrupo C tal como Ad5.
Esto permite la propagacion de tales adenovirus en lineas celulares complementarias bien conocidas que expresan
los genes E1 de Ad5, tal como por ejemplo las células 293 o células PER.C6 (ver, por ejemplo, (Havenga y col., 2006);
WO 03/104467).

En realizaciones alternativas, no es necesario colocar una region E4orf6 heteréloga (por ejemplo, Ad5) en el vector
adenoviral, sino que el vector no subgrupo C o E deficiente en E1 se propaga en una linea celular que expresa tanto
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E1 como un vector compatible E4orf6, por ejemplo la linea celular 293-ORF6 que expresa tanto E1 como E4orf6 de
Ad5 (ver, por ejemplo, (Brough, Lizonova, Hsu, Kulesa, y Kovesdi, 1996) que describe la generacién de las células
293-0ORF6; (Abrahamsen y col., 1997; Nan y col., 2003), cada uno de los cuales describe la generacién de vectores
adenovirales no del subgrupo C con supresién de E1 que utilizan dicha linea celular).

Alternativamente, se puede usar una célula complementaria que expresa E1 a partir del serotipo que se va a propagar
(ver, por ejemplo, WO 00/70071, WO 02/40665).

Para los adenovirus del subgrupo B, tales como Ad35, que tienen una supresion en la region E1, se prefiere retener
el extremo 3’ del marco de lectura abierto E1B 55K en el adenovirus, por ejemplo, los 166 pb directamente corriente
arriba del marco de lectura abierto pIX o un fragmento que comprende esto, tal como un fragmento de 243 pb
directamente corriente arriba del codon de inicio plX (marcado en el extremo 5’ por un sitio de restriccion Bsu36l en el
genoma de Ad35), ya que esto aumenta la estabilidad del adenovirus debido a que el promotor del gen de plX reside
parcialmente en esta 4rea (ver, por ejemplo, (Havenga y col., 2006); WO 2004/001032).

El «acido nucleico heterélogo» (también denominado en la presente como «transgén») en los adenovirus de la
invencién es un acido nucleico que no esta presente de forma natural en el adenovirus. Se introduce en el adenovirus,
por ejemplo, mediante técnicas estandares de biologia molecular. Puede en ciertas realizaciones codificar una proteina
de interés o parte de la misma. Por ejemplo, se puede clonar en una regién E1 o E3 suprimida de un vector adenoviral.
En realizaciones preferidas de la invencion, el casete de expresion con los dos transgenes bajo el control del promotor
mCMV bidireccional se coloca en la region E1 del genoma adenoviral. Un transgén generalmente esté operativamente
unido a secuencias de control de expresion. Esto se puede hacer, por ejemplo, mediante la colocacién del acido
nucleico que codifica el transgén bajo el control de un promotor. Muchos promotores se pueden usar para la expresion
de un transgén, y son conocidos por los expertos.

Como se usa en la presente, los términos «promotor» o «regién promotora» o «elemento promotor» se usan de manera
intercambiable, y se refieren a un segmento de una secuencia de acido nucleico, tipicamente pero no limitado a ADN,
que controla la transcripcion de la secuencia de acido nucleico a la que esta operativamente unida. La regién promotora
incluye secuencias especificas que son suficientes para el reconocimiento, union e inicio de la transcripciéon de la ARN
polimerasa. Ademas, la region promotora puede incluir opcionalmente secuencias que modulan este reconocimiento,
la union y la actividad de iniciacion de la transcripcion de la ARN polimerasa. Estas secuencias pueden ser de accion
cis o pueden responder a factores de accion trans. Los promotores, segun la naturaleza de la regulacion, pueden ser
constitutivos o regulados. La presente invencion utiliza el promotor de CMV de ratén bidireccional (mCMV) para dirigir
la transcripciéon de dos transgenes diferentes de manera bidireccional.

También se pueden afadir secuencias reguladoras adicionales. El término «secuencia reguladora» se usa
indistintamente con «elemento regulador» en la presente y se refiere a un segmento de acido nucleico, tipicamente
pero no limitado a ADN, que modula la transcripcion de la secuencia de acido nucleico a la que esta operativamente
unida, y por lo tanto actia como un modulador transcripcional. Una secuencia reguladora a menudo comprende
secuencias de acido nucleico que son dominios de unién de transcripcion que son reconocidos por los dominios de
union a acido nucleico de las proteinas transcripcionales y/o factores de transcripcion, potenciadores o represores,
etc. Por ejemplo, una secuencia reguladora podria incluir una o0 mas secuencias operadoras operén tetraciclina (tetO),
de modo que la expresion se inhibe en presencia de la proteina represora del operdn de tetraciclina (tetR). En ausencia
de tetraciclina, la proteina tetR es capaz de unirse a los sitios tetO y reprimir la transcripcion de un gen operativamente
unido a los sitios tetO. Sin embargo, en presencia de tetraciclina, un cambio conformacional en la proteina tetR evita
que se una a las secuencias del operador, lo que permite que se produzca la transcripcion de genes operativamente
unidos. En ciertas realizaciones, la rAd de la presente invencion puede incluir opcionalmente un tetO unido
operativamente a un promotor de CMV de ratén bidireccional, de manera que la expresion de uno o0 mas transgenes
se inhibe en rAd que se produce en la linea celular productora donde se expresa la proteina tetR. Posteriormente, la
expresion no se puede inhibir si rAd se introduce en un sujeto o en células que no expresan la proteina tetR (ver, por
ejemplo, solicitud de patente internacional WO 07/073513). En ciertas otras realizaciones, rAd de la presente invencion
puede incluir opcionalmente un sistema de cambio de genes cumate, donde la regulacion de la expresién esta mediada
por la unién del represor (CymR) al sitio del operador (CuO), colocado corriente abajo del promotor (véase, por
ejemplo, (Mullick y col., 2006)).

Como se usa en la presente, el término «represor» se refiere a entidades (por ejemplo, proteinas u otras moléculas)
que tienen la capacidad de inhibir, interferir, retardar y/o reprimir la produccién de un producto proteico heterélogo de
un vector de expresion recombinante. Por ejemplo, mediante la interferencia con un sitio de unién en una ubicacion
apropiada a lo largo del vector de expresion, tal como en un casete de expresion. Los ejemplos de represores incluyen
tetR, CymR, el represor lac, el represor trp, el represor gal, el represor lambda, y otros represores apropiados
conocidos en la técnica.

Los adenovirus recombinantes de la presente invenciéon comprenden un promotor de CMV de ratén (mCMV)
bidireccional operativamente unido a un primer transgén en una direccion y a un segundo transgén en la direccion
opuesta. El promotor de mCMV bidireccional se ha descrito en detalle en la Patente Europea. N.° EP1601776, y
comprende el promotor inmediato temprano 1 mCMV (IE1) en una direccion y el el promotor inmediato temprano 2
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mCMV (IE2) en direccion opuesta. Puede comprender ademas potenciadores, tales como los potenciadores naturales
u otros. El potenciador natural para el promotor de mCMYV bidireccional comprende un potenciador inmediato 1 mayor
(MIE1) y un potenciador de MIE2. Los potenciadores también pueden intercambiarse por otros que no estan presentes
de forma natural en la region IE del mMCMV y/o se colocan en otras posiciones. Con preferencia, las secuencias
potenciadoras para el promotor en la primera direccion y el promotor en la otra direccion no se superponen. El promotor
esta en una arquitectura bidireccional, lo que significa que ambos promotores (es decir, los promotores IE1 y IE2, que
juntos constituyen el promotor bidireccional IE mCMV) dirigen la expresion en orientacion opuesta, y hacia fuera del
centro de los dos promotores hacia los extremos del genoma adenoviral, segun lo entendido por los expertos en la
técnica. El promotor bidireccional conducira asi la expresion del primer transgén hacia un primer extremo del genoma
adenoviral y del segundo transgén hacia el otro extremo del genoma adenoviral. Las representaciones esqueméticas
de los constructos de rAd y vector rAd de la presente invencién se proporcionan en las figuras 5, 7 y 8. La secuencia
anotada de un promotor mCMV bidireccional representativo se proporciona en la figura 6. Se proporcionan secuencias
representativas para una secuencia del promotor bidireccional mMCMV que incluye intrones (SEQ ID NO:1) y un
promotor mCMV excluyendo los intrones (SEQ ID NO:2). El experto sabra que los promotores mCMV IE1 e IE2 son
las secuencias promotoras activas (ver, por ejemplo, la patente europea N.° EP1601776), y que se pueden realizar
mutaciones en las secuencias proporcionadas y se puede analizar la actividad del promotor mediante procedimientos
de rutina. Tipicamente, una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con las secuencias promotoras
indicadas (sin incluir las secuencias del intrén en caso de que estuvieran presentes secuencias de intrones) seguira
teniendo actividad funcional y, por lo tanto, se considerara un promotor mCMV bidireccional. Por lo tanto, el promotor
mCMV bidireccional tiene con preferencia al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de identidad con las secuencias promotoras indicadas (fuera de las secuencias de intrones en caso de que se
presenten secuencias de intrones). En ciertas realizaciones, el promotor de mCMV bidireccional es 100 % idéntico a
las secuencias descritas en la presente.

Las expresiones «unidos en forma operable» u «operativamente unidos» se usan de manera indistinta en el presente
documento y se refieren a la relaciéon funcional de las secuencias de acido nucleico con secuencias reguladoras de
nucledtidos, tales como promotores, potenciadores, sitios de detencién transcripcional y traduccional, y otras
secuencias sefial e indica que dos o mas segmentos de ADN se unen entre si de manera tal que funcionan en concierto
para sus propositos previstos. Por ejemplo, la unién operativa de las secuencias de &cido nucleico, tipicamente ADN,
a una secuencia reguladora o region promotora se refiere a la relacion fisica y funcional entre el ADN y la secuencia
reguladora o promotor, de manera que la transcripcion de dicho ADN se inicia a partir de la secuencia reguladora o
promotor, mediante una ARN polimerasa que reconoce especificamente, se une y transcribe el ADN. Con el fin de
optimizar la expresioén y/o la transcripcion in vitro, puede ser necesario modificar la secuencia reguladora para la
expresion del acido nucleico o ADN en el tipo de célula para el cual se expresa. La conveniencia o la necesidad de
dicha modificacion se puede determinar empiricamente.

La parte IE1 mCMV del promotor bidireccional proporciona una expresion mas fuerte que la parte IE2 mCMV del
promotor bidireccional (aproximadamente 10x de diferencia de nivel de expresion, segun se analiza por la uciferasa),
y por lo tanto el transgén para el que se desea la expresion mas alta se puede colocar bajo el control de la parte IE1
mCMV del promotor bidireccional. Sin embargo, con la expresidn controlada por cualquiera de las partes del promotor
bidireccional, el transgén se expresa de manera potente. Como se usa en la presente, «expresado de forma potente»
0 «expresion potente» significa que la expresion, medida por diferentes técnicas de deteccion de proteinas, tales como
transferencia Western o analisis FACS, es comparable o incluso mejor que la expresién de rAd monovalente que
expresa un antigeno unico bajo control de un promotor de hCMV. Por ejemplo, el nivel de expresion determinado por
el andlisis FACS de ambos antigenos del promotor mCMV bidireccional de la presente invencion con preferencia es
al menos el 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 % del nivel de expresion del antigeno de un rAd monovalente con un
promotor hCMV. En ciertas realizaciones, el nivel de expresion de ambos antigenos del mCMV bidireccional es el
100 % del nivel de expresién de un rAd monovalente con un promotor de hCMV. Ademas, se sabe que, a partir de rAd
que expresa un antigeno unico bajo el control de un promotor de hCMV, la expresion es suficiente para generar
respuestas inmunitarias significativas de células T y células B. Por lo tanto, se espera que la expresion potente de dos
transgenes expresados por un promotor bidireccional mMCMV genere una respuesta inmune significativa de células T
y células B a ambos transgenes. Por ejemplo, si los dos transgenes codifican antigenos para provocar una respuesta
inmune cuando se administran a un sujeto, la expresion potente generara una respuesta inmune medible contra ambos
antigenos y esa respuesta inmune sera con preferencia igual o mejor que la respuesta inmune generada por un rAd
con un transgén Unico que expresa un antigeno unico bajo el control de un promotor de hCMV.

