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DESCRIPCIÓN 
 
Composiciones para la vacunación contra el virus del Ébola 
 
Referencia cruzada 5 
 
La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de los Estados Unidos n.º 62/101.968, presentada 
el 9 de enero de 2015. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Los virus del Ébola, miembros de la familia Filoviridae, están asociados con brotes de fiebre hemorrágica muy letal en 
seres humanos y primates no humanos. El virus del Ébola de Bundibugyo, virus del Ébola de Zaire y virus del Ébola 
de Sudán se han asociado con grandes brotes en África, La gravedad del brote actual del Ébola en África occidental, 
ha destacado la necesidad médica de una vacuna contra el Ébola duradera y exhaustiva que abarque muchas cepas 15 
para poblaciones en riesgo que no tienen acceso habitual a atención médica. Aunque algunas vacunas recombinantes 
basadas en adenovirus han conferido buena protección contra múltiples cepas del Ébola después de una única 
inmunización, su eficacia se ve alterada con frecuencia en seres humanos por la inmunidad preexistente al adenovirus 
como se ha analizado anteriormente. 
 20 
Son de particular interés los productos inmunoterapéuticos basados en Ad5 que se han usado repetidas veces en 
seres humanos para inducir respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T (IMC) robustas, manteniendo al mismo 
tiempo un amplio perfil de seguridad. Además, se pueden fabricar vectores Ad5 de manera fiable en grandes 
cantidades y son estables para el almacenamiento y el suministro para administración ambulatoria. No obstante, un 
obstáculo importante para el uso de vectores basados en Ad5 de primera generación (con supresión de E1) es la alta 25 
frecuencia de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus de tipo 5 preexistentes. Estos anticuerpos pueden estar 
presentes en un posible receptor de vacuna debido a una infección previa por adenovirus de tipo silvestre y/o inducción 
de anticuerpos neutralizantes de adenovirus mediante inyecciones repetidas con vacunas basadas en Ad5, lo que da 
como resultado estimulación inmunitaria inadecuada contra el AE diana. 
 30 
Un problema importante con los vectores de adenovirus ha sido su incapacidad para mantener la expresión 
transgénica a largo plazo debido en gran parte a la respuesta inmunitaria del hospedador que elimina el vector de 
adenovirus y las células transducidas por virus en sujetos inmunodeficientes. Por tanto, el uso de vacunas de vectores 
de adenovirus de primera generación está gravemente limitado por la inmunidad preexistente o inducida de las 
vacunas contra adenovirus (Ad) (Yang, et al. J Virol 77/799-803 (2003); Casimiro, et al. J Virol 77/6305-6313 (2003)). 35 
Un grupo informó de que una preponderancia de seres humanos tiene anticuerpos contra adenovirus de tipo 5 (Ad5), 
el serotipo más ampliamente usado para vectores de transferencia de genes, y que dos tercios de los seres humanos 
estudiados tienen respuestas linfoproliferativas contra Ad (Chirmule, et al. Gene Ther 6/1574-1583 (1999)). En otro 
estudio, una vacuna de vector de adenovirus que portaba un gen de la envoltura del VIH-1 fue incapaz de volver a 
inmunizar una respuesta inmunitaria sensibilizada usando ADN sin adyuvante (Barouch, et al. J. Virol 77/8729-8735 40 
(2003)). Otro grupo informó de que los primates no humanos que tienen inmunidad preexistente contra Ad5 debido a 
una única inmunización con Ad5 no pudieron generar anticuerpos específicos de transgenes para proteínas del VIH, 
así como alterar las respuestas globales de linfocitos T (McCoy, et al. J. Virol 81/6594-6604 (2007)). 
 
Existen numerosos mecanismos por los que la inmunidad preexistente interfiere con vacunas de vectores de 45 
adenovirus, pero una de las principales preocupaciones es la presencia de anticuerpo neutralizante seguido de 
eliminación inmunitaria mediada por células de células que albergan antígenos infectados con Ad. Ambas de estas 
respuestas pueden dirigirse a varias proteínas Ad. Un enfoque es aumentar la dosis de la vacuna del vector. Aunque 
existen pruebas de que el aumento de las dosis de la vacuna puede aumentar la inducción de respuestas inmunitarias 
mediadas por células (IMC) deseadas en animales inmunes a Ad (Barouch, et al. J. Virol 77/8729-8735 (2003)), con 50 
frecuencia da como resultado efectos adversos inaceptables en animales y seres humanos. Cuando se usan vacunas 
de vectores de Ad5 de primera generación, una opción puede ser usar el enfoque de un régimen de sensibilización-
refuerzo heterólogo, usando ADN desnudo (no vectorizado) como vacunación de sensibilización, seguido de una 
inmunización con vector de Ad5. Este protocolo puede dar como resultado una respuesta inmunitaria posterior contra 
Ad5 de modo que no se pueda administrar una nueva inmunización adicional (refuerzo) con la misma vacuna de vector 55 
de adenovirus (o una diferente) que utiliza la misma cadena principal vírica. Por lo tanto, con la actual primera 
generación de vectores de Ad5, el uso de este enfoque también puede anular cualquier uso adicional de inmunización 
con vector de Ad5 en el vacunado inmunizado con Ad5. 
 
Las vacunas de vectores de adenovirus de primera generación (con supresión de E1) expresan genes tardíos de Ad, 60 
aunque a un nivel disminuido y durante un periodo de tiempo más largo que el virus Ad de tipo silvestre (Nevins, et al. 
Cell 26/213-220 (1981); Gaynor, et al. Cell 33/683-693 (1983); Yang, et al. J Virol 70/7209-7212 (1996)). Cuando se 
usan vectores de adenovirus de primera generación para la inmunización, se presentan antígenos de vacunas al 
sistema inmunitario simultáneamente con proteínas de la cápside de Ad muy inmunogénicas. El principal problema 
con estos vectores de adenovirus es que es menos probable que las respuestas inmunitarias generadas se dirijan a 65 
los epítopos de vacuna deseados (McMichael, et al. Nat Rev Immunol 2/283-291 (2002)) y es más probable que se 
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dirijan a los antígenos procedentes de adenovirus, es decir, competencia antigénica. Existe polémica acerca del 
mecanismo por el que los vectores de adenovirus de primera generación son inmunógenos potentes. Se ha planteado 
la hipótesis de que la composición de la cápside de Ad o un efecto tóxico de los genes víricos crea inflamación 
generalizada que da como resultado un efecto inmunoestimulante inespecífico. Las proteínas E1 de Ad actúan para 
inhibir la inflamación después de la infección (Schaack, et al. PNAS 101/3124-3129 (2004)). La eliminación de los 5 
segmentos génicos de estas proteínas, que es el caso de los vectores de adenovirus de primera generación, da como 
resultado mayores niveles de inflamación (Schaack, et al. PNAS 101/3124-3129 (2004); Schaack, et al. Viral Immunol 
18/79-88 (2005)). 
 
Por tanto, resulta evidente que sigue existiendo la necesidad de un candidato a vector de vacuna contra el Ébola más 10 
eficaz. Los vectores de vacunas de Ad permiten respuesta inmunitaria a largo plazo, múltiples vacunas y vacunas en 
individuos con inmunidad preexistente a Ad. La presente invención proporciona esta y otras ventajas. 
 
Sumario de la invención 
 15 
La presente divulgación se refiere a métodos y vectores de adenovirus para generar respuestas inmunitarias contra 
antígenos diana, en particular, los relacionados con células con Ébola. Como tal, la presente divulgación proporciona 
además secuencias de ácido nucleico que codifican uno o más antígenos diana de interés, o fragmentos o variantes 
de los mismos. Como tal, la presente divulgación proporciona polinucleótidos que codifican antígenos diana de 
cualquier fuente como se describe adicionalmente en el presente documento, vectores que comprenden dichos 20 
polinucleótidos y células hospedadoras transformadas o transfectadas con dichos vectores de expresión. La invención 
se define en las reivindicaciones. 
 
Los intentos de superar la inmunidad anti-Ad han incluido el uso de serotipos de Ad alternativos y/o alternancias en la 
proteína de la cápside vírica de Ad5, cada uno con éxito limitado y el potencial de alterar significativamente la 25 
biodistribución de las vacunas resultantes. Por lo tanto, se intentó un enfoque completamente novedoso reduciendo 
adicionalmente la expresión de proteínas víricas de los vectores Ad5 con supresión de E1, proteínas que se sabe que 
son dianas de inmunidad a Ad preexistente. Específicamente, se ha descrito una plataforma de Ad5 recombinante 
novedosa con supresiones en la región de gen temprano 1 (E1) y supresiones adicionales en la región de gen 
temprano 2b (E2b) (Ad5 [E1-, E2b-]). La supresión de la región E2b (que codifica ADN polimerasa y la proteína pre-30 
terminal) da como resultado disminución de la replicación de ADN vírico y expresión de proteína vírica de fase tardía. 
Se ha informado previamente de que esta plataforma vectorial induce con éxito respuestas de IMC en modelos 
animales de cáncer y enfermedades infecciosas y, lo que es más importante, esta plataforma recombinante de 
administración de gen de Ad5 supera la barrera de la inmunidad a Ad5 y puede usarse en el establecimiento de 
inmunidad a Ad preexistente y/o inducida por vector, permitiendo de este modo múltiples administraciones homólogas 35 
de la vacuna. 
 
La presente divulgación proporciona composiciones, métodos y kits para generar una respuesta inmunitaria contra 
uno o múltiples antígenos del Ébola en una composición individual A que comprende un vector de adenovirus 
defectuoso en replicación que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un antígeno del virus del 40 
Ébola, en donde la secuencia que codifica el antígeno del virus del Ébola tiene de 70 % a 100 % de identidad de 
secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 
4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. 
 
En un aspecto, se proporciona una composición que comprende un vector de ácido nucleico recombinante, en donde 45 
el vector de ácido nucleico recombinante comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicación; y en donde, 
tras la administración a un ser humano, la composición es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida hacia 
células que expresan un antígeno del virus del Ébola en dicho ser humano, en donde la respuesta inmunitaria 
comprende inmunidad mediada por células. 
 50 
En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende un vector de adenovirus 5 
defectuoso en replicación. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende 
una supresión en una región del gen E2b. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola comprende una 
modificación de 25 o menos aminoácidos. 
 55 
En un aspecto, se proporciona una composición que comprende un vector de adenovirus 5 defectuoso en replicación 
recombinante que tiene una supresión en una región del gen de E2b que comprende una secuencia que codifica un 
antígeno del virus del Ébola, en donde el antígeno del virus del Ébola comprende una modificación de 25 o menos 
aminoácidos. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola comprende una modificación de 20, 15, 10, 5 
o menos aminoácidos. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola comprende una modificación en 2, 3 60 
o 4 aminoácidos. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola comprende una modificación en 1 
aminoácido. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una supresión 
en una región del gen E1. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una 
supresión en una región del gen E3. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación 
comprende una supresión en una región del gen E4. En algunas realizaciones, el virus del Ébola se selecciona del 65 
grupo que consiste en EBOV, SUDV, TAFV, BDBV, RESTV y cualquier combinación de los mismos. En algunas 
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realizaciones, el antígeno del virus del Ébola comprende una secuencia con al menos 80 % de identidad de secuencia 
con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 
NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola está 
codificado por una secuencia con al menos 90 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de 5 
las mismas. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola está codificado por una secuencia con al menos 
95 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ 
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el 
antígeno del virus del Ébola está codificado por una secuencia con al menos 97 % de identidad de secuencia con una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, 10 
SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola está codificado 
por una secuencia con al menos 99 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las 
mismas. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola está codificado por una secuencia con 100 % de 
identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 15 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el vector de 
ácido nucleico recombinante es capaz de efectuar sobreexpresión del antígeno del virus del Ébola en células 
transfectadas. En algunas realizaciones, el vector de ácido nucleico recombinante es capaz de inducir una respuesta 
inmunitaria específica contra células que expresan el antígeno del virus del Ébola en un ser humano que es al menos 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 veces mayor que la basal. En algunas realizaciones, el ser humano tiene un título 20 
inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200. En algunas realizaciones, el 
ser humano tiene un título inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 
2500, 3000, 3500, 4000, 4500 o 4767. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta 
de anticuerpos específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide 
como una respuesta neutralizante de anticuerpos específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, 25 
la respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada por células (IMC) específica del antígeno del virus del 
Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como secreción de IFN-γ específica del antígeno 
del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como secreción de IL-2 específica de 
antígeno del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria contra el antígeno del 
virus del Ébola se mide mediante un ensayo de ELISspot. En algunas realizaciones, la IMC específica del antígeno 30 
del virus del Ébola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300 células formadoras de manchas (CFM) de IFN-γ 
por cada 106 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria 
se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras de antígenos con pulsos de CAP-1, células 
alogénicas que expresan el antígeno del virus del Ébola de una línea celular infectada con Ébola o de una célula 
autóloga infectada con Ébola. En algunas realizaciones, la composición comprende además un componente 35 
inmunogénico. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico comprende una citocina seleccionada del 
grupo que consiste en IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. En algunas 
realizaciones, el componente inmunogénico se selecciona del grupo que consiste en IL-7, un ácido nucleico que 
codifica IL-7, una proteína con identidad sustancial con IL-7 y un ácido nucleico que codifica una proteína con identidad 
sustancial con IL-7. 40 
 
En un aspecto, se proporciona un vial que comprende una composición que consiste en una solución terapéutica de 
un volumen en el intervalo de 0,8-1,2 ml, comprendiendo la solución terapéutica 2,5-7,5x1011 partículas víricas; en 
donde las partículas víricas comprenden un adenovirus defectuoso en replicación que comprende una secuencia de 
ácido nucleico que codifica un antígeno del virus del Ébola. 45 
 
En algunas realizaciones, el vector de ácido nucleico recombinante es capaz de efectuar sobreexpresión del antígeno 
del virus del Ébola en células transfectadas. En algunas realizaciones, las células transfectadas son células E.C7. En 
algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende un vector de adenovirus 5 
defectuoso en replicación. En algunas realizaciones, el adenovirus defectuoso en replicación comprende una 50 
secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria específica 
contra células que expresan el antígeno del virus del Ébola en un ser humano. En algunas realizaciones, la respuesta 
inmunitaria se mide como una respuesta de anticuerpos específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas 
realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta neutralizante de anticuerpos específica del 
antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada por 55 
células (IMC) específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide 
como secreción de IFN-γ específico del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria 
se mide como secreción de IL-2 específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta 
inmunitaria contra el antígeno del virus del Ébola se mide mediante un ensayo de ELISspot. En algunas realizaciones, 
la IMC específica del antígeno del virus del Ébola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300 células formadoras 60 
de manchas (CFM) de IFN-γ por cada 106 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas 
realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras de antígenos 
con pulsos de CAP-1, células alogénicas que expresan el antígeno del virus del Ébola de una línea celular infectada 
con Ébola o de una célula autóloga infectada con Ébola. En algunas realizaciones, la solución terapéutica comprende 
al menos 1,0x1011, 1,5x1011, 2,0x1011, 2,5x1011, 3,0x1011, 3,5x1011, 4,0x1011, 4,5x1011, 4,8x1011, 4,9x1011, 4,95x1011o 65 
4,99x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la 
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solución terapéutica comprende como máximo 7,0x1011, 6,5x1011, 6,0x1011, 5,5x1011, 5,2x1011, 5,1x1011, 5,05x1011 o 
5,01x1011, partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la 
solución terapéutica comprende 1,0-7,0x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico 
recombinante. En algunas realizaciones, la solución terapéutica comprende 4,5-5,5x1011 partículas víricas que 
comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la solución terapéutica comprende 5 
4,8-5,2x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, 
la solución terapéutica comprende 4,9-5,1x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico 
recombinante. En algunas realizaciones, la solución terapéutica comprende 4,95-5,05x1011 partículas víricas que 
comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, la solución terapéutica comprende 
4,99-5,01x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En algunas realizaciones, 10 
el vial comprende además un componente inmunogénico. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico 
comprende una citocina seleccionada del grupo de IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13. En algunas realizaciones, el componente inmunogénico se selecciona del grupo que consiste en IL-
7, un ácido nucleico que codifica IL-7, una proteína con identidad sustancial con IL-7 y un ácido nucleico que codifica 
una proteína con identidad sustancial con IL-7. 15 
 
En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno del virus del 
Ébola en un ser humano, comprendiendo el método administrar al ser humano una composición descrita en el presente 
documento. 
 20 
En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno del virus del 
Ébola en un ser humano, comprendiendo el método administrar al ser humano la composición de un vial descrito en 
el presente documento. 
 
En algunas realizaciones, la etapa de administración se repite al menos una vez. En algunas realizaciones, la etapa 25 
de administración se repite después de aproximadamente 3 semanas tras una etapa de administración anterior. En 
algunas realizaciones, la etapa de administración se repite después de aproximadamente 3 meses tras una etapa de 
administración anterior. En algunas realizaciones, la etapa de administración se repite dos veces. 
 
En un aspecto, se proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno del virus del 30 
Ébola en un ser humano que comprende: una primera fase de tratamiento que comprende administrar al ser humano 
una primera composición que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso en replicación que codifica un 
antígeno del virus del Ébola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antígeno del virus 
del Ébola en el ser humano; y una segunda fase de tratamiento posterior que comprende administrar al ser humano 
una segunda composición que comprende un segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación que codifica 35 
un antígeno del virus del Ébola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antígeno del virus 
del Ébola en el ser humano. 
 
En un aspecto, se proporciona un método de tratamiento que comprende: seleccionar una primera fase de tratamiento 
y una segunda fase de tratamiento; durante la primera fase, administrar a un ser humano, un total de n veces, una 40 
primera composición que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso en replicación que codifica un 
antígeno del virus del Ébola induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antígeno del virus del 
Ébola en el ser humano; y durante la segunda fase del tratamiento, administrar al ser humano, un total de m veces, 
una segunda composición que comprende un segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación que codifica 
un antígeno del virus del Ébola que induce una respuesta inmunitaria contra células que expresan el antígeno del virus 45 
del Ébola en el ser humano. 
 
En algunas realizaciones, n es mayor de 1. En algunas realizaciones, n es 3. En algunas realizaciones, m es mayor 
de 1. En algunas realizaciones, m es 3. En algunas realizaciones, la primera fase es de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 
semanas. En algunas realizaciones, la segunda fase es de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 meses. En algunas 50 
realizaciones, la segunda fase comienza 3-16 semanas después de que termine la primera fase. En algunas 
realizaciones, en la primera fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicación están separadas por 
al menos 18 días. En algunas realizaciones, en la primera fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en 
replicación están separadas por aproximadamente 21 días. En algunas realizaciones, en la primera fase, dos 
administraciones del adenovirus defectuoso en replicación están separadas por un máximo de 24 días. En algunas 55 
realizaciones, en la segunda fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicación están separadas 
por al menos 10 semanas. En algunas realizaciones, en la segunda fase, dos administraciones del adenovirus 
defectuoso en replicación están separadas por aproximadamente 13 semanas. En algunas realizaciones, en la 
segunda fase, dos administraciones del adenovirus defectuoso en replicación están separadas por un máximo de 16 
semanas. 60 
 
En un aspecto, se proporciona un método de tratamiento que comprende: seleccionar una primera fase y una segunda 
fase de tratamiento; durante la primera fase, administrar a un ser humano un total de 3 veces, en intervalos de 
aproximadamente 3 semanas, una primera composición que comprende un primer vector de adenovirus defectuoso 
en replicación que codifica un antígeno del virus del Ébola que induce una respuesta inmunitaria contra células que 65 
expresan el antígeno del virus del Ébola en el ser humano; y durante la segunda fase, administrar a dicho ser humano 
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un total de 3 veces, en intervalos de aproximadamente 3 meses, una segunda composición que comprende un 
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación que codifica un antígeno del virus del Ébola que induce una 
respuesta inmunitaria contra células que expresan un antígeno del virus del Ébola en el ser humano; en donde la 
segunda fase comienza aproximadamente 3 meses después del final de la primera fase. 
 5 
En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola codificado por el primer vector de adenovirus defectuoso en 
replicación es el mismo que el antígeno del virus del Ébola codificado por el segundo vector de adenovirus defectuoso 
en replicación. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola codificado por el primer vector de adenovirus 
defectuoso en replicación es diferente del antígeno del virus del Ébola codificado por el segundo vector de adenovirus 
defectuoso en replicación. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicación y el 10 
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación son iguales. En algunas realizaciones, el primer vector de 
adenovirus defectuoso en replicación comprende un vector de adenovirus 5 defectuoso en replicación. En algunas 
realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende un vector de adenovirus 5 
defectuoso en replicación. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicación 
comprende una secuencia con 60 %-100 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que 15 
consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y cualquier combinación 
de las mismas. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una 
secuencia con 60 %-100 % de identidad de secuencia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y cualquier combinación de las mismas. 
En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus 20 
defectuoso en replicación comprende una modificación de 25 aminoácidos o menos. En algunas realizaciones, el 
antígeno del virus del Ébola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación 
comprende una modificación de 20, 15, 10 o 5 aminoácidos o menos. En algunas realizaciones, el antígeno del virus 
del Ébola codificado por el primer o el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una 
modificación de 1 aminoácido. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicación 25 
comprende una supresión en una región del gen E2b. En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus 
defectuoso en replicación comprende además una supresión en una región del gen E1. En algunas realizaciones, el 
primer vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende además una supresión en una región del gen E3. 
En algunas realizaciones, el primer vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende además una supresión 
en una región del gen E4. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación 30 
comprende una supresión en una región del gen E2b. En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus 
defectuoso en replicación comprende además una supresión en una región del gen E1. En algunas realizaciones, el 
segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende además una supresión en una región del gen E3. 
En algunas realizaciones, el segundo vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende además una 
supresión en una región del gen E4. En algunas realizaciones, la primera composición, la segunda composición o 35 
ambas, comprende al menos 1,0x1011, 1,5x1011, 2,0x1011, 2,5x1011, 3,0x1011, 3,5x1011, 4,0x1011, 4,5x1011, 4,8x1011, 
4,9x1011, 4,95x1011o 4,99x1011 partículas víricas que comprenden el vector de ácido nucleico recombinante. En 
algunas realizaciones, la primera composición, la segunda composición o ambas, comprende como máximo 7,0x1011, 
6,5x1011, 6,0x1011, 5,5x1011, 5,2x1011, 5,1x1011, 5,05x1011 o 5,01x1011 partículas víricas. En algunas realizaciones, la 
primera composición, la segunda composición o ambas, comprende 1,0-7,0x1011 partículas víricas. En algunas 40 
realizaciones, la primera composición, la segunda composición o ambas, comprende 4,5-5,5x1011 partículas víricas. 
En algunas realizaciones, la primera composición, la segunda composición o ambas, comprende 4,8-5,2x1011 
partículas víricas. En algunas realizaciones, la primera composición, la segunda composición o ambas, comprende 
4,9-5,1x1011 partículas víricas. En algunas realizaciones, la primera composición, la segunda composición o ambas, 
comprende 4,95-5,05x1011 partículas víricas. En algunas realizaciones, la primera composición, la segunda 45 
composición o ambas, comprende 4,99-5,01x1011 partículas víricas. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria 
al antígeno del virus del Ébola aumenta al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 veces. En algunas realizaciones, 
la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta de anticuerpos específica del antígeno del virus del Ébola. En 
algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como una respuesta neutralizante de anticuerpos específica 
del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide como inmunidad mediada 50 
por células (IMC) específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se 
mide como secreción de IFN-γ específico del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la respuesta 
inmunitaria se mide como secreción de IL-2 específica del antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, la 
respuesta inmunitaria contra el antígeno del virus del Ébola se mide mediante ensayo de ELISspot. En algunas 
realizaciones, la IMC específica del antígeno del virus del Ébola es mayor de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 o 300 55 
células formadoras de manchas (CFM) de IFN-γ por cada 106 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 
En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se mide mediante la lisis de linfocitos T de células presentadoras 
de antígenos con pulsos de CAP-1, células alogénicas que expresan el antígeno del virus del Ébola de una línea 
celular infectada con Ébola o de una célula autóloga infectada con Ébola. En algunas realizaciones, un adenovirus 
defectuoso en primera o segunda replicación infecta células dendríticas en el ser humano, y en donde las células 60 
dendríticas infectadas presentan el antígeno del virus del Ébola, induciendo de este modo la respuesta inmunitaria. 
En algunas realizaciones, las etapas de administración comprenden administración subcutánea. En algunas 
realizaciones, el ser humano porta un título inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 que es mayor de 50, 75, 100, 
125, 150, 160, 175, 200, 225, 250, 275 o 300 antes de la etapa de administración. En algunas realizaciones, el ser 
humano tiene un título inverso de anticuerpos neutralizantes de Ad5 mayor de 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 65 
3000, 3500, 4000, 4500 o 4767. En algunas realizaciones, el ser humano no está siendo tratado simultáneamente con 
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ninguno de esteroides, corticoesteroides, agentes inmunosupresores e inmunoterapia. En algunas realizaciones, el 
ser humano no ha sido tratado con ninguno de esteroides, corticoesteroides, agentes inmunosupresores e 
inmunoterapia antes de la etapa de administración. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene una enfermedad 
autoinmunitaria. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene enfermedad inflamatoria intestinal, lupus 
eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante, esclerodermia, esclerosis múltiple, hepatitis vírica o VIH. En algunas 5 
realizaciones, el ser humano tiene enfermedad tiroidea autoinmunitaria o vitíligo. En algunas realizaciones, el ser 
humano tiene células que expresan el antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, el ser humano no tiene 
células que expresen el antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, el ser humano tiene al menos uno, dos 
o tres síntomas de una infección por el virus del Ébola. En algunas realizaciones, el ser humano ha recibido una terapia 
antes de la administración. En algunas realizaciones, antes de la primera fase, el ser humano ha recibido al menos un 10 
medicamento seleccionado del grupo que consiste en: rehidratación con líquidos orales o intravenosos, productos de 
sangre, terapias inmunitarias, fármacos o terapias para síntomas específicos tales como fiebre, astenia, mialgia, 
cefalea y dolor de garganta, vómitos, diarrea, erupción, función renal y hepática alterada y hemorragia interna y 
externa. En algunas realizaciones, el ser humano recibe simultáneamente tratamiento de quimioterapia o radioterapia. 
En algunas realizaciones, el ser humano recibe simultáneamente una terapia que comprende la administración de al 15 
menos un medicamento del grupo que consiste en fluoropirimidina, irinotecán, oxaliplatino, bevacizunab, capecitabina, 
mitomicina, regorafenib, cetuxinab, panitumumab y paracetamol. En algunas realizaciones, el ser humano comprende 
células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan 
el antígeno del virus del Ébola sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15 o 20 veces 
por encima de una expresión basal de un antígeno del virus del Ébola en una célula no infectada. En algunas 20 
realizaciones, las células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola comprenden células infectadas con Ébola. 
En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola comprenden células 
inmunitarias. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola comprenden 
células sanguíneas. En algunas realizaciones, las células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola 
comprenden células epiteliales. En algunas realizaciones, el antígeno del virus del Ébola es un antígeno de EBOV, 25 
SUDV, TAFV, BDBV, RESTV o cualquier combinación de los mismos. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 