Las expresiones «secuencia codificadora», secuencia que codifica o «codificador» se usan indistintamente en el
presente documento y se refieren a la secuencia de acido nucleico que se transcribe (ADN) y se traduce (ARNm) en
un polipéptido in vitro o in vivo cuando se une operativamente a las secuencias reguladoras apropiadas.

Una sefial de poliadenilacion, por ejemplo, la sefial poliA de la hormona de crecimiento bovina (US 5.122.458) puede
estar presente detras de los transgenes. Con preferencia, cada transgén tiene una sefal poliA, y con preferencia la
sefial poliA para el primer transgén es diferente de la sefial poliA para el segundo transgén. En una realizacion, una
primera sefial de poliA es una sefal de SV40 poliA, y una segunda sefal de poliA es la sefial de poliA de la hormona
de crecimiento bovina.
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En realizaciones preferidas, una secuencia que comprende un intréon se coloca corriente abajo (3’) del promotor y
corriente arriba (5’) del primer transgén, y una secuencia adicional que comprende un intrén se ubica corriente abajo
del promotor y corriente arriba del segundo transgén. Estos intrones pueden ser iguales o diferentes. Un intrén como
se usa en la presente tiene la funcion y estructura normal que se conoce en la técnica, y es una secuencia de
polinucledtidos en un acido nucleico que no codifica informacion para la sintesis de proteinas y se elimina antes de la
traduccion del ARN mensajero, mediante un procedimiento conocido como empalme. Un intron comprende un sitio
donante de empalme (extremo 5’ del intrén, generalmente una secuencia GU) y un sitio aceptor de empalme (extremo
3’ del intrén, generalmente una secuencia de GA). En la figura 5D se proporciona una representacion esquematica de
la arquitectura de los constructos segun la invenciéon que comprenden intrones. Una secuencia representativa para
una secuencia del promotor mCMV bidireccional que incluye intrones se proporciona como SEQ ID NO:1. Una
secuencia representativa para una secuencia del promotor mCMV bidireccional que excluye los intrones se
proporciona como SEQ ID NO:2. Se puede usar cualquier intron segun la invencién, y se prefiere usar intrones
relativamente cortos para no ocupar demasiado espacio en un vector viral, de modo que queda mas espacio para los
transgenes en el adenovirus recombinante. Se prefiere usar un primer intrén en un lado del promotor bidireccional y
un segundo intron diferente en el otro lado del promotor bidireccional, es decir, cada transgén esta precedido por una
secuencia de intrones diferente. En ciertas realizaciones, un primer intron es un intron quimérico, por ejemplo, que
tiene la SEQ ID NO:3. En ciertas realizaciones, un intrén adicional es un intron ApoA1 humano, por ejemplo, que tiene
la SEQ ID NO:4. El experto en la técnica sabe que hay muchos intrones diferentes disponibles y que se pueden usar.
Se sabe que los intrones aumentan la expresion de proteinas, en particular in vivo. Una ventaja de las realizaciones
de la invencién donde estan presentes los intrones en consecuencia es la alta expresion de los transgenes, que es
muy util para la inmunogenicidad o para la terapia génica.

Uno de los parametros ejemplificados en los experimentos descritos en la presente es la inmunogenicidad, que es
relevante para los antigenos en una aplicacion de vacuna. Sin embargo, sera inmediatamente claro para el experto
que los niveles de expresion de transgenes también pueden ser relevantes para transgenes para los cuales una
respuesta inmune no es el objetivo principal, por ejemplo, para los transgenes que se utilizan en la terapia génica. Por
lo tanto, la invencién se puede poner en practica con cualquier combinacién de transgenes para los que se desee la
expresion de un vector adenoviral recombinante Unico. Por lo tanto, la identidad del transgén no es material para la
presente invencion, lo que es adecuado para los adenovirus que comprenden cualquier transgén. Los transgenes
adecuados son bien conocidos por los expertos y, por ejemplo, pueden incluir marcos de lectura abiertos de transgén,
por ejemplo, marcos de lectura abiertos que codifican polipéptidos que tienen un efecto terapéutico, por ejemplo, para
fines de terapia génica, o polipéptidos contra los cuales se desea una respuesta inmune cuando el vector rAd se usa
para propésitos de vacunacion. Los acidos nucleicos heterélogos particularmente preferidos son genes de interés que
codifican determinantes antigénicos frente a los cuales se necesita originar una respuesta inmune. Dichos
determinantes antigénicos también se denominan tipicamente antigenos. Cuando se administra el adenovirus
recombinante a un sujeto, se genera una respuesta inmune contra los antigenos. Cualquier antigeno deseado puede
ser codificado por el vector adenovirus. En realizaciones tipicas segun la invencion, los antigenos son péptidos,
polipéptidos o proteinas de organismos que pueden causar una enfermedad o afeccion. Por lo tanto, en una realizacion
preferida adicional, dicho acido nucleico heterdlogo de interés codifica un determinante inmunogénico (o antigénico).
Con mas preferencia, dicho determinante inmunogénico es un antigeno de una bacteria, virus, levadura o un parasito.
Las enfermedades causadas por dichos organismos generalmente se conocen como «enfermedades infecciosas» (y,
por lo tanto, no se limitan a organismos que «infectan» sino que también incluyen aquellos que ingresan al huésped y
causan una enfermedad). Los llamados «autoantigenos», por ejemplo, antigenos tumorales también forman parte del
estado de la técnica y se pueden codificar mediante acidos nucleicos heterélogos en los adenovirus recombinantes
segun la presente invencion. Los ejemplos no limitantes de los que se toman los determinantes antigénicos (o
antigenos) son organismos causantes de malaria, tales como Plasmodium falciparum, organismos causantes de
tuberculosis tales como Mycobacterium tuberculosis, levaduras o virus. En otras realizaciones preferidas, los antigenos
de virus tales como los flavivirus (por ejemplo, virus del Nilo Occidental, virus de la Hepatitis C, virus de la encefalitis
japonesa, virus del dengue), virus del Ebola, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de Marburg se pueden
usar en composiciones segun la presente invencion. En una realizacién, dicho antigeno es la proteina CS o su parte
inmunogénica de P. falciparum (para ejemplos de vectores de adenovirus que codifican CS, véase por ejemplo
(Havenga y col., 2006; Ophorst y col., 2006); WO 2004/055187). En otra realizacion, el determinante antigénico es
una proteina de un antigeno, o una proteina de fusién de varios antigenos de M. tuberculosis, tales como las proteinas
Ag85A, Ag85B y/o TB10.4 o sus partes inmunogénicas (véase para la construccion y produccién de tales virus de
vacuna TB, por ejemplo, WO 2006/053871). En ofra realizacién mas, dicho determinante antigénico es una
glicoproteina viral o una parte inmunogénica de esta, tal como GP de un filovirus, tal como el virus del Ebola o el virus
de Marburg (por ejemplo, (Geisbert y col., 2011; Sullivan y col., 2006; Sullivan y col. (2003). En otras realizaciones
adicionales, dicho determinante inmunogénico es de una proteina del VIH tal como gag, pol, env, nef, o sus variantes
(para ejemplos de vacunas anti-VIH basadas en adenovirus, ver, por ejemplo, WO 2009/026183, WO 2010/096561,
WO 2006/120034, WO 02/22080, WO 01/02607) En otras realizaciones, dicho determinante antigénico es una
proteina HA, NA, M o NP, o parte inmunogénica de cualquiera de estos, del virus de la gripe (por ejemplo, (Hu y col.,
2011; Zhou y col., 2010); revision por (Vemula & Mittal, 2010). En otras realizaciones, el determinante antigénico es
una proteina HA o parte inmunogénica de esta de un virus del sarampion (por ejemplo, WO 2004/037294). En otras
realizaciones, el determinante antigénico es la glicoproteina del virus de la rabia (por ejemplo, (Zhou, Cun, Li, Xiang y
Ertl, 2006)). En otros experimentos, el antigeno proviene de un virus sincitial respiratorio (RSV), por ejemplo, proteina
RSV F (ver, por ejemplo, WO 2013/139911 y WO 2013/139916), o proteina RSV G, o ambas, u otras proteinas RSV.
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En otras realizaciones, el antigeno proviene de otro virus tal como el virus del papiloma humano u otros virus, etc. El
adenovirus recombinante puede codificar dos antigenos diferentes del mismo organismo. El adenovirus recombinante
también puede codificar combinaciones de antigenos de diferentes organismos, por ejemplo, un primer antigeno de
un primer organismo y un segundo antigeno de un segundo organismo. También es posible codificar un antigeno y,
por ejemplo, un adyuvante en el mismo adenovirus, por ejemplo, un antigeno y un agonista del receptor tipo Toll (TLR),
tal como un agonista de TLR3, tal como ARNds o un mimético de este o similar (por ejemplo, WO 2007/100908). En
ciertas realizaciones, el adenovirus recombinante codifica dos antigenos diferentes, cada uno bajo el control del
promotor mCMV bidireccional. En otras realizaciones, el adenovirus recombinante codifica un antigeno y un modulador
inmune, cada uno bajo el control del promotor mCMYV bidireccional. En ciertas realizaciones, pueden estar presentes
secuencias o transgenes heterélogos adicionales en el adenovirus recombinante, ademés del primer y segundo
transgén que estan bajo el control del promotor de mCMYV bidireccional.

La invencion también proporciona un procedimiento para producir un adenovirus recombinante genéticamente estable
que comprende un primer y un segundo transgén cada uno de los cuales se expresa de manera potente cuando el
adenovirus infecta una célula blanco, el procedimiento que comprende:

preparar un constructo que comprende un promotor mCMYV bidireccional operativamente unido a un primer transgén
en una direccion y a un segundo transgén en la direccidn opuesta, e incorporar dicho constructo en el genoma del
adenovirus recombinante. La preparacion del constructo como tal abarca el uso de procedimientos estandar de
clonacion molecular (ver, por ejemplo, (Holterman y col., 2004; Lemckert y col., 2006; Vogels y col., 2003); Sambrook,
Fritsch and Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, 1989; Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel FM y col., eds, 1987; la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR2: A Practical Approach,
MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, eds, 1995), como saben los expertos en la técnica y se realizan de forma
rutinaria en el campo de la tecnologia de adenovirus recombinante, y se ejemplifican en la presente. El promotor de
mCMYV bidireccional tiene las caracteristicas descritas anteriormente y se puede obtener mediante procedimientos de
rutina (ver, por ejemplo, la patente europea N.° EP1601776). Por conveniencia, la persona experta puede manipular
el genoma del adenovirus mediante clonacion en fragmentos mas pequefios, por ejemplo, en una primera parte para
la parte izquierda del genoma hasta la region E1 para una facil manipulacion e introduccién de los transgenes en forma
de plasmido y una segunda parte mas grande para el resto del genoma que después de la recombinacion con la
primera parte produce el genoma de adenovirus completo (ver, por ejemplo, WO 99/55132).

El rAd de la presente invencion tiene la ventaja de que puede expresar dos transgenes y permanece genéticamente
estable, a diferencia de los adenovirus preparados por los diversos enfoques alternativos para expresar dos
transgenes que se proporcionan en la técnica anterior. Por lo tanto, el promotor de mCMV bidireccional resuelve el
problema de la inestabilidad genética de los adenovirus que expresan dos transgenes.