La FIG. 1 ilustra un gráfico de barras que muestra los niveles de anticuerpos de ratones inmunizados con Ad5 nulo 30 
(vector vacío). Los ratones se inmunizaron tres veces con partículas víricas (PV) Ad5 nulas a intervalos de 14 días. 
Los niveles de anticuerpos anti-Ad (anticuerpos neutralizantes) aumentaron después de cada inmunización. 
La FIG. 2 ilustra un gráfico de barras que muestra los niveles de anticuerpos neutralizantes (NAb) de ratones 
inmunizados con Ad5 nulo. Los ratones se inmunizaron tres veces con PV Ad5 nulas a intervalos de 14 días. Los 
niveles de anticuerpos neutralizantes aumentaron después de cada inmunización. Las lecturas de densidad óptica 35 
indican la presencia de células diana viables. 
La FIG. 3 ilustra una estructura de un genoma del virus del Ébola. 
La FIG. 4 ilustra la falta de expresión génica tardía por vectores Ad5 [E1-, E2b-] en células Hela. Las células Hela 
se infectaron con vector Ad5 [E1-]-LacZ o con un Ad5 [E1-, E2b-]-LacZ. Se recogieron lisados de proteínas y se 
detectó la proteína de fibra de 66 kD mediante transferencia de Western. Como control positivo, se incluye una 40 
parte de un lisado proteico de la infección productiva de un virus Ad cultivado en una línea celular complementaria. 
La FIG. 5 ilustra la supervivencia en ratones vacunados y ratones de control a los que se ha inyectado solución 
salina o Ad5 nulo. 
La FIG. 6 ilustra ratones vacunados (arriba) o ratones de control (abajo). Obsérvese la amplia inflamación en 
ratones de control, pero no en ratones vacunados después de la exposición. 45 
La FIG. 7 ilustra títulos de inhibición de la hemaglutinación (HAI) que se indujeron en monos inmunes a Ad5 
después de 1 vacunación con Ad5 [E1-, E2b-]-HA. Obsérvese que se detectó actividad HAI 14 días después de la 
inmunización y aumentó significativamente por encima de los niveles del día 14 para el día 28 (P<0,01). Media ± 
ETM. 
La FIG. 8 ilustra cuatro vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-]-AE que se han generado. 50 
La FIG. 9 ilustra la expresión de GP del Ébola de células E.C7 infectadas durante 24 horas con Ad5 [E1, Eb2-]-
GPEZ (carril izquierdo). Obsérvese la presencia de la banda de proteínas GP en el carril izquierdo que migra a 
aproximadamente 125 kDA pero no en el carril derecho (un lisado de células no infectadas). 

 
Descripción detallada de la invención 55 
 
Los siguientes pasajes describen diferentes aspectos de la invención con mayor detalle. Cada aspecto de la invención 
puede combinarse con cualquier otro aspecto o aspectos de la invención a menos que se indique claramente lo 
contrario. En particular, cualquier característica indicada como preferente o ventajosa puede combinarse con cualquier 
otra característica de las características indicadas como preferentes o ventajosas. Como se usa en el presente 60 
documento, a menos que se indique otra cosa, el artículo "un/una" significa uno o más, a menos que se indique 
explícitamente otra cosa. Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, expresiones 
tales como "contener", "que contiene", "incluir", "que incluye", y similares significan "que comprende". Como se usa en 
el presente documento, a menos que se indique otra cosa, el término "o" puede ser conjuntivo o disyuntivo. Como se 
usa en el presente documento, a menos que se indique otra cosa, cualquier realización puede combinarse con 65 
cualquier otra realización. 
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Se ha descubierto que los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no solo son más seguros que, sino que parecen ser superiores a 
los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la inducción de respuestas inmunitarias específicas de antígeno, haciéndolos 
mucho más adecuados como plataforma para administrar vacunas contra el Ébola que puedan dar como resultado 
una respuesta clínica. En otros casos, la inducción inmunitaria puede tardar meses. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no 5 
solo son más seguros que, sino que parecen ser superiores a los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la inducción de 
respuestas inmunitarias específicas de antígeno, haciéndolos mucho más adecuados como plataforma para 
administrar vacunas contra el Ébola que puedan dar como resultado una respuesta clínica. 
 
Diversas realizaciones de la invención, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la administración 10 
de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ébola, superan barreras 
encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunización de personas que han estado expuestas previamente 
a Ad5. En otras realizaciones de la invención, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la 
administración de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ébola, 
superan barreras encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunización de personas que han estado 15 
expuestas previamente a Ad5. En otras realizaciones de la invención, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 
[E1-, E2b-] en la administración de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra 
el Ébola, superan barreras encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunización de personas que han 
estado expuestas previamente a Ad5. 
 20 
Un "adenovirus" (Ad) se refiere a virus de ADN sin envoltura de la familia Adenoviridae. Estos virus se pueden 
encontrar en, pero sin limitación, especies humanas, aviares, bovinas, porcinas y caninas. La presente invención 
contempla el uso de cualquier Ad de cualquiera de los cuatro géneros de la familia Adenoviridae (p. ej., Aviadenovirus, 
Mastadenovirus, Atadenovirus y Siadenovirus) como la base de un vector de virus con supresión de E2b o un vector 
que contiene otras supresiones como se describe en el presente documento. Además, se encuentran varios serotipos 25 
en cada especie. Ad también se refiere a derivados genéticos de cualquiera de estos serotipos víricos, incluyendo, 
pero sin limitación, mutaciones genéticas, supresiones o transposiciones. 
 
Un "adenovirus auxiliar" o "virus auxiliar" se refiere a un Ad que puede proporcionar funciones víricas que una célula 
hospedadora en particular no puede (el hospedador puede proporcionar productos génicos de Ad tales como proteínas 30 
E1). Este virus se usa para suministrar, en trans, funciones (p. ej., proteínas) que carecen de un segundo virus o virus 
dependiente de auxiliar (p. ej., un virus destripado, o un virus con supresión de una región en particular tal como E2b 
u otra región como se describe en el presente documento); se dice que el primer virus incompetente para replicación 
"ayuda" al segundo virus dependiente de auxiliar, permitiendo de este modo la producción del segundo genoma vírico 
en una célula. 35 
 
Un "adenovirus 5 nulo (Ad5 nulo)" se refiere a un Ad no replicante que no contiene ninguna secuencia de ácido nucleico 
heterólogo para expresión. 
 
Un "adenovirus de primera generación" se refiere a un Ad que tiene la región temprana 1 (E1) suprimida. En casos 40 
adicionales, la región temprana 3 (E3) también se puede suprimir. 
 
"Destripado" se refiere a un vector de Ad del que se han suprimido todas las regiones codificantes víricas. 
 
"Transfección" se refiere a la introducción de ácido nucleico extraño en células eucariotas. Los medios de transfección 45 
ilustrativos incluyen coprecipitación con fosfato de calcio-ADN, transfección mediada por DEAE-dextrano, transfección 
mediada por polibreno, electroporación, microinyección, fusión de liposomas, lipofección, fusión de protoplastos, 
infección retrovírica y biolística. 
 
"Transfección estable" o "transfectado de manera estable" se refiere a la introducción e integración de ácido nucleico 50 
extraño, ADN o ARN, en el genoma de la célula transfectada. La expresión "transfectante estable" se refiere a una 
célula que ha integrado de manera estable ADN extraño en el ADN genómico. 
 
Un "gen indicador" indica una secuencia de nucleótidos que codifica una molécula indicadora (p. ej., una enzima). Una 
"molécula indicadora" es detectable en cualquiera de diversos sistemas de detección, incluyendo, pero sin limitación, 55 
ensayos de detección basados en enzimas (p. ej., ELISA, ensayos histoquímicos), sistemas fluorescentes, radiactivos 
y luminiscentes. Pueden emplearse el gen de la β-galactosidasa de E. coli, proteína verde fluorescente (GFP), el gen 
de la fosfatasa alcalina placentaria humana, el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT); y otros genes 
indicadores. 
 60 
Una "secuencia heteróloga" se refiere a una secuencia de nucleótidos que se liga a, o se manipula para que se ligue 
a, una secuencia de ácido nucleico a la que no está ligada en la naturaleza, o a la que está ligada en un lugar diferente 
en la naturaleza. El ácido nucleico heterólogo puede incluir una secuencia de nucleótidos de origen natural o alguna 
modificación en relación con la secuencia de origen natural. 
 65 
Un "transgén" se refiere a cualquier región codificante de genes, secuencias de ácido nucleico naturales o heterólogas 
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o secuencias de ácido nucleico homólogas o heterólogas fusionadas, introducida en células o en un genoma del sujeto. 
Los transgenes pueden ser portados en cualquier vector vírico usado para introducir transgenes en las células del 
sujeto. 
 
Un "adenovirus de segunda generación" se refiere a un Ad que tiene todas o parte de las secuencias génicas de ADN 5 
E1, E2, E3 y, en determinadas realizaciones, E4 suprimidas (eliminadas) del virus. 
 