Para medir la estabilidad genética, los rAd se rescatan y se pasan a una linea celular apropiada, por ejemplo, la linea
celular auxiliar PER.C6®. EI ADN viral se aisla en ciertos numeros de pasaje y la integridad del genoma rAd se puede
analizar mediante uno o mas de los siguientes: analisis de PCR para detectar la presencia o ausencia de bandas de
supresion, digestion de restriccion del genoma rAd para detectar la presencia o ausencia de diferencias en los
fragmentos de restriccion, y/o secuenciacion del genoma rAd o de los productos de PCR del genoma rAd para detectar
la presencia o ausencia de mutaciones en las secuencias rAd. Con respecto al rAd de la presente invencion,
«genéticamente estable» significa que la secuencia de nucledtidos no cambia de los plasmidos utilizados para la
generacion del rAd en las etapas de produccién posteriores del rAd, de modo que rAD que expresa dos transgenes
tiene la misma estabilidad genética que un rAd comparable con un transgén unico (detras de un promotor de hCMV)
como adecuado para producciones por lotes a gran escala. Por ejemplo, el analisis de PCR que usa cebadores que
flanquean el casete de expresion no muestra fragmentos de supresién (bandas) en comparacion con los nimeros de
pasaje anteriores del adAd o el material de partida y/o la secuenciacién del producto de la PCR de las regiones E1,
E3 y E4 confirma que la secuencia de nucledtidos no cambia. La estabilidad genética se evalua exhaustivamente en
este estudio en comparacion con otros procedimientos de prueba, tales como las digestiones de prueba en un lote de
virus producido Unico. La sensibilidad del ensayo aumenta por los siguientes medios: varias poblaciones virales
(placas) se aislan y se someten a pasajes extendidos. El pasaje extendido, combinado con un analisis de PCR que
utiliza cebadores que flanquean el casete de expresién, permite la deteccién de una pequeia proporciéon de mutantes
de supresion en la poblacion rAd que se pueden pasar por alto usando otros procedimientos. Ademas, el analisis de
secuenciacion se realiza para excluir la aparicién de mutaciones puntuales, tales como la introduccion de codones de
detencion en el marco de lectura abierto del transgén. Mas especificamente, dado que las mutaciones virales siempre
presentan un evento casual, una placa puede ser estable, mientras que otra puede presentar una banda de supresion.
Por lo tanto, para evaluar correctamente la estabilidad genética, se deben analizar varias poblaciones virales (placas).
En el caso de que se produzca una mutacion, lo que permite que el vector se replique de manera mas eficiente que el
vector progenitor, esto puede llevar a un crecimiento excesivo de la version mutante, que a menudo solo se observa
después del pasaje extendido como se describe en este estudio. Con preferencia, los rAd de la presente invencion
son genéticamente estables para al menos hasta 10 pasajes, y aun con mas preferencia para al menos hasta 13
pasajes en el sistema de prueba utilizado, de modo que el virus es suficientemente estable para campafias de
produccioén a gran escala.

El adenovirus recombinante producido segun los procedimientos de la invencidn se pueden preparar segun las
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realizaciones descritas anteriormente para el adenovirus recombinante.

La descripcién también proporciona un procedimiento para expresar al menos dos transgenes en una célula, el
procedimiento que comprende proporcionar a la célula un adenovirus recombinante segun la invencién. Proporcionar
una célula un adenovirus recombinante se puede realizar mediante la administracion del adenovirus a un sujeto, o
mediante la introduccion (por ejemplo, una infecciéon) del adenovirus in vitro o ex vivo en una célula. En ciertas
realizaciones, la descripcién proporciona un vector adenoviral recombinante para usar en la expresion de al menos
dos transgenes en una célula, por ejemplo, mediante la administraciéon del adenovirus recombinante a un sujeto.

La descripcién también proporciona un procedimiento para inducir una respuesta inmune contra al menos dos
antigenos, que comprende administrar a un sujeto un adenovirus recombinante segun la invencién. La invencion
también proporciona un adenovirus recombinante segun la invenciéon para uso en la induccidon de una respuesta
inmune contra al menos dos antigenos.

La invencién también proporciona una molécula de ADN recombinante que comprende el genoma de un adenovirus
recombinante de la invencion. El experto sabra que esto también puede ser una combinacion de al menos dos
moléculas de ADN recombinante diferentes que juntas pueden formar la molécula de ADN recombinante Unico de la
invencion. Estas moléculas son utiles para manipular el genoma y crear nuevos adenovirus recombinantes. El genoma
codifica las proteinas que se requieren para la replicacion y el empaquetamiento de adenovirus en células permisivas.

El término «aproximadamente» para valores numéricos como se usa en la presente descripcion significa el valor
£ 10 %.

Las células productoras se cultivan para aumentar el nimero de células y virus y/o los titulos de virus. El cultivo de
una célula se realiza para permitirle metabolizar, y/o crecer y/o dividir y/o producir virus de interés segun la invencion.
Esto se puede lograr mediante procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica, e incluyen, pero sin
limitacion, proporcionar nutrientes para la célula, por ejemplo, en los medios de cultivo apropiados. Los medios de
cultivo adecuados son bien conocidos por los expertos y, en general, se pueden obtener de fuentes comerciales en
grandes cantidades, o fabricar a medida segun los protocolos estandares. El cultivo se puede obtener, por ejemplo,
en platos, botellas de cultivo rotatorias o en biorreactores, utilizando sistemas por lotes, alimentados por lotes,
continuos y similares. Se conocen las condiciones adecuadas para cultivar células (ver, por ejemplo, Tissue Culture,
Academic Press, Kruse y Paterson, editors (1973), y R.I. Freshney, Culture of animal cells: A manual of basic
technique, cuarta edicion (Wiley-Liss Inc., 2000, ISBN 0-471-34889-9).

Tipicamente, el adenovirus se expondra a la célula productora apropiada en un cultivo, lo que permite la captacion del
virus. Usualmente, la agitacion 6ptima esta entre aproximadamente 50 y 300 rpm, normalmente entre 100 y 200, por
ejemplo, aproximadamente de 150, la OD tipica es 20-60 %, por ejemplo, 40 %, el pH éptimo esta entre 6,7 y 7,7, la
temperatura éptima entre 30 y 39 °C, por ejemplo, 34-37 °C y el MOI éptimo entre 5 y 1000, por ejemplo,
aproximadamente 50-300. Tipicamente, el adenovirus infecta las células productoras espontaneamente, y poner las
células productoras en contacto con particulas rAd es suficiente para la infeccion de las células. En general, se afiade
un stock de semillas de adenovirus al cultivo para iniciar la infeccion, y posteriormente el adenovirus se propaga en
las células productoras. Todo esto es rutina para el experto en la técnica.

Después de la infeccion de un adenovirus, el virus se replica dentro de la célula y, por lo tanto, se amplifica, un
procedimiento denominado en la presente como propagaciéon de adenovirus. La infeccidn por adenovirus finalmente
produce la lisis de las células que se estan infectando. Las caracteristicas liticas del adenovirus, por lo tanto, permiten
dos modos diferentes de produccion de virus. El primer modo es la recoleccion de virus antes de la lisis celular, que
emplea factores externos para lisar las células. El segundo modo es la recoleccion del sobrenadante del virus después
de la (casi) completa lisis celular por el virus producido (ver, por ejemplo, la patente US. 6.485.958, que describe la
recoleccion de adenovirus sin la lisis de las células huésped por un factor externo). Se prefiere emplear factores
externos para lisar activamente las células para recolectar el adenovirus.

Los procedimientos que se pueden usar para la lisis celular activa son conocidos por los expertos en la técnica, y se
han descrito, por ejemplo, en WO 98/22588, pag. 28-35. Los procedimientos utiles a este respecto son, por ejemplo,
congelaciéon-descongelacion, cizallamiento sélido, lisis hipertdnica y/o hipotonica, cizallamiento del liquido, sonicacion,
extrusion a alta presion, lisis del detergente, combinaciones de los anteriores y similares. En una realizacion, las células
se lisan usando al menos un detergente. El uso de un detergente para lisis tiene la ventaja de que es un procedimiento
facil y que es facilmente escalable.

Los detergentes que se pueden usar, y la forma en que se emplean, generalmente los conoce el experto en la técnica.
Varios ejemplos se discuten, por ejemplo, en el WO 98/22588, pag. 29-33. Los detergentes pueden incluir detergentes
anidnicos, catidnicos, zwitteriénicos y no iénicos. La concentracién del detergente puede variar, por ejemplo, dentro
del rango de aproximadamente 0,1 %-5 % (p/p). En una realizacion, el detergente usado es Triton X-100.

La nucleasa se puede emplear para eliminar contaminantes, es decir, principalmente de la célula productora, acidos
nucleicos. Los ejemplos de nucleasas adecuadas para uso en la presente invencion incluyen Benzonase®,
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Pulmozyme®, o cualquier otra ADNasa y/o ARNasa comunmente usada en la técnica. En realizaciones preferidas, la
nucleasa es Benzonase®, que hidroliza rapidamente los acidos nucleicos mediante la hidrélisis de los enlaces
fosfodiéster internos entre nucleétidos especificos, de este modo se reduce la viscosidad del lisado celular.
Benzonase® se puede obtener comercialmente de Merck KGaA (cédigo W214950). La concentraciéon donde se
emplea la nucleasa con preferencia estd dentro del rango de 1-100 unidades/ml. Alternativamente, o ademas del
tratamiento con nucleasa, también es posible precipitar selectivamente el ADN de la célula huésped a partir de las
preparaciones de adenovirus durante la purificacion de adenovirus, usando agentes precipitantes selectivos tales
como el bromuro de domifeno (ver, por ejemplo, US 7.326.555; (Goerke, To, Lee, Sagar, & Konz, 2005);
WO 2011/045378; WO 2011/045381).

Los procedimientos para recolectar adenovirus a partir de cultivos de células productoras se han descrito ampliamente
en WO 2005/080556.

En ciertas realizaciones, el adenovirus recolectado se purifica adicionalmente. La purificacion del adenovirus se puede
realizar en varias etapas que comprenden clarificacion, ultrafiltracion, diafiltracion o separacion con cromatografia
como se describe en, por ejemplo, WO 05/080556. La clarificacion se puede realizar mediante una etapa de filtracion,
que elimina los residuos celulares y otras impurezas del lisado celular. La ultrafiltracion se utiliza para concentrar la
solucion del virus. La diafiltracion, o intercambio de buffer, usando ultrafiltros es una forma de eliminacién e intercambio
de sales, azUcares y similares. El experto en la técnica sabe cémo encontrar las condiciones éptimas para cada etapa
de purificacion. También WO 98/22588 describe procedimientos para la produccion y purificacion de vectores
adenovirales. Los procedimientos comprenden cultivar células huésped, infectar las células huésped con adenovirus,
recolectar y lisar las células huésped, concentrar el lisado crudo, intercambiar el buffer del lisado crudo, tratar el lisado
con nucleasa y purificar mas el virus usando cromatografia.

Con preferencia, la purificaciéon emplea al menos una etapa de cromatografia, como se describe, por ejemplo, en
WO 98/22588, pag. 61-70. Se han descrito muchos procedimientos para la purificacion adicional de los adenovirus,
donde las etapas cromatografia se incluyen en el procedimiento. El experto en la técnica estara enterado de estos
procedimientos y puede variar la forma exacta de emplear las etapas cromatograficas para optimizar el procedimiento.
Por ejemplo, es posible purificar adenovirus mediante etapas de cromatografia de intercambio aniénico, véase por
ejemplo WO 2005/080556. Muchos otros procedimientos de purificaciéon de adenovirus se han descrito y estan al
alcance de las personas expertas. Otros procedimientos para producir y purificar adenovirus se describen en, por
ejemplo, WO 00/32754, WO 04/020971, US 5.837.520, US 6.261.823 y WO 2006/108707.

Para administrar a seres humanos, la invenciéon puede emplear composiciones farmacéuticas que comprenden el rAd
y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. En el presente contexto, el término «farmacéuticamente
aceptable» significa que el portador o excipiente, en las dosis y concentraciones empleadas, no causara ningun efecto
no deseado o nocivo en los sujetos a los que se administran. Tales portadores y excipientes farmacéuticamente
aceptables son bien conocidos en la técnica (véase Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, AR Gennaro,
Ed., Mack Publishing Company [1990]; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides y Proteins, S. Frokjaer
y L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd edition, A. Kibbe, Ed.,
Pharmaceutical Press [2000]). El rAd purificado con preferencia se formula y administra como una solucién estéril,
aunque también es posible utilizar preparaciones liofilizadas. Las soluciones estériles se preparan por filtracion estéril
o por otros procedimientos conocidos per se en la técnica. Las soluciones luego se liofilizan o se rellenan en recipientes
de dosificacion farmacéutica. El pH de la solucion generalmente esta en el rango de pH 3,0 a 9,5, por ejemplo, pH 5,0
a 7,5. El rAd normalmente esta en una solucién que tiene un buffer adecuado, y la solucién de rAd también puede
contener una sal. Opcionalmente puede estar presente un agente estabilizante, tal como albumina. En ciertas
realizaciones, se afiade detergente. En ciertas realizaciones, el rAd se puede formular en una preparacion inyectable.
Estas formulaciones contienen cantidades efectivas de rAd, son soluciones liquidas estériles, suspensiones liquidas
o versiones liofilizadas y, opcionalmente, contienen estabilizantes o excipientes. Una vacuna contra el adenovirus
también se puede aerosolizar para administracion intranasal (véase, por ejemplo, WO 2009/117134).

Por ejemplo, el adenovirus se puede almacenar en el buffer que también se usa para el estandar mundial de
adenovirus (Hoganson y col., 2002): Tris 20 mM, pH 8, NaCl 25 mM, glicerol 2,5 %. Otro buffer de formulacién util
adecuado para la administracién a seres humanos es Tris 20 mM, MgCl2 2 mM, NaCl 25 mM, sacarosa 10 % p/v,
polisorbato-80 0,02 % p/v. Otro buffer de formulacién que es adecuado para el adenovirus recombinante comprende
un buffer de citrato 10-25 mM pH 5.9-6.2, hidroxipropil-beta-ciclodextrina 4-6 % (p/p) (HBCD), NaCl 70-100 mM,
polisorbato-80 0,018-0,035 % (w/w), y opcionalmente etanol 0,3-0,45 % (p/p). Obviamente, se pueden usar muchos
otros buffer, y se conocen varios ejemplos de formulaciones adecuadas para el almacenamiento y para la
administracion farmacéutica de preparaciones de (adeno)virus purificados, que incluydonde se pueden encontrar, por
ejemplo, en la patente europea N.° 0853660, patente US. 6.225.289 y en las solicitudes de patente internacional
WO 99/41416, WO 99/12568, WO 00/29024, WO 01/66137, WO 03/049763, WO 03/078592, WO 03/061708.

En ciertas realizaciones, una composicién que comprende el adenovirus también comprende uno o mas adyuvantes.
Los adyuvantes son conocidos en la técnica por aumentar aiin mas la respuesta inmune a un determinante antigénico
aplicado, y las composiciones farmacéuticas que comprenden adenovirus y adyuvantes adecuados se describen, por
ejemplo, en WO 2007/110409. Los términos «adyuvante» y «inmunoestimulante» se usan de manera intercambiable
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en la presente, y se definen como una o mas sustancias que causan la estimulacion del sistema inmune. En este
contexto, se usa un adyuvante para potenciar una respuesta inmune a los vectores de adenovirus de la invencion. Los
ejemplos de adyuvantes adecuados incluyen sales de aluminio tales como hidroxido de aluminio y/o fosfato de
aluminio; composiciones de aceite-emulsién (o composiciones de aceite en agua), que incluyen emulsiones de
escualeno-agua, tales como MF59 (ver, por ejemplo, WO 90/14837); formulaciones de saponina, tales como por
ejemplo QS21 y complejos inmunoestimulantes (ISCOMS) (ver, por ejemplo, US 5.057.540; WO 90/03184,
WO 96/11711, WO 2004/004762, WO 2005/002620); derivados bacterianos o microbianos, cuyos ejemplos son
monofosforil lipido A (MPL), MPL 3-O-desacilado (3dMPL), oligonucleétidos que contienen el motivo CpG, toxinas
bacterianas ribosilantes ADP o mutantes de estos, tal como enterotoxina LT labil al calor de E. coli, CT toxina del
colera, y similares. También es posible utilizar un adyuvante codificado por vector, por ejemplo, mediante el uso de
acido nucleico heterologo que codifica una fusién del dominio de oligomerizacion de la proteina de union a C4 (C4bp)
al antigeno de interés (Ogun, Dumon-Seignovert, Marchand, Holder & Hill, 2008), o &cido nucleico heterdlogo que
codifica un agonista del receptor tipo toll (TLR), tal como un agonista de TLR3 tal como ARNds (ver, por ejemplo,
WO 2007/100908) o similares. Tal rAd segun la invencion puede codificar, por ejemplo, un antigeno de interés en un
lado del promotor bidireccional y un agonista de TLR3 en el otro lado del promotor bidireccional. Tales rAd son
particularmente adecuados para la administracion a través de una via de la mucosa, por ejemplo, administracion oral
(ver, por ejemplo, WO 2007/100908). En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden aluminio
como adyuvante, por ejemplo, en forma de hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, fosfato de aluminio y potasio, o
combinaciones de estos, en concentraciones de 0,05 a 5 mg, por ejemplo de 0,075-1,0 mg, de contenido de aluminio
por dosis.

En otras realizaciones, las composiciones no comprenden adyuvantes.
Una composicion farmacéutica segun la invencion en ciertas realizaciones puede ser una vacuna.

Las composiciones de adenovirus se pueden administrar a un sujeto, por ejemplo, un sujeto humano. La dosis total
del adenovirus proporcionada a un sujeto durante una administracion puede variarse segun sea conocido por el
profesional experto, y generalmente esta entre 1x107 particulas virales (vp) y 1x10'2 vp, con preferencia entre 1x108 vp
y 1x10™" vp, por ejemplo entre 3x108 y 5x10'° vp, por ejemplo entre 10° y 3x10° vp.

La administracion de composiciones de adenovirus se puede realizar usando vias de administracion estandar. Las
realizaciones no limitantes incluyen la administracién parenteral, tal como mediante inyeccion, por ejemplo,
administracion intradérmica, intramuscular, etc. o subcutanea o transcutanea, o mucosa, por ejemplo, intranasal, oral,
y similares. En una realizacion, una composicion se administra por inyeccion intramuscular, por ejemplo en el musculo
deltoides del brazo, o vasto lateral del musculo del muslo. El experto en la técnica conoce las diversas posibilidades
para administrar una composicién, por ejemplo una vacuna para inducir una respuesta inmune al antigeno(s) en la
vacuna.

Un sujeto como se usa en la presente con preferencia es un mamifero, por ejemplo un roedor, por ejemplo un ratén,
o un primate no humano, o un ser humano. Con preferencia, el sujeto es un sujeto humano.

También es posible proporcionar una o0 mas administraciones de refuerzo de una 0 mas vacunas contra el adenovirus.
Si se realiza una vacunacion de refuerzo, por lo general, dicha vacunacion de refuerzo se administrara al mismo sujeto
en un momento entre una semana y un afio, con preferencia entre dos semanas y cuatro meses, después de
administrar la composicién al sujeto por primera vez (que en estos casos se denomina «vacunacion de estimulacion»).
En regimenes de refuerzo alternativos, también es posible administrar diferentes vectores, por ejemplo uno o mas
adenovirus de diferentes serotipos, u otros vectores, tales como MVA, o ADN, o proteina, a sujeto como una vacuna
de estimulacion o de refuerzo.

Varias publicaciones, que pueden incluir patentes, solicitudes publicadas, articulos técnicos y articulos académicos,
se citan a lo largo de la memoria descriptiva entre paréntesis, y las citas completas de cada uno se pueden encontrar
al final de la memoria descriptiva.

Otras realizaciones, caracteristicas y ventajas de la invencion se ilustran adicionalmente mediante referencia a los
siguientes ejemplos. Los ejemplos no limitan la invencion de ninguna manera. Simplemente sirven para clarificar la
invencion.

EJEMPLOS

Sin una descripcion adicional, se cree que un experto en la técnica, usando la descripcion anterior y los siguientes
ejemplos ilustrativos, puede realizar y utilizar la presente invencion y practicar los procedimientos reivindicados. Los
siguientes ejemplos de trabajo, por lo tanto, sefialan especificamente ciertas realizaciones de la presente invencion, y
no se deben interpretar como limitantes de ninguna manera el resto de la descripcion.

Ejemplo [Comparativo] 1: Preparacion y caracterizacion de vectores rAd35 y rAd26 de replicacion
incompetente monovalentes
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Generacion de plasmidos del adaptador E1 que contienen glicoproteinas de Filovirus

Los genes codificadores de la glicoproteina del filovirus para el virus de Marburg Angola (MARV) (nimero de acceso
de GenBank® Q1PD50), el virus del Ebola Zaire cepa Mayinga (EBOV) (nimero de acceso del GenBank®
AAN37507.1 con una mutacién T5441) y el virus del Ebola Sudan Gulu (SEBOV) (nimero de acceso de GenBank®
YP_138523 con G2E) se optimizé genéticamente para la expresion humana y se cloné en plasmidos pAdapt35 o
pAdapt26 (Vogels y col. 2007; Abbink y col., 2007), utilizando los sitios de restriccion Hindlll y Xbal. Una secuencia de
Kozak (5 ‘GCCACC 3’) se incluyé directamente en el frente del codén de inicio ATG, y se agregaron dos codones de
detencion (5 ‘TGA TAA 3) al final de las secuencias codificadoras. Como se describe en la presente, los adenovirus
y vectores recombinantes se denominan generalmente rAd o vectores rAd y mas especificamente como rAd35 o
rAd26.

Cultivo celular:

Las células PER.C6® (Fallaux y col., 1998) se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
suero bovino fetal 10 % (FBS), suplementado con MgCl2 10 mM.

Generacion, infecciones y pasaje del adenovirus.

Todos los adenovirus se generaron en células PER.C6® mediante recombinacion homologa y se produjeron como se
describié anteriormente (para rAd35: (Havenga y col., 2006); para rAd26: (Abbink y col., 2007)). En resumen, las
células PER.C6® se transfectaron con plasmidos que codifican el vector rAd, utilizando Lipofectamine segun las
instrucciones proporcionadas por el fabricante (Life Technologies). Para el rescate de vectores rAd35 que llevan el
casete de expresion del transgén de la glicoproteina del filovirus, se utilizaron los plasmidos pAdApt35 y césmido
pWE/Ad35.pIX-rITR.dE3.50rf6, mientras que para los vectores rAd26, se usaron los plasmidos pAdApt y cosmido
pWE.Ad26.dE3.50rf6s. Las células se recolectaron un dia después del efecto citopatico completo (CPE), se
congelaron y descongelaron, se centrifugaron durante 5 minutos a 3.000 rpm y se almacenaron a -20 °C. A
continuacion, los virus se purificaron en placa y se amplificaron en PER.C6® cultivadas en un pocillo Unico de una
placa de cultivo de tejidos de 24 multipocillos. Se llevé a cabo una amplificacion adicional en PER.C6® cultivadas
utilizando un matraz de cultivo de tejidos T25.

Prueba de estabilidad genética de los vectores adenovirales en células PER.C6®.