Un "sujeto" se refiere a cualquier animal, incluyendo, pero sin limitación, seres humanos, primates no humanos (p. ej., 
rhesus u otros tipos de macacos), ratones, cerdos, caballos, burros, vacas, ovejas, ratas y aves. 
 10 
Un "fragmento inmunogénico" se refiere a un fragmento de un polipéptido que se reconoce específicamente (es decir, 
se une específicamente) por un receptor de antígeno de superficie de linfocitos B y/o linfocitos T que da como resultado 
una generación de una respuesta inmunitaria específicamente contra un fragmento. 
 
Un "antígeno diana" o "proteína diana" se refiere a una molécula, tal como una proteína, contra la que se debe dirigir 15 
una respuesta inmunitaria. 
 
"Con supresión de E2b" se refiere a una secuencia de ADN mutada de tal manera que se evite la expresión y/o función 
de al menos un producto génico de E2b. Por tanto, en determinadas realizaciones, "con supresión de E2b" se usa en 
relación con una secuencia de ADN específica que se suprime (elimina) de un genoma de Ad. Con supresión de E2b 20 
o "que contiene una supresión dentro de una región E2b" se refiere a una supresión de al menos un par de bases 
dentro de una región E2b de un genoma de Ad. Por tanto, en determinadas realizaciones, se suprime más de un par 
de bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 
o 150 pares de bases. En otra realización, una supresión es de más de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares 
de bases dentro de una región E2b de un genoma de Ad. Una supresión de E2b puede ser una supresión que evite la 25 
expresión y/o función de al menos un producto génico de E2b y, por lo tanto, abarca supresiones dentro de los exones 
de partes codificantes de proteínas específicas de E2b, así como supresiones dentro de secuencias promotoras y 
líderes. En determinadas realizaciones, una supresión de E2b es una supresión que evita la expresión y/o función de 
una o ambas de una ADN polimerasa y una proteína preterminal de una región E2b. En una realización adicional, "con 
supresión de E2b" se refiere a una o más mutaciones puntuales en una secuencia de ADN de esta región de un 30 
genoma de Ad, de modo que una o más proteínas codificadas no son funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos 
que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en una secuencia de aminoácidos que da como 
resultado una proteína no funcional. 
 
"Con supresión de E1" se refiere a una secuencia de ADN que se muta de tal manera que se evite la expresión y/o 35 
función de al menos un producto génico de E1. Por tanto, en determinadas realizaciones, "con supresión de E1" se 
usa en relación con una secuencia de ADN específica que se suprime (elimina) del genoma de Ad. Con supresión de 
E1 o "que contiene una supresión dentro de la región E1" se refiere a una supresión de al menos un par de bases 
dentro de la región E1 del genoma de Ad. Por tanto, en determinadas realizaciones, se suprime más de un par de 
bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o 40 
150 pares de bases. En otra realización, la supresión es de más de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares de 
bases dentro de la región E1 del genoma de Ad. Una supresión de E1 puede ser una supresión que evite la expresión 
y/o función de al menos un producto génico de E1 y, por lo tanto, abarca supresiones dentro de los exones de partes 
codificantes de proteínas específicas de E1, así como supresiones dentro de secuencias promotoras y líderes. En 
determinadas realizaciones, una supresión de E1 es una supresión que impide la expresión y/o función de uno o 45 
ambos de un factor regulador transcripcional de acción en trans de la región E1. En una realización adicional, "con 
supresión de E1" se refiere a una o más mutaciones puntuales en la secuencia de ADN de esta región de un genoma 
de Ad, de modo que una o más proteínas codificadas no son funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos que se 
reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en la secuencia de aminoácidos que da como resultado 
una proteína no funcional. 50 
 
"Generar una respuesta inmunitaria" o "inducir una respuesta inmunitaria" se refiere a un cambio estadísticamente 
significativo, p. ej., incrementar o disminuir, en el número de una o más células inmunitarias (linfocitos T, linfocitos B, 
células presentadoras de antígenos, células dendríticas, neutrófilos y similares) o en la actividad de una o más de 
estas células inmunitarias (actividad CTL, actividad HTL, secreción de citocinas, cambio en el perfil de secreción de 55 
citocinas, etc.). 
 
Las expresiones "ácido nucleico" y "polinucleótido" se usan en esencia indistintamente en el presente documento. Los 
polinucleótidos de la invención pueden ser monocatenarios (codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser 
moléculas de ADN (p. ej., genómico, ADNc o sintético) o ARN. Las moléculas de ARN pueden incluir moléculas de 60 
ARNhn, que contienen intrones y corresponden a una molécula de ADN de manera individual, y moléculas de ARNm, 
que no contienen intrones. Las secuencias codificantes o no codificantes adicionales pueden estar presentes, aunque 
no es necesario, dentro de un polinucleótido de la presente invención, y un polinucleótido puede estar ligado, aunque 
no es necesario, a otras moléculas y/o materiales de soporte. Un polinucleótido aislado, como se usa en el presente 
documento, significa que un polinucleótido está sustancialmente separado de otras secuencias codificantes. Por 65 
ejemplo, una molécula de ADN aislada como se usa en el presente documento no contiene partes grandes de ADN 
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codificante no relacionado, tales como fragmentos cromosómicos grandes u otros genes funcionales o regiones 
codificantes de polipéptidos. Esto se refiere a la molécula de ADN como se aisló originalmente y no excluye genes o 
regiones codificantes añadidas posteriormente al segmento de forma recombinante en el laboratorio. 
 
Como entenderán los expertos en la materia, los polinucleótidos de esta divulgación pueden incluir secuencias 5 
genómicas, secuencias extragenómicas y codificadas por plásmidos y segmentos génicos menores modificados por 
ingeniería genética diseñados que expresan o pueden adaptarse para expresar antígenos diana como se describe en 
el presente documento, fragmentos de antígenos, péptidos y similares. Dichos segmentos pueden estar aislados de 
manera natural o modificados sintéticamente por la mano del hombre. 
 10 
Al comparar secuencias polinucleotídicas, dos secuencias son "idénticas" si la secuencia de nucleótidos en las dos 
secuencias es la misma cuando se alinea para correspondencia máxima, como se describe a continuación. Se realizan 
comparaciones entre dos secuencias normalmente comparando las secuencias en una ventana de comparación para 
identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparación" como se usa en el 
presente documento, se refiere a un segmento de al menos aproximadamente 20 posiciones contiguas, habitualmente 15 
de 30 a aproximadamente 75, de 40 a aproximadamente 50, en el que una secuencia puede compararse con una 
secuencia de referencia del mismo número de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alineen de 
manera óptima. La alineación óptima de secuencias para comparación se puede realizar usando el programa Megalign 
en el conjunto de software de bioinformática Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), usando parámetros por 
defecto. Este programa incorpora varios esquemas de alineación. 20 
 
Como alternativa, se puede realizar alineamiento óptimo de secuencias para comparación puede realizarse mediante 
el algoritmo de identidad local de Smith y Waterman, Add. APL. Math 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineación 
de identidad de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), por los métodos de búsqueda de similitud de 
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de estos 25 
algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA) o mediante inspección. 
 
Un ejemplo de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud 
de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2,0. BLAST y BLAST 2,0 pueden usarse, por ejemplo, con los 
parámetros descritos en el presente documento, para determinar el porcentaje de identidad de secuencia para los 30 
polinucleótidos de la invención. El software para realizar análisis de BLAST está disponible públicamente a través del 
Centro Nacional para la Información Biotecnológica. En un ejemplo ilustrativo, las puntuaciones acumuladas se pueden 
calcular usando, para secuencias de nucleótidos, los parámetros M (valor de recompensa para un par de restos 
coincidentes; siempre >0) y N (valor de penalización para restos no coincidentes; siempre <0). La prolongación de los 
aciertos de palabra en cada dirección se detiene cuando: el valor de alineación acumulada queda fuera por una 35 
cantidad X de su valor máximo obtenido; el valor acumulado llega a cero o menos, debido a la acumulación de una o 
más alineaciones de restos con puntuación negativa; o se alcanza el final de una de las secuencias. Los parámetros 
del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineación. El programa BLASTN utiliza 
como valores predeterminados una longitud de palabra (W) de 11 y expectativa (E) de 10, y las alineaciones de la 
matriz de puntuación BLOSUM62, (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparación de ambas cadenas. 40 
 
El "porcentaje de identidad de secuencia" se puede determinar comparando dos secuencias alineadas de manera 
óptima en una ventana de comparación de al menos 20 posiciones, en donde la parte de la secuencia polinucleotídica 
en la ventana de comparación puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) de 20 por ciento o menos, 
habitualmente del 5 al 15 por ciento o del 10 al 12 por ciento, en comparación con las secuencias de referencia (que 45 
no comprenden adiciones o supresiones) para la alineación óptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula 
determinando el número de posiciones en las que aparecen las bases de ácido nucleico idénticas en ambas 
secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones coincidentes entre 
el número total de posiciones en la secuencia de referencia y multiplicando el resultado por 100 para producir el 
porcentaje de identidad de secuencia. 50 
 
Los expertos en la técnica apreciarán que, como resultado de la degeneración del código genético, hay muchas 
secuencias de nucleótidos que codifican un antígeno particular de interés, o fragmento del mismo, como se describe 
en el presente documento. Algunos de estos polinucleótidos tienen homología mínima con la secuencia de nucleótidos 
de cualquier gen nativo. No obstante, la presente invención contempla específicamente polinucleótidos que varían 55 
debido a diferencias en el uso codónico. Además, los alelos de los genes que comprenden las secuencias 
polinucleotídicas proporcionadas en el presente documento están dentro del alcance de la presente invención. Los 
alelos son genes endógenos que se alteran como resultado de una o más mutaciones, tales como supresiones, 
adiciones y/o sustituciones de nucleótidos. El ARNm y la proteína resultantes pueden tener, aunque no es necesario, 
una estructura o función alterada. Los alelos pueden identificarse usando técnicas convencionales (tales como 60 
hibridación, amplificación y/o comparación de secuencias de bases de datos). 
 
Como entendería el experto en la materia al leer la presente divulgación, se pueden suprimir otras regiones del genoma 
de Ad. Por tanto, tener "supresión" en una región particular del genoma de Ad, como se usa en el presente documento, 
se refiere a una secuencia de ADN específica que está mutada de tal manera que se evita la expresión y/o función de 65 
al menos un producto génico codificado por esa región. En determinadas realizaciones, tener "supresión" en una 
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región particular se refiere a una secuencia de ADN específica que se suprime (elimina) del genoma de Ad de tal 
manera que se evite la expresión y/o la función codificada por esa región (p. ej., funciones E2b de ADN polimerasa o 
función de proteína preterminal). "Con supresión" o "que contiene una supresión" dentro de una región particular se 
refiere a una supresión de al menos un par de bases dentro de esa región del genoma de Ad. Por tanto, en 
determinadas realizaciones, se suprime más de un par de bases y, en realizaciones adicionales, se suprimen al menos 5 
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o 150 pares de bases de una región particular. En otra 
realización, la supresión es de más de 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250 o 300 pares de bases dentro de una región 
particular del genoma de Ad. Estas supresiones son tales que se evita la expresión y/o función del producto génico 
codificado por la región. Por tanto, las supresiones abarcan supresiones dentro de exones que codifican partes de 
proteínas, así como las supresiones dentro de secuencias promotoras y líderes. En una realización adicional, "con 10 
supresión" en una región particular del genoma de Ad se refiere a una o más mutaciones puntuales en la secuencia 
de ADN de esta región de un genoma de Ad, de modo que una o más proteínas codificadas no son funcionales. Dichas 
mutaciones incluyen restos que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un cambio en la secuencia de 
aminoácidos que da como resultado una proteína no funcional. Las supresiones o mutaciones en el genoma de Ad 
pueden estar dentro de una o más de regiones E1a, E1b, E2a, E2b, E3, E4, L1, L2, L3, L4, L5, TP, POL, IV y VA. Los 15 
vectores de adenovirus con supresión de la presente invención pueden generarse usando técnicas recombinantes. 
 