La prueba de estabilidad genética de los vectores de vacunas se realizé para asegurar la estabilidad genética en el
procedimiento de produccion, lo que implica varios pasajes en las células PER.C6® como se ilustra en la figura 1B.
La generacion, purificacion de la placa y expansion al formato T25 de los vectores de vacunas recombinantes se
lograron como se describio anteriormente. En resumen, los virus recombinantes se generaron mediante transfecciones
de plasmidos en la linea celular que complementa E1 PER.C6® y se purificaron en placa. Se seleccionaron 5 placas
para aumentar la escala de 24 multipocillos (MW24) a un matraz T25 (rAd35 p3/rAd26 p4). Posteriormente, se
infectaron nuevas células PER.C6® en formato T25 hasta el pasaje viral nimero 13 (rAd35 p13/rAd26 p13). La
propagacion de los virus se realizé utilizando un volumen infeccioso predeterminado que puede dar un efecto citopatico
completo 2 dias después de la infeccion, que se determind retrospectivamente que esta en un rango de relacion de
particulas de virus por célula de 50 para rAd35 y 900 para rAd26. EI ADN viral se aislé del material p13 y se analiz6
para detectar la presencia del casete de expresién del transgén completo mediante andlisis por PCR. Los vectores de
vacuna se propagaron hasta el pasaje numero 13 en células PER.C6®. La propagacion se realizé de manera de
obtener un CPE completo dos dias después de la infeccion. Los virus rAd35 se recolectaron 2 dias después del CPE
completo, mientras que los virus rAd26 se recolectaron un dia después del CPE completo. ElI ADN viral se aislé en el
pasaje 2, el pasaje 5, el pasaje 10 y el pasaje 13, y la ausencia de supresiones se analizé6 mediante analisis de PCR
utilizando cebadores que flanquean el casete de expresion del transgén. La ausencia de mutantes por supresion se
definié mediante los siguientes parametros: el tamafio de la banda del producto de la PCR corresponde al control
positivo (producto de la PCR del plasmido utilizado para el rescate del virus), no hay bandas adicionales por debajo
del producto de la PCR esperado (a menos que las bandas adicionales muestren ser productos de la PCR no
especificos porque también estan presentes en el control positivo), ensayo aprobado: no hay banda en el control de
H20 de PCR. Para confirmar adicionalmente la estabilidad genética, se secuenciaron el producto de PCR del casete
de expresion mas las regiones flanqueantes de algunas placas.

Se sabe que los vectores rAd.E1 monovalentes o de inserto Unico que utilizan disefios genéticos, como se muestra
en la figura 1A, son genéticamente estables en la fabricacidon a gran escala, e incluyen varias etapas de propagacion
para aumentar la escala en una linea celular de produccién, tal como las células PER.C6®. Para imitar estas etapas
de propagacion requeridas para producciones a gran escala de ensayos clinicos o material a escala comercial, se
generaron vectores adenovirales mediante transfeccién en células PER.C6® y se aislaron clones virales mediante
purificaciones de placa. Se seleccionaron cinco placas por virus y las poblaciones virales se pasaron en forma seriada
en células PER.C6® sembradas en matraces T25. En contraste con las pruebas de estabilidad genética de solo un
lote, el pasaje seriado de cinco placas en paralelo a p13 permite una evaluacion mas factible de la estabilidad del
genoma rAd. Este enfoque particular para evaluar la estabilidad genémica de un vector rAd es mas valioso por varias
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razones. La primera es la resoluciéon agregada de observar varios clones en comparacion con la evaluacion de un solo
clon rAd. La potencia del ensayo se aumenta adicionalmente mediante el pasaje seriado de varios clones rAd hasta o
incluso mas alla de p13, que no se puede comparar simplemente observando la estabilidad genética de «un» lote.
Esto ultimo se debe principalmente al hecho de que los lotes, en algunos casos, se pueden producir con un niumero
de pasaje «bajo». Por ultimo, pero no menos importante, el analisis de los genomas rAd pasados con una PCR que
utiliza cebadores que flanquean el casete de expresion E1 aumenta la sensibilidad del ensayo y permite la deteccion
de mutantes por supresion pequefa en la poblacion rAd, que se pueden pasar por alto mediante la digestiéon con
enzimas de restriccion del ADN viral. Se confirmé que rAd35.E1.EBOV, rAd35.E1.SEBOV, rAd35.E1.MARV vy
rAd26.E1.EBQV eran estables en el pasaje 13 (p13), sin bandas de supresién segun lo determinado por el analisis de
PCR (figura 1C). Cabe sefialar que para los 4 virus, en realidad se analizaron 10 placas, pero solo se muestran 5 para
cada virus en la figura 1C. Los resultados de estabilidad genética para los vectores rAd35.E1 y rAd26.E1 monovalentes
se utilizaron como punto de referencia para las pruebas de estabilidad genética de vectores adenovirales bivalentes.

Ejemplo [Comparativo] 2: Preparaciéon y caracterizacion de vectores bivalentes rAd35 y rAd26 usando la
estrategia E1-E3

Como primer ejemplo de una estrategia publicada para generar vectores adenovirales bivalentes, la estrategia E1-E3
se analizdé como se muestra en la figura 2. La figura 2A muestra el disefio genético de los vectores virales generados
para los vectores rAd35 y rAd26, donde un casete de expresion se coloca en la regién E1 y un casete de expresion
adicional se coloca en la region E3. Los casetes rAd35 E3 se crearon en la orientacion invertida como se muestra en
la figura 2A. Ambos casetes E1 y E3 albergan el promotor CMV humano idéntico, pero con sefiales de poliadenilacion
heterdlogas (Vogels y col., 2007). Como primer vector viral, rAd35.E1.EBOV-E3.SEBQOV que codifica las glicoproteinas
de filovirus derivadas del virus del Ebola Zaire (EBOV) y el virus del Ebola Sudan Gulu (SEBOV), se prepar6 mediante
transfeccion en células PER.C6®, se purificd en placa y se seleccionaron cinco placas por virus para las pruebas de
estabilidad genética en el pasaje 5 (p5), pasaje 10 (p10) y pasaje 15 (p15). La figura 2B muestra los resultados de las
PCR de identidad realizadas en p5, p10 y P15. Las bandas de supresion se detectan en la PCR de identidad E1/E3
en 3 de las 5 placas en p10. A p15, la mayoria de la poblaciéon de virus de todas las placas analizadas muestra
supresiones parciales del casete de expresion en E3. Con el fin de probar el efecto de los antigenos usados o de la
combinacién especifica de antigenos, se rescataron varios otros vectores adenovirales bivalentes E1-E3 y se
analizaron para determinar la estabilidad genética. La tabla 1 muestra que todos los vectores adenovirales bivalentes
E1-E3 listados se podrian rescatar, sin embargo, todos los vectores analizados eran genéticamente inestables segun
el analisis de PCR. En total, se rescataron con éxito seis vectores modificados con rAd35.E1-E3, sin embargo, todos
mostraron inestabilidad genética tal como se analizé mediante PCR de identidad E3. Por el contrario, los dos vectores
modificados rAd26 E1.E3 analizados que contienen las glicoproteinas de Filovirus en E1 y E3 o la glicoproteina de
Filovirus y eGFP, estaban gravemente deteriorados en la eficiencia de propagacion y, por lo tanto, eran dificiles de
expandir. Ambos vectores mostraron inestabilidad genética cuando se analizaron con la PCR de identidad. Esta
inestabilidad genética se observé para los vectores bivalentes que expresan dos glicoproteinas de Filovirus y para los
vectores bivalentes que expresan una glicoproteina de Filovirus y eGFP. Por lo tanto, la inestabilidad genética
observada no se puede atribuir a la presion de seleccion inducida por la toxicidad. La conclusion es que la estrategia
bivalente inversa E1-E3 en rAd26 y rAd35 como se indica en la figura 2 no es adecuada para la produccion a gran
escala de vectores adenovirales bivalentes, a pesar de informes anteriores de la bibliografia que sugieren que son
adecuados para la produccién a gran escala. Una posible explicacion es que los informes de la bibliografia anterior se
basaron en pruebas limitadas y la estabilidad genética no se analiz6 de manera rigurosa y sistematica como se
describe aqui. En particular, se debe tener en cuenta que el andlisis de la PCR después del pasaje extendido utilizando
cebadores que flanquean el casete de expresion, como se usa en los estudios actuales para medir la estabilidad
genética, aumenta la sensibilidad del ensayo y permite la deteccién de mutantes por supresion pequefias la poblacion
rAd que se pueden pasar por alto usando otros procedimientos, tales como los digestos der restriccion del genoma
rAd. La estrategia inversa E1-E3 recientemente informada que utiliza promotores heterélogos en rAd5 describe
resultados similares con respecto a la capacidad de rescate de los vectores (Small y col., 2014). Sus resultados
muestran que la insercidén de casetes de expresion con promotores heterdlogos en la orientacion de las agujas del
reloj 5’-3’ no se pudo rescatar. Sin embargo, el mismo casete de expresion insertado en la orientaciéon 3’-5 ‘en el
sentido contrario a las agujas del reloj, produjo vectores que se pueden rescatar en células HEK293. La estabilidad
genética de algunos de los vectores también se demostr6 mediante digestibn con enzimas de restriccion y
electroforesis en gel del genoma viral después del primer y décimo pasajes en células HEK293.

Ejemplo [Comparativo] 3: Preparacion y caracterizacion de vectores rAd35 bivalentes con un casete de
expresion bicistréonico en E1

Se probd una estrategia E1-F2A (representada en la figura 3A) como una segunda estrategia para generar vectores
adenovirales bivalentes. Para este fin, se clonaron dos genes en la regién E1 corriente abajo de un promotor de CMV
humano, separados por un sitio de reconocimiento de furina y el péptido 2A de autoescision derivado del virus de la
fiebre aftosa, lo que produjo la transcripcion de un transcripto de ARNm que se esta separando por omisién de
ribosomas (Donnelly y col., 2001; Szymczak y col., 2004). Se generaron tres virus diferentes rAd35.E1.eGFP-F2A-
Luc, rAd35.E1.Luc-F2A-eGFP y rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV en PER.C6® y propagaron en PER.C6 hasta el pasaje
13. 5 placas de tres virus diferentes propagaron en las células PER.C6 y se analizaron mediante analisis de PCR para
determinar la estabilidad genética. De mostré que los virus son genéticamente estables en el pasaje 10 (datos no
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mostrados), pero en el pasaje 13 (p13), 2 de las placas de rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV mostraron bandas de
supresion muy débiles (figura 3B). Las bandas de supresion se observaron mas claramente en imagenes de gel de
agarosa altamente sobreexpuestas, lo que confirma que una proporcion de estas poblaciones virales habia suprimido
parcialmente el casete de expresion bivalente mediante p13. En comparacién con la estrategia bivalente E1-E3
analizada anteriormente, los vectores virales E1-F2A eran genéticamente mas estables sin bandas de supresion hasta
el pasaje 10 y podian propagarse de manera eficiente.

Por lo tanto, para permitir una evaluacion adicional de los virus con el disefio E1-F2A bicistrénico, en particular para
evaluar los niveles de expresién y la inmunogenicidad de los dos transgenes, se utilizé el material T25 del virus
Ad35.E1.MARV-F2A-SEBOV generado para inocular un matraz de cultivo de tejidos T175. Del lisado crudo T175, se
usaron de 3 a 5 ml para inocular matraces de cultivo de tejidos de triple capa 20 x T175 que contienen 70% de capas
confluentes de células PER.C6®. El virus se purificd luego usando un procedimiento de purificacion de CsCl de dos
etapas y el virus purificado se almacené en alicuotas a -85 °C.

Ademas, se generaron vectores virales utilizando una secuencia de TaV, una secuencia 2A derivada del virus Thosea
assigna y que expresa eGFP y luciferasa, rAd35.E1.eGFP-TaV-Luc, rAd35.E1.Luc-TaV-eGFP. El andlisis de expresién
por transferencia Western mostré una reduccion similar en la expresion como se observé para los constructos F2A.
Las pruebas de estabilidad genética también mostraron resultados comparables a los de los constructos F2A. No se
prosiguio este enfoque.