Como reconocería el experto en la materia, los vectores de adenovirus para usar en la presente invención se pueden 
cultivar con éxito hasta títulos altos usando una línea celular de empaquetamiento adecuada que exprese de manera 
constitutiva productos del gen E2b y productos de cualquiera de los genes necesarios que pueden haberse suprimido. 20 
En determinadas realizaciones, se pueden usar células procedentes de HEK-293 que no solo expresan de manera 
constitutiva las proteínas E1 y ADN polimerasa, sino también la proteína preterminal de Ad. En una realización, se 
usan células E.C7 para cultivar con éxito reservas de títulos altos de los vectores de adenovirus. 
 
Para suprimir genes críticos de vectores de adenovirus autopropagables, las proteínas codificadas por los genes diana 25 
pueden coexpresarse en primer lugar en células HEK-293, o similares, junto con las proteínas E1. Por ejemplo, solo 
se pueden utilizar selectivamente las proteínas que no son tóxicas cuando se coexpresan de manera constitutiva (o 
proteínas tóxicas expresadas de manera inducible). Es posible la coexpresión en células HEK-293 de los genes de E1 
y E4. Los genes de E1 y proteína IX, una proteína estructural de virión, pueden coexpresarse. También es posible la 
coexpresión adicional de los genes de E1, E4 y proteína IX. Los genes de E1 y 100 k pueden expresarse con éxito en 30 
líneas celulares de complementación en trans, como también pueden los genes de E1 y proteasa. 
 
Se describen líneas celulares que coexpresan productos génicos de E1 y E2b para su uso en el cultivo de títulos altos 
de partículas de Ad con supresión de E2b. La región E2b codifica proteínas de replicación vírica, que son esenciales 
para la replicación del genoma de Ad. Las líneas celulares útiles expresan de manera constitutiva la ADN polimerasa 35 
de Ad de aproximadamente 140 kDa y/o la proteína preterminal de aproximadamente 90 kDa. En particular, son 
deseables líneas celulares que tengan coexpresión constitutiva de alto nivel de las proteínas E1, ADN polimerasa y 
preterminales, sin toxicidad (p. ej., E.C7), para su uso en la propagación de Ad para su uso en múltiples vacunas. 
Estas líneas celulares permiten la propagación de vectores de adenovirus con supresión de las proteínas E1, ADN 
polimerasa y preterminales. 40 
 
Se puede encontrar información adicional sobre sistemas de suministro vírico en Fisher-Hoch et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 86: 317-321, 1989; Flexner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569: 86-103, 1989; Flexner et al., Vaccine 8: 17-21, 
1990; patentes de los Estados Unidos n.º 4.603.112, 4.769.330 y 5.017.487; documento WO 89/01973; patente de los 
Estados Unidos n.º 4.777.127; documento GB 2.200.651; documento EP 0.345.242; documento WO 91/02805; 45 
Berkner, Biotechniques 6: 616-627, 1988; Rosenfeld et al., Science 252: 431-434, 1991; Kolls et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 91: 215-219, 1994; Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11498-11502, 1993; Guzman et al., 
Circulation 88: 2838-2848, 1993; y Guzman et al., Cir. Res. 73: 1202-1207, 1993. 
 
Ácido nucleico heterólogo 50 
 
Los vectores de adenovirus de la presente invención comprenden normalmente secuencias de ácido nucleico 
modificadas o heterólogas que codifican uno o más antígenos diana de interés, o variantes, fragmentos o fusiones de 
los mismos, contra los que se desea generar una respuesta inmunitaria. En algunas realizaciones, los vectores de 
adenovirus de la presente invención comprenden secuencias de ácido nucleico modificadas o heterólogas que 55 
codifican una o más proteínas, variantes de las mismas, fusiones de las mismas o fragmentos de las mismas, que 
pueden modular la respuesta inmunitaria. En una realización adicional de la invención, el vector de adenovirus de la 
presente invención codifica uno o más anticuerpos contra antígenos específicos, tales como el antígeno protector 
contra el carbunco, lo que permite inmunoterapia pasiva. En determinadas realizaciones, los vectores de adenovirus 
de la presente invención comprenden secuencias de ácido nucleico modificadas o heterólogas que codifican una o 60 
más proteínas que tienen efecto terapéutico (p. ej., función antivírica, antibacteriana, antiparasitaria o antiébola). Por 
tanto, la presente invención proporciona los vectores de adenovirus con supresión de E2b de segunda generación que 
comprenden una secuencia de ácido nucleico heteróloga. En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico o 
modificada heteróloga es un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, una variante de los mismos, un 
fragmento de los mismos o una combinación de los mismos. En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico 65 
o modificada heteróloga es una combinación o fusión de un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, una 
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variante de los mismos, un fragmento de los mismos o una combinación de los mismos. En algunas realizaciones, la 
secuencia de ácido nucleico o modificada heteróloga es una combinación o fusión de un antígeno de EBOV, SUDV, 
TAFV, BDBV o RESTV, una variante de los mismos, un fragmento de los mismos o una combinación de los mismos. 
 
En particular, la presente invención proporciona una vacuna basada en adenovirus (Ad) mejorada de modo que se 5 
pueden lograr múltiples vacunas contra una o más entidades diana antigénicas. En algunas realizaciones, la vacuna 
basada en adenovirus mejorada (Ad) comprende un adenovirus defectuoso en replicación que porta un antígeno diana, 
un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo, tal como Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-
, E2b-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. 
NO.:6. En algunas realizaciones, la vacuna basada en adenovirus mejorada (Ad) comprende un adenovirus defectuoso 10 
en replicación que porta un antígeno diana, un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo, tal como 
Ad5 [E1-, E2b-]-GP, Ad5 [E1-, E2b-]-NP, Ad5 [E1-, E2b-]-VP40, Ad5 [E1-, E2b-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30 y Ad5 
[E1-, E2b-]-VP24. Pueden seleccionarse variantes y/o fragmentos de antígenos diana, por ejemplo, antígenos de 
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24, en función de diversos factores, 
incluyendo potencial inmunogénico. En consecuencia, un mutante de un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o 15 
RESTV, tal como un mutante de un antígeno de GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24 se utiliza en diversas realizaciones 
de la invención por su mayor capacidad para aumentar una respuesta inmunitaria en relación con la forma de tipo 
silvestre. Cabe destacar que la vacunación puede realizarse en presencia de inmunidad preexistente al Ad y/o 
administrarse a sujetos previamente inmunizados múltiples veces con el vector de adenovirus de la presente invención 
u otros vectores de adenovirus. Los vectores de adenovirus de la invención pueden administrarse a los sujetos 20 
múltiples veces para inducir una respuesta inmunitaria contra un antígeno de interés, por ejemplo, un antígeno de 
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24, incluyendo, pero sin limitación, 
la producción de anticuerpos y respuestas inmunitarias mediadas por células contra uno o más antígenos diana de 
EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30 o VP24 y/o una o más cepas del virus 
del Ébola, como se describe en el presente documento y está disponible públicamente en GenBank. 25 
 
El polipéptido inmunogénico puede ser una secuencia de ARN del Ébola Zaire (GenBank: KJ660347.2) o un fragmento 
de la misma. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una secuencia 
que codifica un nucleótido o polipéptido con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 
99,9 % de identidad con el polipéptido inmunogénico. 30 
 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. 
ID. NO.:1. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleótido o polipéptido inmunogénico comprende 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad con la 
SEQ. ID. NO.:1 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:1 mediante reemplazos de codones alternativos 35 
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los 
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de 
aminoácidos individuales, en comparación con una secuencia de GenBank de tipo silvestre (Zaire KJ660347). 
 40 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. 
ID. NO.:2. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleótido o polipéptido inmunogénico comprende 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad con la 
SEQ. ID. NO.:2 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:2 mediante reemplazos de codones alternativos 
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los 45 
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de 
aminoácidos individuales, en comparación con una secuencia de GenBank de tipo silvestre (Sudán KC545392.1). 
 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. 50 
ID. NO.:4. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleótido o polipéptido inmunogénico comprende 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad con la 
SEQ. ID. NO.:4 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:4 mediante reemplazos de codones alternativos 
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los 
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 55 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de 
aminoácidos individuales, en comparación con una secuencia del NCBI de tipo silvestre (bosque de Tai NC 014372.1). 
 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. 
ID. NO.:5. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleótido o polipéptido inmunogénico comprende 60 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad con la 
SEQ. ID. NO.:5 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:5 mediante reemplazos de codones alternativos 
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los 
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de 65 
aminoácidos individuales, en comparación con una secuencia del NCBI de tipo silvestre del virus del Ébola de 

E16735409
03-06-2020ES 2 795 833 T3

 



13 

Bundibugyo (NC_014373.1). 
 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. 
ID. NO.:6. En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el nucleótido o polipéptido inmunogénico comprende 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con la 5 
SEQ. ID. NO.:6 o una secuencia generada a partir de la SEQ. ID. NO.:6 mediante reemplazos de codones alternativos 
optimizados para el genoma humano. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los 
vectores de adenovirus descritos en el presente documento comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones puntuales, tales como sustituciones o supresiones de 
aminoácidos individuales, en comparación con un virus del Ébola de Reston de tipo silvestre (GenBank: JX477166.1). 10 
 
En diversas realizaciones, los vectores procedentes de adenovirus descritos en el presente documento tienen una 
supresión en la región E2b y, opcionalmente, en la región E1, confiriendo la supresión diversas ventajas al uso de los 
vectores en inmunoterapia como se describe en el presente documento. 
 15 
Determinadas regiones dentro del genoma de adenovirus cumplen funciones esenciales y puede ser necesario que 
estén sustancialmente conservadas cuando se construyen los vectores de adenovirus defectuosos en replicación de 
la invención. (Véase, Lauer et al., J. Gen. Virology, 85, 2615-2625 (2004)); Leza et al., J. Virology, págs. 3003-3013 
(1988); y Miralles et al., JBC. Vol. 264, n.º 18, págs. 10763-10772 (1983). 
 20 
Los vectores basados en adenovirus de subtipo 5 (Ad5) con supresión de E1, de primera generación, aunque son 
plataformas prometedoras para su uso como vacunas, tienen su actividad obstaculizada por anticuerpos neutralizantes 
específicos de Ad de origen natural o inducidos. Los vectores basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1 y 
E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este último la ADN polimerasa y la proteína preterminal, en virtud de la disminución 
de la expresión de proteínas víricas de fase tardía, brindan la oportunidad de evitar la eliminación inmunológica e 25 
inducen respuestas inmunitarias más potentes contra el transgén de antígeno codificado en hospedadores inmunes a 
Ad. 
 