Tanto para la terapia génica como para las aplicaciones de vacunas, la expresién potente del transgén codificado es
un requisito previo, por ejemplo, para que una vacuna sea lo suficientemente inmunogénica, debe haber una expresion
suficiente de los transgenes (antigenos) para estimular respuestas de las células T y/o las células B. Debido a que los
vectores de vacuna de inserto Unico como se presentan en la figura 1 son altamente inmunogénicos en varios modelos
animales y en seres humanos, estos vectores de inserto Unico se utilizaron como punto de referencia para la expresion
potente en un ensayo in vitro. Las células A549 se infectaron con vectores de vacuna purificados con CsCl a 1000,
2500 y 5000 particulas virales por célula (VP/célula). La expresion del transgén se analizd6 mediante transferencia
Western usando anticuerpos primarios especificos del transgén. La figura 3C muestra que el vector rAd35.E1.MARV-
F2A-SEBOV dirige la expresion transgénica reducida de ambos transgenes codificados en comparacion con la misma
VP/célula de rAd35.MARYV o rAd35.SEBOV

Debido a que las glicoproteinas (GP) de los filovirus, MARV y SEBOV, son proteinas transmembrana de superficie,
las modificaciones correctas postraduccionales y el trafico se consideran importantes para la inmunogenicidad. Por lo
tanto, la expresion en la superficie celular de las células infectadas con rAd se analizé en un ensayo de expresion en
la superficie celular FACS. Para este fin, las células A549 se infectaron con rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOQV bivalente
que expresaba tanto MARV como SEBOV y con una mezcla de los dos vectores monovalentes rAd35.MARV y
rAd35.SEBOV como control de referencia. Las células se infectaron con una cantidad creciente de virus (111, 333 y
1000 VP/célula), se recolectaron 48 horas después de la infeccion (48 hpi) y las GP en la superficie celular se tifieron
usando suero de raton originado contra las GP respectivas. Se usé un anticuerpo secundario acoplado a APC anti-
raton para facilitar la deteccion de las células por FACS. Se cont6 el % de células positivas para APC. Los resultados
presentados en la figura 3D muestran que se mantiene el procesamiento y el trafico correctos de las GP, sin embargo,
el analisis FACS también confirmé la expresion reducida de ambos transgenes para rAd35.E1.MARV-F2A-SEBQOV en
comparacion con una mezcla de rAd35.MARYV y rAd35.SEBOV.

Para analizar la respuesta inmune inducida contra los transgenes codificados por rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV
bivalente, se inmunizaron ratones con el vector de vacuna purificada, utilizando la mezcla de los dos vectores
monovalentes rAd35.MARV y rAd35.SEBOV como control de referencia. En este estudio, los animales se distribuyeron
en grupos experimentales de 10 ratones. Se administré por via intramuscular una dosis Unica de 1x10° particulas de
vector (VP) por vector. Para compensar un posible efecto adyuvante en ratones inyectados con 2 vectores de inserto
unico (que reciben asi 2x10° VP por animal), los animales inyectados con rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV también se
les administraron 1x10° VP de vector Ad35.vacio (en consecuencia todos los ratones recibieron 2x10° VP total por
animal). La lectura de la respuesta inmune celular y humoral fue un ELISPOT y ELISA a las 8 semanas después de la
inmunizacion.

El ensayo ELISPOT se utiliza para determinar el numero relativo de células T que secretan IFNy especificas de
proteina GP en el bazo, y se realiza esencialmente como se describe en (Radosevic y col., 2010), con algunas
adaptaciones. En resumen, para la estimulacion en ELISPOT se utilizaron tres grupos diferentes de mezclas de
péptidos de 15 mer por antigeno de Filovirus; una mezcla de consenso que contiene péptidos similares entre las
glicoproteinas del Filovirus Ebola o Marburg, la Mezcla 1 que contiene los péptidos restantes de la mitad N-terminal
de las glicoproteinas especificas y la Mezcla 2 con péptidos que contienen los péptidos restantes de la parte C-terminal
de la glicoproteina del filovirus especifica. Los péptidos superpuestos disefiados coincidieron completamente con la
glicoproteina codificada por los vectores rAd. Se calcularon los niumeros de unidades formadoras de puntos (SFU) por
10% células.

Para la determinacion de titulos de anticuerpos especificos de GP, se utilizé un ELISA de anticuerpo de raton
especifico de glicoproteina SEBOV o MARYV. Las placas ELISA Maxisorp (Nunc) se recubrieron durante la noche (ON)
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a4 °C con 10 yg/ml de L-PBS, lectina en PBS (pH 7,4 Gibco). Las placas se bloquearon posteriormente durante dos
horas a temperatura ambiente (RT) utilizando un buffer de bloqueo y se recubrieron con SEBOV y MARV diluidos
donde contiene sobrenadante HEK293. Después de lavar con el buffer de lavado, el suero estandar de referencia
diluido y el suero de prueba se agregaron (por duplicado) a las placas con buffer de muestra y se incubaron a RT
durante una hora. Como control negativo se toma suero de raton sin tratamiento previo. Las placas se lavaron
nuevamente con buffer de lavado, se recubrieron con IgG-HRP anti-ratén diluido en buffer de muestra, se incubaron
a RT durante 1 hora y se revelaron utilizando una solucion OPD (Sigma) segun las recomendaciones del fabricante.
Después de detener la reaccion enzimatica con H2SO4 1 M, se midié la OD a 492 nm utilizando un lector de placas
ELISA. Todos los analisis se realizaron utilizando el software Gen5. Las concentraciones séricas en una muestra de
prueba se informaron en unidades ELISA por mililitro (EU/ml) con los siguientes criterios de inclusion y exclusion; se
excluyo la variacion de la OD entre los duplicados en cada muestra> 20 % de la muestra, la OD promedio del suero
sin tratamiento previo deberia ser inferior a 0,5 y, finalmente, por muestra de suero, al menos dos diluciones deberian
estar por encima de la OD 0,5 para obtener el valor correcto de EU/ml.

La figura 3E muestra la respuesta inmune celular inducida por rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV en comparacion con el
control de referencia, la mezcla de los respectivos vectores monovalentes. Aunque el ELISPOT detectd una respuesta
inmune celular contra MARV 8 semanas después de la inmunizacioén, no se detectd respuesta inmune celular en el
ELISPOT de SEBOV. La figura 3F muestra la respuesta inmune humoral medida por ELISA. La respuesta inmune
humoral inducida por rAd35.E1.MARV-F2A-SEBOV se redujo en comparaciéon con la inducida por la mezcla de
rAd35.MARV y rAd35.SEBOV.

A partir de los experimentos presentados en la figura 3, es evidente que se pueden producir vectores rAd35 que
albergan un transgén MARV-F2A-SEBOQV bivalente y pueden ser genéticamente estables hasta el pasaje 10, pero se
observaron algunas bandas de supresion en nimeros de pasaje mas altos (p13) para uno de los constructos. Ademas,
la expresion transgénica y la inmunogenicidad inducidas por el rAd35.MARV-F2A-SEBOQOV bivalente se redujeron
significativamente en comparacion con la mezcla de los vectores monovalentes rAd35.MARV y rAd35.SEBOV. Por lo
tanto, se determiné que la estrategia E1-F2A para la bivalencia es inferior a la mezcla de los vectores monovalentes
y no es Optima para usar en terapia génica o aplicaciones de vacunas.

Ejemplo [Comparativo] 4: Preparacion y caracterizacion de los vectores bivalentes de rAd35 con dos casetes
de expresién en una configuracion de cabeza a cola en E1

Como tercera estrategia para generar vectores rAd bivalentes, se analizoé si se podian insertar dos casetes de
expresion en una configuracion de cabeza a cola en la region E1. Una representacion esquematica del disefio se
muestra en la figura 4A. Dos genes se clonan en la regién E1 dirigidos por los promotores heterélogos mCAG (gen 1)
y hCMV (gen 2). Se generaron diferentes vectores, a saber, rAd35.mCAG.Luc-hCMV.eGFP y rAd35.mCAG.MARV-
hCMV.SEBQV, y se analiz6 la estabilidad genética del casete de expresion por propagacion en PER.C6® hasta el
pasaje 13. Se analizaron cinco placas para cada vector Se hallé que una placa de rAd35.mCAG.Luc-hCMV.eGFP era
inestable como lo indica la banda de PCR en la figura 4B (calle 2). En contraste, el rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV
no mostroé tales bandas de supresion en ninguna de las placas analizadas.

La expresion de transgén del rAd con la configuracion del transgén de cabeza a cola en E1 dirigida por los promotores
heterélogos se analizé mediante transferencia Western y la expresion se comparoé con los vectores de inserto Gnico
de referencia descritos anteriormente como se indica en la figura 4C. Las células A549 se transdujeron con 1000, 2500
y 5000 (VP/célula) y la produccion de transgén se analizé mediante transferencia Western usando anticuerpos
primarios especificos de antigeno. Hubo niveles comparables de expresién del transgén MARYV de la rAd bivalente en
comparacién con los vectores monovalentes de referencia, pero se observaron niveles ligeramente reducidos de la
expresion de SEBOV.

Como control adicional del procesamiento y presentacion correctos de los transgenes de la glicoproteina, se realizé la
tincion de la superficie mediante FACS (% de células positivas) de las células A549 transducidas por el vector
rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV (111, 333 y 1000 VP/célula) con los respectivos anticuerpos antigénicos
especificos. La comparacion directa con los controles de referencia de inserto Gnicoa, rAd35.SEBOV y rAd35.MARYV,
muestra niveles mas altos de MARV asociado a la superficie y los niveles més bajos de SEBOV asociados a la
superficie se produjeron con el vector rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV (figura 4D).

rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV se analizé adicionalmente para determinar la inmunogenicidad en ratones. Se
inmunizaron 10 ratones por grupo por via intramuscular con una dosis Unica (1x10°) del vector de vacuna purificada y
se compararon directamente con una mezcla de los dos vectores monovalentes rAd35.MARYV y rAd35.SEBOV. Las
respuestas inmunes humorales y celulares se analizaron mediante ELISPOT y ELISA 8 semanas después de la
inmunizacion (figura 4E-F). Los titulos de anticuerpos de MARV detectados fueron mayores para los ratones
inmunizados con rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBOV que en los animales de control. Por el contrario, los niveles de
anticuerpos especificos de SEBOV se redujeron en ratones inmunizados con rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBQOV en
comparacion con los animales de control. Ademas, las respuestas de células T contra a los antigenos tanto MARV
como SEBOV inducidas por rAd35.mCAG.MARV-hCMV.SEBQV se redujeron en comparacion con los animales de
control inmunizados con la mezcla de los respectivos vectores monovalentes. Por lo tanto, se determiné que la
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configuracion bivalente de cabeza a cola en E1 dirigida por los promotores heterélogos es inferior a la mezcla de los
vectores monovalentes, y esta configuracion bivalente de cabeza a cola por lo tanto no es éptima para uso en terapia
génica o aplicaciones de vacunas.

Ejemplo 5: Preparacion y caracterizacion de vectores adenovirales que albergan un promotor bidireccional de
raton CMV IE1/IE2.