Se pueden usar de acuerdo con la presente invención múltiples inmunizaciones homólogas con Ad5 [E1-, E2b-]-EA, 
que codifica un antígeno del Ébola, para inducir respuestas inmunitarias mediadas por células (IMC) específicas de 30 
AE con actividad anti-Ébola en ratones a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes de Ad5 preexistentes o 
inducidos. Las cohortes de pacientes con Ébola pueden inmunizarse con dosis crecientes de Ad5 [E1-, E2b-]-EA. Se 
pueden observar respuestas de IMC específicas de AE a pesar de la presencia de inmunidad de Ad5 preexistente en 
muchos o la mayoría de los pacientes. Cabe destacar que la toxicidad mínima, y la supervivencia general del paciente 
puede ser similar independientemente de los títulos de anticuerpos neutralizantes de Ad5 preexistentes. En sujetos 35 
infectados con Ébola, la plataforma novedosa de administración de genes de Ad5 [E1-, E2b-] puede usarse para 
generar respuestas de IMC significativas a antígenos del Ébola en el contexto de inmunidad específica de Ad5 tanto 
adquirida de manera natural como inducida por inmunización. Una IMC específica de antígeno del Ébola puede ser, 
por ejemplo, mayor de 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 5000, 10000 o más 
células formadoras de manchas (CFM) de IFN-γ por cada 106 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 40 
Por tanto, los métodos y composiciones de la invención se refieren a un vector de ácido nucleico recombinante, en 
donde el vector de ácido nucleico recombinante comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicación y en 
donde tras la administración a un ser humano, la composición es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida 
hacia células que expresan un antígeno del Ébola en dicho ser humano. La respuesta inmunitaria puede inducirse 
incluso en presencia de inmunidad preexistente contra Ad5. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se 45 
eleva en un sujeto humano con un título inverso de anticuerpo neutralizante de Ad5 preexistente mayor de 50, 100, 
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 6000, 7000, 
8000, 9000, 1000, 12000, 15000 o superior. La respuesta inmunitaria puede comprender una inmunidad mediada por 
células y/o una inmunidad humoral como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria se puede 
medir mediante una o más tinciones de citocinas intracelulares (TCI), ELISpot, ensayos de proliferación, ensayos de 50 
linfocitos T citotóxicos incluyendo ensayos de liberación de cromo o equivalentes y análisis de expresión génica usando 
cualquier número de ensayos basados en reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR, como se describe 
en el presente documento y en la medida en que estén disponibles para una persona experta en la materia, así como 
cualquier otro ensayo adecuado conocido en la técnica para medir la respuesta inmunitaria. 
 55 
Aunque la inmunoterapia contra el Ébola lograda mediante la administración de antígenos asociados con el Ébola (AE) 
proporciona algunos beneficios de supervivencia, existen limitaciones para estas estrategias y se necesitan vacunas 
inmunológicamente más potentes. Para abordar la baja inmunogenicidad se proporcionan diversas estrategias de 
vacunación multicomponentes, avanzadas, que incluyen la administración conjunta de adyuvantes y citocinas 
inmunoestimulantes. La invención se refiere a vectores víricos recombinantes que proporcionan inherentemente 60 
señales proinflamatorias innatas, modificados simultáneamente por ingeniería genética para expresar el antígeno de 
interés. Son de particular interés los productos inmunoterapéuticos basados en adenovirus de serotipo 5 (Ad5) que se 
han usado repetidas veces en seres humanos para inducir respuestas inmunitarias mediadas por linfocitos T (IMC) 
robustas, manteniendo al mismo tiempo un amplio perfil de seguridad. Además, se pueden fabricar vectores Ad5 de 
manera fiable en grandes cantidades y son estables para el almacenamiento y el suministro para administración 65 
ambulatoria. No obstante, un obstáculo importante para el uso de vectores basados en Ad5 de primera generación 
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(con supresión de E1) es la alta frecuencia de anticuerpos neutralizantes anti-adenovirus de tipo 5 preexistentes. Estos 
anticuerpos pueden estar presentes en un posible vacunado debido a una infección previa por adenovirus de tipo 
silvestre y/o inducción de anticuerpos neutralizantes de adenovirus mediante inyecciones repetidas con vacunas 
basadas en Ad5, dando como resultado cada uno estimulación inmunitaria inadecuada contra el AE diana. 
 5 
En el presente documento se proporciona una plataforma de Ad5 [E1-, E2b-] que contiene un inserto génico para un 
antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV con una modificación que potencia respuestas de linfocitos T y se 
usa en diversas realizaciones de la invención para terapias que elevan una respuesta inmunitaria contra al menos un 
antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV. Se pueden usar múltiples inmunizaciones con esta plataforma de 
Ad5 para inducir respuestas de IMC específicas de antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV con actividad 10 
anti-Ébola a pesar de la presencia de inmunidad a Ad5 existente en ratones. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-, 
E2B-] comprende las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO: 6 o una 
combinación de las mismas. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-, E2B-] comprende una secuencia codificante de 
antígenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV de GenBank. En algunas realizaciones, el Ad5 [E1-, E2B-] 
comprende una subespecie de secuencia codificante de antígenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV de un 15 
aislado humano de GenBank o NCBI. Se contempla que un ensayo clínico de fase I/II de inmunoterapias de EBOV, 
SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, como se proporciona en el presente documento, demostraría seguridad e 
inmunogenicidad en humanos. Se puede inducir IMC sin un efecto sustancial en el resultado clínico en relación con la 
existencia de inmunidad a Ad5 preexistente. 
 20 
EBOV como diana para respuesta inmunitaria 
 
El virus del Ébola (EBOV) es un miembro de la familia Filoviridae. Su genoma comprende una molécula de ARN 
monocatenaria de aproximadamente 19 kb de tamaño. Los viriones del ébola son partículas filamentosas que pueden 
aparecer en forma de cayado, de una "U" o de un "6", y pueden ser enrollados, toroides o ramificados. En general, los 25 
viriones del Ébola tienen 80 nanómetros (nm) de anchura y pueden ser de hasta 14.000 nm de longitud. EBOV se 
puede subdividir en al menos cinco especies distintas con diferentes niveles de patogenicidad. Los genomas de los 
cinco virus del Ébola diferentes (BDBV, EBOV, RESTV, SUDV y TAFV) difieren en la secuencia y el número y la 
ubicación de solapamientos génicos. 
 30 
Los virus del Ébola presentan partículas filamentosas que le dan al virus su nombre característico, tienen envoltura, 
no están segmentados, tienen ARN monocatenario y morfología variable. El genoma del virus del Ébola contiene siete 
genes, la nucleoproteína (NP), proteína viriónica (VP) 35, VP40, glucoproteína (GP), VP30, VP24 y una ARN 
polimerasa dependiente de ARN (L). Excepto por GP, todos los genes son monocistrónicos y codifican una proteína 
estructural. El complejo de ribonucleoproteína interno del virus contiene el genoma de ARN que está encapsulado por 35 
la NP, que se asocia con VP35, VP30 y ARN polimerasa dependiente de ARN al complejo de transcriptasa-replicasa 
funcional. Las proteínas del complejo de ribonucleoproteína tienen funciones adicionales, tales como VP35, que es un 
antagonista de interferón. VP40 es una proteína de matriz y media en la formación de partículas víricas. VP24 es otra 
proteína estructural asociada con la membrana e interfiere con la señalización de interferón. La GP es la única proteína 
de superficie transmembrana y forma prolongaciones triméricas que consisten en GP-1 y GP-2 que son dos fragmentos 40 
de escisión de furina unidos por disulfuro. Una característica importante del virus del Ébola en comparación con otros 
Mononegavirales es la producción de GP soluble (del gen de GP) secretada por células infectadas. 
 
En algunos aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente 
documento que comprende al menos un antígeno de virus diana del BDBV. En algunos aspectos, la divulgación 45 
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende al menos un 
antígeno de virus diana de EBOV. En algunos aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se 
proporciona en el presente documento que comprende al menos un antígeno de virus diana de RESTV. En otro 
aspecto, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que 
comprende al menos un antígeno de virus diana de SUDV. En otro aspecto, la divulgación proporciona un vector 50 
recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende al menos un antígeno de virus diana 
de TAFV. En otro aspecto, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente 
documento que comprende los antígenos de virus diana de los virus del Ébola descritos en GenBank y NCBI. 
 
En otro aspecto, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento 55 
que comprende los antígenos de virus diana de una combinación de cepas del Ébola, por ejemplo, BDBV, EBOV, 
RESTV, SUDV y TAFV, y otros como se describen en GenBank y NCBI. 
 
Los viriones del Ébola, como viriones de otros filovirus, puede contener siete proteínas (véase FIG. 3): una 
glucoproteína de superficie (GP), una nucleoproteína (NP), cuatro proteínas estructurales de virión (VP40, VP35, VP30 60 
y VP24) y una ARN polimerasa dependiente de ARN (L). 
 
La glucoproteína del virus del Ébola es atípica porque está codificada en dos marcos abiertos de lectura. Se necesita 
la edición transcripcional para expresar la forma transmembrana que se incorpora al virión. La forma no editada 
produce una glucoproteína secretada no estructural (sGP) que se sintetiza en grandes cantidades temprano durante 65 
el transcurso de la infección. En algunos casos, la proteína codificada se corta después de la traducción, generando 
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una forma secretada madura que se sitúa sobre las superficies de partículas víricas, así como una parte más pequeña 
cubierta de azúcar. 
 
En algunos aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente 
documento que comprende un antígeno de virus diana de la glucoproteína (GP) de al menos un virión del Ébola. En 5 
algunos aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento 
que comprende un antígeno de virus diana de una nucleoproteína (NP) de al menos un virión del Ébola. En algunos 
aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que 
comprende los antígenos de virus diana de al menos una de las cuatro proteínas estructurales de virión (VP40, VP35, 
VP30 y VP24), de al menos un virión del Ébola. Por ejemplo, un vector recombinante puede comprender un antígeno 10 
de virus diana de VP40 de al menos un virión del Ébola. Por ejemplo, un vector recombinante puede comprender un 
antígeno de virus diana de VP35 de al menos un virión del Ébola. Por ejemplo, un vector recombinante puede 
comprender un antígeno de virus diana de VP30 de al menos un virión del Ébola. Por ejemplo, un vector recombinante 
puede comprender un antígeno de virus diana de VP24 de al menos un virión del Ébola. En algunos aspectos, la 
divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende un 15 
antígeno de virus diana de la proteína L de al menos un virión del Ébola. 
 
Se cree que el ciclo de vida del Ébola comienza con un virión que entra en contacto con una célula hospedadora. La 
glucoproteína estructural (conocida como GP1.2) es responsable de la capacidad del virus para unirse con e infectar 
células diana. Se cree que el virión se une a receptores específicos de la superficie celular en la célula hospedadora, 20 
tales como, por ejemplo, lectinas de tipo C, DC-SIGN o integrinas, lo que se sigue de la fusión de la envoltura vírica 
con membranas celulares de la célula hospedadora. Después de que los viriones son captados por la célula 
hospedadora viajan a endosomas y lisosomas ácidos, donde se escinde la glucoproteína GP de la envoltura vírica. 
 
La ARN polimerasa vírica, codificada por el gen L, destapa parcialmente la nucleocápside y transcribe los genes en 25 
ARNm de cadena positiva, que después se traducen en proteínas estructurales y no estructurales que comprenden el 
virión. La proteína más abundante producida es la nucleoproteína, cuya concentración en la célula hospedadora 
determina cuándo L cambia de transcripción génica a replicación del genoma. La replicación del genoma vírico da 
como resultado antigenomas de cadena positiva, de longitud completa, que, a su vez, se transcriben en copias del 
genoma de la descendencia del virus de cadena negativa. Las proteínas estructurales y los genomas de nueva síntesis 30 
se autoensamblan y acumulan cerca del interior de la membrana celular. Los viriones brotan de la célula hospedadora, 
obteniendo sus envolturas de la membrana celular de la que brotan. Las partículas de la descendencia vírica madura 
infectan después otras células para repetir el ciclo. 
 
En algunos aspectos, la divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente 35 
documento que comprende los antígenos de virus diana del gen L de al menos un virión del Ébola. En un aspecto, la 
divulgación proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende el 
virus diana que inhibe la producción de la nucleoproteína de al menos un virión del Ébola. En un aspecto, la divulgación 
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antígenos del 
virus diana que inhiben la replicación del genoma de al menos un virión del Ébola. En un aspecto, la divulgación 40 
proporciona un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antígenos del 
virus diana que inhiben el proceso de brote de al menos un virión del Ébola. En un aspecto, la divulgación proporciona 
un vector recombinante como se proporciona en el presente documento que comprende los antígenos de virus diana 
el proceso de infección de al menos un virión del Ébola. 
 45 
En diversas realizaciones, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. 
NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5 y/o Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:6 aumentan la capacidad de transducir 
células dendríticas, mejorando las respuestas inmunitarias específicas de antígeno en la vacuna aprovechando la 
reducción de la respuesta inflamatoria contra proteínas víricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasión resultante de la 
inmunidad a Ad preexistente. 50 
 
Por ejemplo, Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-
VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L pueden aumentar la capacidad de transducir células dendríticas, mejorando 
las respuestas inmunitarias específicas de antígeno en la vacuna aprovechando la reducción de la respuesta 
inflamatoria contra proteínas víricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasión resultante de la inmunidad a Ad 55 
preexistente. 
 