Finalmente, la cuarta opcién para generar rAd multivalente se disefié donde se pueden insertar dos genes de eleccion
en la regién E1. En contraste con los disefios discutidos anteriormente, los antigenos son dirigidos por un promotor
bidireccional (Pvisir 0 bidir) y se colocan en una orientacion invertida en el lado 5’ del promotor y en la orientacién
derecha en el lado 3’. Debido a que el objetivo era encontrar un promotor bidireccional que exprese niveles similares
de ambos transgenes codificados, lo que se indica aqui como una expresion de transgén equilibrada, se analizaron
varios disefios de promotores bidireccionales diferentes para determinar la potencia y el equilibrio de la expresion de
transgén (figura 5). Los primeros tres promotores bidireccionales diferentes denominados bidir1-3 se analizaron para
determinar la potencia y el equilibrio mediante la transfeccion transitoria de los plasmidos pAdapt35 en células HEK293
y el analisis de los niveles de expresion de luciferasa (Luc) y eGFP. Los disefios de P bidir1, P bidir2 y P bidir3 no
estaban relacionados y se generaron para identificar un potente promotor bidireccional. Si bien P bidir 3 se basa en el
promotor CMV de ratén bidireccional natural, P bidir 1 y P bidir 2 son disefios de promotores bidireccionales sintéticos
que utilizan promotores ubicuos fuertes como se conoce en la técnica en una configuraciéon de cabeza a cabeza con
solo una secuencia potenciadora presente (Amendola y col., Nature Biotechnology 2005). Los genes indicadores eGFP
y Luc se colocaron en el lado 5’ 0 3’ del promotor (como se muestra en la figura 5A) y se compararon por la expresion
del gen indicador respectivo. La intensidad de fluorescencia media relativa de eGFP (MFI) y las unidades de luz relativa
de luciferasa (RLU) registradas para cada combinacion de genes promotores e indicadores se midieron en células
HEK293 (transfeccion transitoria) y células A549 (infeccion por virus). La actividad de la luciferasa se midi6 en lisados
celulares en presencia de DTT 0,1 % (1 M), en el lumindmetro de microplaca Luminoskan™ Ascent. La fluorescencia
de eGFP se midié en el citdometro de flujo (FACS) mediante tripsinizacion, centrifugacion y resuspension de los
sedimentos celulares en PBS/FBS 1 % (material no viral) o en CellFix (material viral).

La expresion del gen indicador transitorio en las células HEK293, ilustra que el promotor bidir3 es el promotor méas
potente y equilibrado. Cuando se comparé directamente con los promotores bidir1 y bidir2, se encontrd la expresion
mas equilibrada de Luc y eGFP para el promotor bidir3. Con respecto a la potencia, los promotores tanto bidir1 como
bidir2 fueron superados por los niveles de expresion de los genes indicadores registrados para el promotor bidir3
(figura 5B).

Para confirmar los resultados obtenidos con las transfecciones transitorias en células HEK293, se generaron vectores
adenovirales rAd35.eGFP-bidir3-Luc y rAd35.Luc-bidir3-eGFP y se analizé la expresion de los genes indicadores en
células A549 infectadas con 1000 VP/célula. (figura 5C). La comparacion de la expresion de eGFP del indicador directo
y luciferasa de luciérnaga entre los vectores de inserto doble bidir3 con los controles de inserto Unico respectivos,
muestra niveles comparables de eGFP independientemente de la posicion con respecto al promotor. Por otro lado, la
expresion de luciferasa es mayor cuando el gen de luciferasa se ubica en el lado 3’ en comparacion con el lado 5’ del
promotor. Sin embargo, los niveles de expresion del gen indicador registrados para los vectores de inserto doble bidir3
superan los niveles registrados para los controles de vector de inserto Unico, lo que indica que bidir3 es el promotor
mas potente (figura 5C).

Por lo tanto, se determiné que un rAd con un promotor de CMV de ratdn bidireccional es superior al rAd bivalente
informado previamente con respecto a los niveles de expresion de los dos transgenes, eGFP y Luc. Ademas, la
expresion de los dos transgenes de rAd con un promotor bidireccional bidir3 también fue mejor que los vectores
monovalentes de referencia que se analizaron. Por lo tanto, se determind que el rAd con un promotor bidireccional
bidir3 puede ser adecuado para usar en la terapia génica o aplicaciones de vacunas con respecto a los niveles de
expresion de los transgenes.

En la figura 6 se muestra un disefio representativo de un promotor mCMV IE1/IE2 con la secuencia y las anotaciones
correspondientes indicadas con flechas apiladas. La secuencia principal de mCMV IE1/IE2 contiene dos secuencias
potenciadoras MIE1 y MIE2 que dirigen la expresion en ambas direcciones. Ademas, la secuencia contiene dos cajas
TATA y dos sitios de inicio de la transcripcion (TSS), ambos flanqueados por las respectivas secuencias de intrones
ApoE1 humana y quiméricas (véanse figuras 5D y 6). Se proporciona una secuencia representativa para una
secuencia promotora bidireccional de mCMV que incluye intrones (bidir3) como SEQ ID NO:1 y se proporciona una
secuencia representativa para una secuencia promotora bidireccional de mCMV que excluye intrones como
SEQ ID NO:2.

Ejemplo 6: Preparacion y caracterizacion de los vectores bivalentes de rAd35 con un casete de expresion
bidireccional mCMV

Un promotor bidireccional mCMV seleccionado se representa esquematicamente en la figura 7A, que representa la

orientacion de los genes insertados y la posicion en el genoma del vector rAd35. Se analizaron diferentes vectores
rAd35 para determinar la estabilidad genética hasta p 13 en células PER.C6®, niveles de expresion de antigenos
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(expresion total y de superficie) e inmunogenicidad en ratones (figura 7).

Los diferentes vectores rAd también se evaluaron para determinar la capacidad de rescate en células PER.C6® y la
estabilidad genética en p13. Los datos se resumen en la tabla 2. La estabilidad genética se evalu6 para cada vector
mediante el pasaje de las cinco placas en PER.C6® hasta p13. Se encontr6 que todos los vectores son genéticamente
estables en p13, sin bandas de supresion (figura 7B). Los datos en la figura 7B son un conjunto representativo para
tres vectores, rAd35.eGFP-mCMV-Luc, rAd35.Luc-mCMV-eGFP y rAd35.MARV-mCMV-SEBOV donde se aislo el
ADN viral en el pasaje 13 (p13) y la PCRse realizé usando cebadores que flanquean el casete de expresion E1.

Posteriormente, los niveles de expresion de rAd35.MARV-mCMV-SEBOV se evaluaron tanto para la expresion total
(transferencia Western, figura 7C) como para la expresion en superficie (FACS, figura 7D) usando anticuerpos anti-
MARYV y anti-SEBOV. Para evaluar los niveles de expresion totales de SEBOV y MARV, A549 se infectaron con 1000,
2500 y 5000 VP/célula y se compararon directamente con los vectores de inserto uUnico rAd35.E1MARV o
rAd35.SEBOV. No se observo una diferencia obvia en los niveles de proteina total de MARV entre rAd35.MARV-
mCMV-SEBOV y rAd35.E1.MARV. Por el contrario, los niveles de proteina detectados para SEBOV expresados a
partir de rAd35.MARV-mCMV-SEBOV superaron el control de inserto unico rAd35.E1.SEBOV (figura 7C). La expresion
de antigeno MARV y SEBOV en la superficie celular se analizé6 mediante la infeccién de las células A549 con 111,
333 y 1000 VP/célula rAd35.MARV-mCMV-SEBOV o una mezcla de rAd35.E1MARV + rAd35.E1SEBOV y se
analizaron las células positivas MARV o SEBOV (%) en FACS 48 horas después de la infeccion (48 hpi). En
comparacion con la mezcla de control de vectores monovalentes, tanto la tinciéon anti-MARV como la tincion anti-
SEBOV en FACS mostraron porcentajes mas altos de células positivas con rAd35.MARV-mCMV-SEBOV (figura 7D).

A continuacion, se compar6 directamente la inmunogenicidad de rAd35.MARV-mCMV-SEBQOV (2x10° VP) con una
mezcla de los respectivos controles de inserto Unico, rAd35.E1.MARV + rAd35.E1.SEBOV (2x10° VP), mediante la
observacion de las respuestas de células T especificas de MARV y SEBOV vy respuestas de células B (figura 7E y F,
respectivamente). Los resultados de ELISPOT en la figura 7E representan las fracciones de células T positivas para
MARYV y SEBOV en unidades formadoras de manchas por 10° (SFU/10°) en esplenocitos de ratones, ocho semanas
después de la inmunizacion. La respuesta de las células T inducidas por SEBOV fue mayor en el grupo de ratones
inmunizados con rAd35.MARV-mCMV-SEBOV que con la mezcla de vectores de inserto unico, rAd35.MARV +
rAd35.SEBOV (figura 7E). La respuesta de células T inducida por MARYV en el grupo de ratones inmunizados con el
inserto doble Ad35.MARVA-mCMV-SEBOQV no fue inferior a la mezcla rAd35.MARV + rAd35.SEBOV (figura 7E). Las
correspondientes respuestas de células B especificas de SEBOV y MARV se midieron en ELISA y se expresaron
como unidades de ELISA por ml (EU/mI). Las respuestas de células B especificas tanto de MARV como de SEBOV
fueron mayores en el grupo de ratones inmunizados con el inserto doble rAd35.MARV-mCMV-SEBOV en comparacion
con la mezcla del inserto Unico de rAd35.MARYV + rAd35.SEBOV (figura 7F).

Por lo tanto, segun los resultados presentados anteriormente para rAd35.MARV-mCMV-SEBOV, se determin6 que un
rAd35 con un promotor de CMV de ratén bidireccional que expresa MARV y SEBOV es superior al rAd bivalente
informado previamente con respecto a la estabilidad genética, niveles de expresion de los dos transgenes, e
inmunogenicidad. Ademas, se determind que rAd35 con un promotor de CMV de ratén bidireccional proporciona
niveles de expresion suficientes de ambos transgenes para generar respuestas inmunes significativas de células T y
células B a ambos antigenos. Por lo tanto, se determiné que el rAd35 con un promotor de CMV de ratén bidireccional
puede ser adecuado para usar en terapia génica y aplicaciones de vacunas con respecto a la estabilidad genética,
niveles de expresion de los transgenes e inmunogenicidad de los antigenos expresados.

Ejemplo 7: Preparacion y caracterizacion de vectores bivalentes rAd26 usando un casete de expresién
bidireccional mCMV

El casete de expresién del promotor bidireccional bivalente que contiene los antigenos MARV y SEBOV
(MARV.mCMV.SEBOQV) se analizé exhaustivamente en rAd26 para determinar la estabilidad genética, los niveles de
expresion de los dos antigenos (total y superficial) y la inmunogenicidad en ratones contra los antigenos codificados.
El disefio general de rAd26 sigue el disefio de rAd35 donde el casete de expresion se ubica en la region E1 y cada
antigeno es controlado por el promotor mCMV bidireccional colocado centralmente (figura 8A). Para las pruebas de
estabilidad genética, rAd26.MARV.mCMV.SEBQV se pasaron hasta 13 pasajes (p13) en PER.C6®. El ADN viral se
aislé en p13 y se analizé mediante PCR para detectar posibles supresiones en E1 mediante el uso de cebadores que
flanquean el casete de expresion del transgén bidireccional (figura 8B). No se detectaron bandas de supresion en las
placas analizadas, lo que indica un buen perfil de estabilidad genética de rAd26.MARV.mCMV.SEBOV. Ademas, los
productos de la PCR de las placas p13 se secuenciaron y la secuenciacion confirmé la ausencia de mutaciones y los
codones de detencion. Por lo tanto, segun el analisis de PCR y la secuenciacion, rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV es
genéticamente estable.

Los niveles de expresion de proteinas totales de los antigenos MARV y SEBOV codificados en
rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV se evaluaron mediante la infeccién de las células A549 con 10000, 25000 y
50000 VP/célula, se lisaron las células 48 hpi y tifieron con anticuerpos anti-MARYV o anti-SEBOV en una transferencia
Western (figura 8C). La expresién de la proteina del vector de inserto doble se compard directamente con los vectores
de inserto Unico, rAd26.E1.SEBQOV y rAd26.E1.MARV. La tincién con anti-MARV mostré una expresion reducida de
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MARYV en las células infectadas con el vector de inserto doble rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV cuando se compard
con el rAd26.E1.MARV. Por otro lado, se detectaron cantidades aumentadas de SEBOV en las células infectadas con
rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV cuando se compararon con el control de inserto Unico rAd26.E1.MARYV (figura 8C).