En diversas realizaciones, se pueden usar vacunas terapéuticas y preventivas de Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1, 
Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2B-]-
SEQ. ID. NO.: 6 para aumentar la supervivencia general (SG) de un ser humano y tienen un perfil de toxicidad dentro 60 
de los límites de seguridad técnica. Por ejemplo, se pueden usar vacunas terapéuticas y preventivas de Ad5 [E1-, 
E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 
y/o [E1-, E2b-]-L para aumentar la supervivencia general (SG) de un ser humano y tienen un perfil de toxicidad dentro 
de los límites de seguridad técnica. 
 65 
Además, en diversas realizaciones, la composición y los métodos de la divulgación conducen a respuestas clínicas, 
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tales como alteración de la progresión de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos infectados con 
Ébola. Además, en diversas realizaciones, la composición y los métodos de la invención conducen a respuestas 
clínicas, tales como alteración de la progresión de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos en riesgo 
bajo, medio y alto de infección con el Ébola. 
 5 
En algunos aspectos, la divulgación proporciona composiciones y métodos que usan vectores basados en adenovirus 
que expresan al menos un antígeno seleccionado del grupo que consiste en: un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, 
BDBV y RESTV. Por ejemplo, la divulgación proporciona composiciones y métodos que usan vectores basados en 
adenovirus que expresan al menos un antígeno seleccionado del grupo que consiste en antígenos GP, NP, VP40, 
VP35, VP30, VP24 y L. 10 
 
Además, en diversas realizaciones, la composición y los métodos de la divulgación conducen a respuestas clínicas, 
tales como alteración de la progresión de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos infectados con 
Ébola. Además, en diversas realizaciones, la composición y los métodos de la invención conducen a respuestas 
clínicas, tales como alteración de la progresión de la enfermedad o la esperanza de vida de seres humanos en riesgo 15 
bajo, medio y alto de infección con el Ébola. 
 
Vacunas contra el Ébola basadas en Ad5 
 
Los adenovirus son una familia de virus de ADN caracterizados por una cápside icosaédrica, sin envoltura, que 20 
contiene un genoma bicatenario lineal. De los Ad humanos, ninguno está asociado con ninguna enfermedad 
neoplásica y solo provocan enfermedad autolimitada, relativamente leve, en individuos inmunocompetentes. Los 
primeros genes expresados por el virus son los genes E1, que actúan para iniciar la expresión génica de alto nivel de 
los otros promotores génicos de Ad5 presentes en el genoma de tipo silvestre. La replicación de ADN vírico y el 
ensamblaje de los viriones descendientes se producen dentro del núcleo de las células infectadas y el ciclo de vida 25 
completo dura aproximadamente 36 horas con una producción de aproximadamente 104 viriones por célula. El genoma 
de Ad5 de tipo silvestre es de aproximadamente 36 kb y codifica genes que se dividen en funciones víricas tempranas 
y tardías, dependiendo de si se expresan antes o después de la replicación de ADN. La delineación temprana/tardía 
es casi absoluta, ya que se ha demostrado que la superinfección de células previamente infectadas con un Ad5 da 
como resultado falta de expresión génica tardía del virus superinfectante hasta que ha replicado su propio genoma. 30 
Sin estar limitado por la teoría, esto probablemente se deba a una activación en cis dependiente de la replicación del 
promotor tardío principal (MLP) de Ad5, que previene la expresión génica tardía (principalmente las proteínas de la 
cápside de Ad5) hasta que los genomas replicados estén presentes para ser encapsulados. La composición y los 
métodos de la invención aprovechan la característica en el desarrollo de vectores/vacunas de Ad de generación 
avanzada. 35 
 
Vectores de Ad5 
 
Se construyen vectores de adenovirus de primera generación o con supresión de E1 Ad5 [E1-] de manera que un 
transgén reemplace solo la región E1 de los genes. Normalmente, aproximadamente 90 % del genoma de Ad5 de tipo 40 
silvestre se conserva en el vector. Los vectores Ad5 [E1-] tienen una menor capacidad para replicarse y no pueden 
producir virus infeccioso después de la infección de células que no expresan los genes E1 de Ad5. Los vectores 
recombinantes Ad5 [E1-] se propagan en células humanas (normalmente células 293) permitiendo la replicación y el 
empaquetamiento del vector Ad5 [E1-]. Los vectores Ad5 [E1-] tienen varios atributos positivos; uno de los más 
importantes es su relativa facilidad para aumentar la escala y la producción de GMPc. En la actualidad, más de 220 45 
ensayos clínicos en seres humanos utilizan vectores Ad5 [E1-], habiendo recibido más de dos mil sujetos el virus sc, 
im o iv. Adicionalmente, los vectores de Ad5 no se integran; sus genomas permanecen episómicos. En general, para 
vectores que no se integran en el genoma del hospedador, el riesgo de mutagénesis por inserción y/o transmisión a 
la línea germinal es extremadamente bajo, si existe. Los vectores convencionales Ad5 [E1-] tienen una capacidad de 
carga que se aproxima a 7 kb. 50 
 
Vectores Ad5 [E1-] usados como vacuna 
 
Los vectores Ad5 [E1-] que codifican diversos antígenos pueden transducir eficazmente 95 % de CD expuestas ex 
vivo a títulos altos del vector. Cabe destacar que se observaron niveles crecientes de expresión de genes extraños en 55 
las CD con multiplicidades de infección (MOI) crecientes con el vector. Las CD infectadas con vectores Ad5 [E1-] que 
codifican diversos antígenos (incluyendo los antígenos tumorales MART-1, MAGE-A4, DF3/MUC1, p53, antígeno de 
melanoma hugp 100, antígeno T medio del virus del polioma) tienen propensión a inducir respuestas de CTL 
específicas de antígeno, tienen una capacidad mejorada de presentación de antígenos y tienen una capacidad 
mejorada para iniciar la proliferación de linfocitos T en reacciones mixtas de linfocitos. Se ha demostrado que la 60 
inmunización de animales con CD transducidas por vectores Ad5 que codifican antígenos específicos de tumor da 
como resultado niveles significativos de protección para los animales cuando se exponen a células tumorales que 
expresan el antígeno respectivo. Resulta interesante que la inyección intratumoral de Ad que codifican IL-7 fue menos 
eficaz que la inyección de CD transducidas con vectores de Ad5 que codifican IL-7 para inducir inmunidad antitumoral, 
aumentando adicionalmente el interés en la transducción ex vivo de CD por vectores de Ad5. También se han usado 65 
estrategias de transducción de CD ex vivo para intentar inducir tolerancia en hospedadores receptores, por ejemplo, 
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mediante la administración mediada por Ad5 de CTLA4Ig en CD, bloqueando interacciones de las CD CD80 con la 
molécula CD28 presente en linfocitos T. 
 
Las interacciones de la cápside del vector Ad5 con CD en sí mismas pueden desencadenar varias respuestas 
beneficiosas, que pueden aumentar la propensión de las CD a presentar antígenos codificados por vectores de Ad5. 5 
Por ejemplo, las CD inmaduras, aunque estén especializadas en la captación de antígenos, son efectores 
relativamente ineficaces de la activación de linfocitos T. La maduración de CD coincide con la mejora de la capacidad 
de las CD para impulsar la inmunidad de linfocitos T. En algunos casos, las composiciones y métodos de la invención 
aprovechan una infección por Ad5 que da como resultado inducción directa de la maduración de CD. Los estudios de 
CD inmaduras procedentes de la médula ósea de ratones sugieren que la infección por vector de Ad de CD inmaduras 10 
procedentes de la médula ósea de ratones resultantes puede regular positivamente marcadores de la superficie celular 
normalmente asociados con la maduración de CD (MHC I y II, CD40, CD80, CD86 e ICAM-1), así como regulación 
negativa de CD11c, una integrina que se sabe que está regulada negativamente en la maduración de CD mieloides. 
En algunos casos, la infección por vector de Ad desencadena la producción de IL-12 por CD, un marcador de 
maduración de CD. Sin quedar ligados a teoría alguna, estos acontecimientos pueden deberse posiblemente a la 15 
activación desencadenada por Ad5 de rutas de NF-κB. Las CD maduras se pueden transducir eficazmente mediante 
vectores de Ad y no perdieron su potencial funcional para estimular la proliferación de linfocitos T vírgenes con MOI 
menor, como lo demuestra la CD humana CD83+ madura (procedente de monocitos de sangre periférica. Sin 
embargo, las CD maduras también pueden ser menos infectables que las inmaduras. Se puede usar modificación de 
las proteínas de la cápside como estrategia para optimizar la infección de CD mediante vectores de Ad, así como 20 
potenciar la maduración funcional, por ejemplo, usando el receptor de CD40L como receptor de vector vírico, en lugar 
de usar los mecanismos normales de infección de receptor CAR. 
 
De manera más drástica, cuando el potencial de los vectores no víricos para inducir respuestas inmunitarias contra el 
VIH se comparó directamente con los sistemas de vectorización basados en Ad5, se descubrió que los sistemas 25 
basados en Ad5 eran muy superiores. Por ejemplo, en modelos de primates no expuestos a Ad5, la vacunación con 
un Ad5 [E1-] que expresa la gag del VIH fue superior en la protección de los animales de infecciones por SHIV en 
comparación con intentos similares que utilizan vacunas de ADN desnudo que expresan la gag del VIH. Por tanto, los 
vectores víricos pueden ser superiores a los enfoques de ADN desnudo. Las estrategias combinadas (basándose en 
sus experiencias clínicas con vectores desnudos de ADN-gag solos) que usan vacunas desnudas de ADN-gag como 30 
vacuna de sensibilización, seguidas de refuerzo con la vacuna de Ad5 [E1-]-gag mejoraron adicionalmente las 
respuestas de linfocitos T en ensayos en seres humanos que las observadas previamente con el vector codificante de 
ADN-gag de VIH solo. 
 
En un ensayo clínico de fase 1 reciente que evaluaba la seguridad e inmunogenicidad, 20 adultos sanos fueron 35 
vacunados una vez por vía intramuscular con una vacuna recombinante basada en Ad de chimpancé (cAd) que 
contenía el componente GP de las cepas de Zaire y Sudán del virus del Ébola (cAd-EBO). Se indujeron anticuerpos 
específicos de GP en los 20 sujetos. Los títulos de anticuerpos fueron mayores en el grupo (n=10) que recibió 2x1011 
partículas víricas (PV) en comparación con el grupo (n=10) que recibió 2x1010 PV. Se observó que las respuestas de 
anticuerpos alcanzadas estaban en el intervalo que se ha indicado que está asociado con la inmunidad protectora 40 
inducida por vacuna en estudios de exposición con primates no humanos (PNH). Las respuestas de linfocitos T 
específicos de GP también fueron más frecuentes entre los que recibieron la dosis de 2x1011 PV en comparación con 
los que recibieron la dosis de 2x1010 PV. La vacuna se toleró con seguridad y no se observaron efectos adversos 
graves. Cabe destacar que se demostró que también se indujeron anticuerpos anti-Ad de chimpancé en los sujetos y 
estos anticuerpos evitarán la vacunación adicional (refuerzo) que puede ser necesaria para mantener respuestas 45 
inmunitarias protectoras. Para evitar la exposición de refuerzo, estos investigadores proponen realizar un ensayo 
clínico adicional que evalúe la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna de cAd-EBO combinada con una vacuna de 
refuerzo compuesta por un virus vaccinia modificado recombinante Ankara (MVA) que contiene GP del virus del Ébola 
(MVA-EBO). Incluso si este enfoque tiene éxito, se debe considerar el desarrollo de anticuerpos neutralizantes tanto 
para cAd como para MVA, ya que eso podría mitigar inmunizaciones posteriores usando estas dos vacunas 50 
recombinantes. 
 
Los vectores Ad5 ofrecen una oportunidad única para permitir la transducción eficaz y de alto nivel de AE tales como 
antígenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV y RESTV, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L. Uno de los 
principales problemas a los que se enfrentan los vectores basados en Ad5 es la alta propensión a inmunidad 55 
preexistente contra Ad en la población humana y cómo esto puede impedir el uso de Ad5 [E1-] suprimido convencional 
(Ad de primera generación) en la mayoría de las poblaciones humanas, para cualquier aplicación de vacuna adicional. 
 