La expresién en la superficie de los antigenos MARV y SEBOV se evalué mediante la infeccion de las células A549
con 100000, 20000, 4000 y 800 VP/célula, tincién con anti-MARV o anti-SEBOV 48 horas después de la infeccion
(48 hpi) y analisis del porcentaje de MARV o SEBOV (%) de células positivas por FACS (figura 4D). La diferencia en
la expresion de MARYV observada en lisados A549 no se detectd en el analisis FACS de células A549 infectadas con
rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOQOV. Aqui, a diferencia de lo que se hallé con la transferencia Western para la expresion
total de proteinas, se detectaron cantidades iguales de MARV en la superficie de las células infectadas con el
rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV vy rAd26.E1.MARV (figura 8D). Ademas, no se observaron diferencias entre las
cantidades de SEBOV expresadas en la superficie en células infectadas con rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV y
rAd26.E1.SEBOV. El resultado de FACS para la expresion de SEBOV en la superficie celular fue compatible con la
tincion total de proteinas en la transferencia Western (figuras 8C y D).

La potencia inmunogénica de rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV se evalu6 mediante la comparacion de la capacidad
del vector bivalente y una mezcla de los vectores de inserto Unico para inducir las respuestas de las células Ty B
especificas de MARV y SEBOV con los ensayos ELISPOT y ELISA, respectivamente. Para ambos ensayos, se
inmunizaron 12 ratones por grupo por via intramuscular (IM) con 1x10° VP de rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV o con
una mezcla de 1x10° VP rAd26.E1.MARYV y 1x10° VP rAd26.E1.SEBOV. Para explicar el posible efecto adyuvante del
grupo que recibe el total de 2x10° VP de la combinacion de inserto tnico, se coinyecto el vector 1x10° VP rAd26.vacio
con el rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBOV. Como control negativo, dos grupos de cinco ratones recibieron un total de
2x10° VP rAd26.vacio. Antes de la vacunacion, los ratones también se sangraron para generar suero de control sin
tratamiento previo (datos no mostrados). Los resultados de los ensayos ELISPOT y ELISA se muestran en las figuras
8E y F, respectivamente.

Las respuestas de células T especificas de MARV y SEBOV, medidas en ELISPOT en unidades formadoras de
puntos/10° esplenocitos (SFU/108) mostraron algunas diferencias entre el vector de inserto doble y la mezcla de los
vectores de inserto Unico, pero las diferencias solo fueron significativas a las dosis mas bajas de 2x10° VP. En el grupo
de ratones inmunizados con la dosis mas baja de la mezcla, 2x10° VP rAd26.E1.SEBOV + rAd26.E1.MAR, hubo
respuestas significativamente mas altas de células T especificas (p <0,01) de MARV y (p <0,05) de SEBQOV en
comparacion con la misma dosis de rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV. Estas diferencias, sin embargo, no se
observaron para las respuestas de células T especificas de MARV o SEBOV en ratones inmunizados con la dosis de
VP mas alta de 2x10'° VP de los vectores. Ademas, el vector de inserto doble proporcioné respuestas potentes de
células T para ambos antigenos (figura 8E).

Sobre la base de los datos de ELISA, también hubo algunas diferencias en la respuesta de las células B para el vector
de inserto doble en comparacion con la mezcla de los vectores de inserto Unico, pero las diferencias solo se observaron
con MARV. Para SEBOV, no hubo diferencias significativas en los niveles de anticuerpos SEBOV en ratones
inmunizados con ninguna de las dosis de los diferentes vectores (figura 8F). Para las respuestas de células B
especificas de MARV, hubo niveles significativamente mas altos (p <0,01) de IgG (unidades ELISA por ml (EU/ml))
para los ratones inmunizados con cualquier dosis de la mezcla que contiene los rAd26.E1.SEBOV + rAd26.E1.MARV
de insertos Unicos en comparacién con las mismas dosis para rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOQV de inserto doble (figura
8F). Aqui nuevamente, sin embargo, el ELISA mostr6 que el vector de inserto doble proporciono respuestas potentes
de células B.

Por lo tanto, segun los datos del andlisis FACS para la expresion en superficie de los transgenes y los ensayos
ELISPOT y ELISA para medir la inmunogenicidad, se determin6 que el vector de doble inserto
rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBQOV proporciona una expresion potente y respuestas de células T y células B potentes
contra los antigenos MARV y SEBOV. Se detectaron algunas diferencias para los antigenos con el vector de inserto
doble en comparacién con la mezcla de los vectores de inserto Unico, pero rAd26.E1.MARV.mCMV.SEBOV
proporciono altos niveles de expresion en la superficie de los dos transgenes e indujo respuestas de células T y células
B potentes. Ademas, sobre la base del analisis de PCR y la secuenciacion, rAd26.E1.MARV-mCMV-SEBQOV era
genéticamente estable. Por lo tanto, se determiné que al igual que rAd35 con un promotor de CMV de raton
bidireccional, rAd26 con un promotor de CMV de ratén bidireccional puede ser adecuado para usar en terapia génica
y aplicaciones de vacunas con respecto a la estabilidad genética, expresion de transgenes e inmunogenicidad de los
antigenos expresados.

Conclusion

Como se describié anteriormente, una gran cantidad de vectores promotores bidireccionales mCMV, rAd35 y rAd26
que contienen diferentes glicoproteinas de Filovirus, asi como genes indicadores (eGFP y Luciferasa), se analizaron
para determinar la estabilidad genética en células PER.C6®, expresion de proteina transgénica (total y superficial), e
inmunogenicidad de los antigenos con respecto a las respuestas tanto de células T como de células B. Considerando
el numero de vectores analizados, con cinco 0 mas placas analizadas para cada vector, y la sensibilidad del analisis
de PCR del casete de expresion E1 para la estabilidad genética, se determiné que el rAd de la presente invencién con
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un promotor de mCMV bidireccional es genéticamente estable sin bandas de supresion en p13. Ademas, sobre la
base del analisis FACS de la expresion transgénica y el analisis ELISPOT y ELISA de la inmunogenicidad de los
antigenos expresados con respecto a las respuestas de las células T y células B, se determin6 que el rAd de la
presente invencion con un promotor bidireccional es adecuado para usar en terapia génica y aplicaciones de vacunas.
Por lo tanto, el rAd de la presente invencion con un promotor bidireccional mMCMYV proporciona una mejora significativa
en comparacion con los vectores rAd bivalentes descritos previamente en la técnica.

Tabla 1:
Intento de rescate, resultado de rescate y estabilidad del genoma para los vectores rAd35 y rAd26 utilizando
el disefio E1-E3 descrito en la figura 2A. Los resultados indican que los rAd bivalentes con un antigeno
codificado en E1 y uno en E3 son genéticamente inestables y dificiles de expandir.
Vector y Transgenes | Intento de rescate | Resultado del rescate | Estabilidad del genoma
rAd35
E1.EBOV-E3.SEBOV 1 exitoso inestable
E1.SEBOV-E3.EBOV 1 exitoso inestable
E1.MARV-E3.EBOV 1 exitoso inestable
E1.MARV-E3.SEBOV 1 exitoso inestable
E1.eGFP-E3.EBOV 1 exitoso inestable
E1.eGFP-E3.SEBOV 1 exitoso inestable
rAd26
E1.EBOV-E3.SEBOV 2 dificil de expandir inestable
E1.eGFP-E3.SEBOV 2 dificil de expandir inestable

Tabla 2:
Intento de rescate, resultado de rescate, y estabilidad del genoma para vectores rAd que albergan un casete
de expresion bidireccional mCMV con diferentes transgenes.
Vector y Transgenes Intento de rescate | Resultado del rescate |  Estabilidad del genoma
rAd35
Luc-mCMV-eGFP 1 exitoso estable
eGFP-mCMV-Luc 1 exitoso estable
MARV-mCMV-SEBOV 1 exitoso estable
SEBOV-mCMV-MARV 1 exitoso estable
MARV-mCMV- 1 exitoso estable
CIEBOV
CIEBOV-mCMV- 1 exitoso estable
MARV
EBOV-mCMV-SEBOV 1 exitoso estable
SEBOV-mCMV- 1 exitoso estable
EBOV
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(continuacién)

rAd26

Luc-mCMV-eGFP 1 exitoso estable
MARV-mCMV-SEBOV 1 exitoso estable
EBOV-mCMV-SEBOV 1 exitoso estable
SEBOV-mCMV- 1 no exitoso -
EBOV

MARV-mCMV- 1 exitoso estable
CIEBOV

CIEBOV-mCMV- 1 exitoso estable
MARV
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REIVINDICACIONES

1. Un adenovirus recombinante que comprende un promotor de CMV de ratén (mCMV) bidireccional unido
operativamente a un primer transgén en una direccion y a un segundo transgén en la direccién opuesta.

2. Un adenovirus recombinante segun la reivindicacion 1, que ademas comprende un intrén ubicado 3’ del
promotor y 5’ del primer transgén y un intrén ubicado 3’ del promotor y 5’ del segundo transgén.

3. Un adenovirus recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el adenovirus tiene
una supresion en la region E1.

4. Un adenovirus recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el primer y segundo
transgén son diferentes y al menos uno de ellos codifica un antigeno.

5. Un adenovirus recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el adenovirus es un
adenovirus humano serotipo 35 o un adenovirus humano serotipo 26.

6. Un procedimiento para producir un adenovirus recombinante genéticamente estable que comprende un
primer y un segundo transgén cada uno de los cuales se expresa potentemente cuando el adenovirus infecta una
célula blanco, el procedimiento comprende:

a) preparar un constructo que comprende un promotor de mCMV bidireccional operativamente unido a un primer
transgén en una direccién y a un segundo transgén en la direccion opuesta; y
b) incorporar dicho constructo en el genoma del adenovirus recombinante.

7. Un procedimiento segun la reivindicacion 6, donde el constructo ademas comprende un intrén ubicado 3’ del
promotor y 5’ del primer transgén y un intron ubicado 3’ del promotor y 5’ del segundo transgén.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 6 o 7, donde el adenovirus recombinante tiene una supresién en la
regién E1 de su genoma.

9. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, donde el primer y segundo transgén son
diferentes y al menos uno de ellos codifica un antigeno.

10. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9, donde el adenovirus recombinante es un
adenovirus humano serotipo 35 o un adenovirus humano serotipo 26.

11. Un procedimiento in vitro para expresar al menos dos transgenes en una célula, el procedimiento que
comprende proporcionar una célula con un vector adenoviral recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones
1-5.

12. Un vector adenoviral recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para usar en la induccion de
una respuesta inmune contra al menos dos antigenos.

13. Una molécula de ADN recombinante que comprende el genoma de un adenovirus recombinante segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un adenovirus recombinante segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 y un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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(A) Disefio rHAd35: Bivalent E1-E1
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Fig. 4 - continuacion

37

>
O
sl
®
e
>
23
w o
W £
ol
fs
€0
=3
w E
g
= : .
o %,
g a < < -
8 %) 3 %, ) .
-2 | - | .
g U 8 Tog, w ‘e oﬂ_-.. H
3 > ) B 9. > 8 . 2
> 0 a L] L] _O“. , (@] - .
3a @ o | 0, @ 7 N .
- n{u R R R R amv% N\\ % 2| *® e m .
$ 8 3 ¢ & ° P B8 EBRE R s, %, Y- S
- 2dV seanisod sejngo 9 sojooue|dse 01/N4S vwv %, |~ N s o -
" . 9%, [0*6oj] pun3
- b
=3 (@) 2 Aw\.vro
s o - 7 <
- s S .# - zom...o ()]
o 8 3 *de:| 7o, % - oo boo
Sz |W b W Jee [ece
> % *%ee L > 3
- vd ® Jlee: Av \.«&‘ X <
H m L4 v L] L L) ¥ L3 v L b L b 1- v* —up m M.Uu ® Mﬁ" ..
r T g T T 1 o Q
ZE 2 2 § 8 ° g R 828 7 T %, l&dT %
2dv seansod se|njgo 9, sopoouajdse ;01/N4S av.m. .o?.u«o ¥ ° _.o_.muo: !.“.Dm
— _—
w T8
S S’



ES 2733593 T3

(A) Casete de expresion bidireccional
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(A) Disefio birediccional rHAd35: Bivalente
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(A) Disefio birediccional rHAd26: Bivalente
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