Vacuna de Ad5 [E1-, E2B-]-Ébola: El uso de vacunas de Ad5 [E1-, E2b-] para superar el reto de la inmunidad anti-Ad5 
preexistente 60 
 
Los estudios en seres humanos y animales han demostrado que la inmunidad preexistente contra Ad5 puede ser un 
factor inhibidor para el uso comercial de vacunas basadas en Ad. La mayoría de seres humanos tienen anticuerpos 
contra Ad5, el subtipo más ampliamente usado para vacunas humanas, teniendo dos tercios de los seres humanos 
estudiados respuestas linfoproliferativas contra Ad5. Esta inmunidad preexistente puede inhibir la inmunización o 65 
reinmunización usando vacunas de Ad5 habituales y puede impedir la inmunización de un vacunado contra un segundo 
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antígeno, usando un vector de Ad5, en un momento posterior. Superar el problema de la inmunidad anti-vector 
preexistente ha sido objeto de intensa investigación. Se han examinado investigaciones que usan subtipos de Ad5 
humanos alternativos (no basados en Ad5) o incluso formas no humanas de Ad5. Incluso si estos enfoques tienen 
éxito en una inmunización inicial, las vacunas posteriores pueden ser problemáticas debido a las respuestas 
inmunitarias al nuevo subtipo de Ad5. Para evitar la barrera de inmunización contra Ad5 y mejorar la eficacia limitada 5 
de los vectores Ad5 [E1-] de primera generación para inducir respuestas inmunitarias óptimas, diversas realizaciones 
de la invención se refieren a una plataforma de vacuna basada en el vector de Ad5 de próxima generación. La nueva 
plataforma de Ad5 tiene supresiones adicionales en la región E2b, eliminando la ADN polimerasa y los genes de 
proteínas preterminales. La plataforma Ad5 [E1-, E2b-] tiene capacidad de clonación expandida que es suficiente para 
permitir la inclusión de muchos genes posibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] tienen una capacidad de transporte de 10 
genes de hasta aproximadamente 12 kb en comparación con la capacidad de 7 kb de los vectores Ad5 [E1-], 
proporcionando espacio para múltiples genes, si es necesario. En algunas realizaciones, se introduce un inserto de 
más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 kb en un vector de Ad5, tal como el vector Ad5 [E1-, E2b-]. La supresión de la 
región E2b confiere propiedades inmunitarias ventajosas a los vectores de Ad5 de la invención, induciendo con 
frecuencia respuestas inmunitarias potentes a antígenos transgénicos diana, minimizando al mismo tiempo las 15 
respuestas inmunitarias a proteínas víricas de Ad. 
 
En diversas realizaciones, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] de la invención inducen una IMC potente, así como anticuerpos 
contra los antígenos de vacuna expresados por vector incluso en presencia de inmunidad a Ad. Los vectores Ad5 [E1-
, E2b-] también tienen reacciones adversas reducidas en comparación con los vectores Ad5 [E1-], en particular la 20 
aparición de hepatotoxicidad y daño tisular. Un aspecto clave de estos vectores de Ad5 es que la expresión de genes 
tardíos de Ad se reduce en gran medida. Por ejemplo, se pudo detectar la producción de proteínas de fibra de la 
cápside in vivo para vectores Ad5 [E1-], mientras que la expresión de fibras se eliminó de vacunas de vectores Ad5 
[E1-, E2b-]. La respuesta inmunitaria innata a Ad de tipo silvestre es compleja. Las proteínas suprimidas de los vectores 
Ad5 [E1-, E2b-] desempeñan en general un papel importante. Específicamente, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] con 25 
supresiones de proteína preterminal o ADN polimerasa presentan menor inflamación durante las primeras 24 a 72 
horas después de la inyección en comparación con los vectores Ad5 [E1-]. En diversas realizaciones, la falta de 
expresión génica de Ad5 hace que las células infectadas sean invisibles para la actividad anti-Ad y permite que las 
células infectadas expresen el transgén durante periodos de tiempo prolongados, lo que desarrolla inmunidad a la 
diana. 30 
 
Diversas realizaciones de la invención contemplan aumentar la capacidad de los vectores Ad5 [E1-, E2b-] para 
transducir células dendríticas, mejorando las respuestas inmunitarias específicas de antígeno en la vacuna 
aprovechando la reducción de la respuesta inflamatoria contra proteínas víricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasión 
resultante de la inmunidad a Ad preexistente. 35 
 
En algunos casos, esta inducción inmunitaria puede tardar meses. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] no solo son más 
seguros que, sino que parecen ser superiores a los vectores Ad5 [E1-] con respecto a la inducción de respuestas 
inmunitarias específicas de antígeno, haciéndolos mucho más adecuados como plataforma para administrar vacunas 
contra el Ébola que puedan dar como resultado una respuesta clínica. 40 
 
Diversas realizaciones de la invención, aprovechando el nuevo sistema de vector Ad5 [E1-, E2b-] en la administración 
de una necesidad largamente buscada para desarrollar una vacuna terapéutica contra el Ébola, superan barreras 
encontradas con otros sistemas Ad5 y permiten la inmunización de personas que han estado expuestas previamente 
a Ad5. 45 
 
En diversas realizaciones, las composiciones y métodos comprenden un efecto de la vacuna del Ébola de vector Ad5 
[E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. 
 
Vectores de adenovirus 50 
 
En comparación con los vectores de adenovirus de primera generación, determinadas realizaciones de los vectores 
de adenovirus con supresión de E2b de segunda generación de la presente invención contienen supresiones 
adicionales en el gen de la ADN polimerasa (pol) y supresiones de la proteína pre-terminal (pTP). Los vectores con 
supresión de E2b tienen una capacidad de transporte de genes de hasta 13 kb en comparación con la capacidad de 55 
5 a 6 kb de los vectores de adenovirus de primera generación, proporcionando fácilmente espacio para secuencias de 
ácido nucleico que codifican cualquiera de diversos antígenos diana. Los vectores de adenovirus con supresión de 
E2b también tienen menores reacciones adversas en comparación con los vectores de adenovirus de primera 
generación. Los vectores con supresión de E2b tienen menor expresión de genes víricos y esta característica conduce 
a extensión de la expresión transgénica in vivo. 60 
 
La respuesta inmunitaria innata al Ad de tipo silvestre puede ser compleja y parece que las proteínas de Ad expresadas 
a partir de vectores de adenovirus desempeñan un papel importante. Específicamente, las supresiones de proteína 
pre-terminal y ADN polimerasa en los vectores con supresión de E2b parecen reducir la inflamación durante las 
primeras 24 a 72 horas después de la inyección, mientras que los vectores de adenovirus de primera generación 65 
estimulan la inflamación durante este periodo. Además, se ha informado de que el bloque de replicación adicional 
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creado por la supresión de E2b también conduce a una reducción de 10.000 veces en la expresión de genes tardíos 
de Ad, mucho más allá de la que proporcionan las supresiones de E1, E3 solo. La disminución de los niveles de 
proteínas de Ad producidas por vectores de adenovirus con supresión de E2b reduce eficazmente el potencial 
respuestas inmunitarias competitivas, no deseables, a antígenos de Ad, respuestas que evitan el uso repetido de la 
plataforma en individuos inmunizados contra o expuestos a Ad. La reducción de la inducción de la respuesta 5 
inflamatoria por vectores con supresión de E2b de segunda generación da como resultado un mayor potencial para 
que los vectores expresen los antígenos de vacuna deseados durante la infección de células presentadoras de 
antígenos (es decir, células dendríticas), disminuyendo el potencial de competencia antigénica, lo que da como 
resultado mayor inmunización de la vacuna al antígeno deseado en relación con intentos idénticos con vectores de 
adenovirus de primera generación. Los vectores de adenovirus con supresión de E2b proporcionan un candidato a 10 
vacuna mejorado basado en Ad que es más seguro, más eficaz y más versátil que los candidatos a vacuna descritos 
anteriormente que usan vectores de adenovirus de primera generación. 
 
Por tanto, los vectores basados en adenovirus de subtipo 5 (Ad5) con supresión de E1, de primera generación, aunque 
son plataformas prometedoras para su uso como vacunas, tienen su actividad obstaculizada por anticuerpos 15 
neutralizantes específicos de Ad de origen natural o inducidos. Sin quedar ligados a teoría alguna, los vectores 
basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1 y E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este último la ADN 
polimerasa y la proteína preterminal, por ejemplo, en virtud de la disminución de la expresión de proteínas víricas de 
fase tardía, pueden evitar la eliminación inmunológica e inducen respuestas inmunitarias más potentes contra el 
transgén de antígeno codificado en hospedadores inmunes a Ad. 20 
 
La presente divulgación contempla el uso de vectores de adenovirus con supresión de E2b, tales como los descritos 
en las patentes de los Estados Unidos n.º 6.063.622; 6.451.596; 6.057.158; 6.083.750; y 8.298.549. Los vectores con 
supresiones en las regiones E2b, en muchos casos, debilitan la expresión de proteínas víricas y/o disminuyen la 
frecuencia de generación de Ad competente para replicación (RCA). La propagación de estos vectores de adenovirus 25 
con supresión de E2b se puede realizar utilizando líneas celulares que expresan los productos génicos con E2b 
suprimido. La presente divulgación también proporciona tales líneas celulares de empaquetamiento; por ejemplo E.C7 
(formalmente denominada C-7), derivada de la línea celular HEK-293. 
 
Además, los productos génicos de E2b, ADN polimerasa y proteína preterminal, pueden expresarse de manera 30 
constitutiva en E.C7 o células similares junto con los productos génicos de E1. La transferencia de segmentos génicos 
del genoma de Ad a la línea celular de producción tiene beneficios inmediatos: (1) mayor capacidad de carga; y, (2) 
disminución del potencial de generación de RCA, necesitando normalmente dos o más acontecimientos de 
recombinación independientes para generar RCA. Las líneas celulares que expresan E1, ADN polimerasa de Ad y/o 
proteínas preterminales usadas en la presente invención pueden permitir la propagación de vectores de adenovirus 35 
con una capacidad de carga cercana a 13 kb, sin la necesidad de un virus auxiliar contaminante. Además, cuando se 
eliminan genes críticos para el ciclo de vida vírico (p. ej., los genes de E2b), se produce un mayor debilitamiento de 
Ad para replicar o expresar otras proteínas génicas víricas. Esto puede disminuir el reconocimiento inmunitario de las 
células infectadas por virus y permitir periodos prolongados de expresión de transgenes extraños. 
 40 
Los vectores con supresión de E1, ADN polimerasa y proteína preterminal normalmente son incapaces de expresar 
las proteínas respectivas de las regiones E1 y E2b. Además, pueden mostrar una falta de expresión de la mayoría de 
las proteínas estructurales víricas. Por ejemplo, el promotor tardío principal (MLP) de Ad es responsable de la 
transcripción de las proteínas estructurales tardías L1 a L5. Aunque el MLP es mínimamente activo antes de la 
replicación del genoma de Ad, los genes tardíos de Ad muy tóxicos se transcriben y traducen principalmente a partir 45 
del MLP solo después de que se haya producido replicación del genoma vírico. Esta activación dependiente de cis de 
la transcripción de genes tardíos es una característica de los virus de ADN en general, tal como en el crecimiento de 
polioma y SV-40. La ADN polimerasa y las proteínas preterminales son importantes para la replicación de Ad (a 
diferencia de las proteínas E4 o proteína IX). Su supresión puede ser extremadamente perjudicial para la expresión 
de genes tardíos del vector de adenovirus y los efectos tóxicos de esa expresión en células tales como APC. 50 
 
En determinadas realizaciones, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invención 
incluyen vectores de adenovirus con supresión de E2b que tienen una supresión en la región E2b del genoma de Ad 
y, opcionalmente, la región E1. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra región del genoma de Ad 
suprimida. En otra realización, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invención incluyen 55 
vectores de adenovirus con supresión de E2b que tienen una supresión en la región E2b del genoma de Ad y, 
opcionalmente, supresiones en las regiones E1 y E3. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra región 
suprimida. En una realización adicional, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invención 
incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresión en la región E2b del genoma de Ad y, opcionalmente, 
supresiones en las regiones E1, E3 y, también opcionalmente, eliminación parcial o completa de las E4. En algunos 60 
casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. En otra realización, los vectores de adenovirus contemplados 
para su uso en la presente invención incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresión en la región E2b del 
genoma de Ad y, opcionalmente, supresiones en las regiones E1 y/o E4. En algunos casos, dichos vectores no 
contienen ninguna otra supresión. En una realización adicional, los vectores de adenovirus contemplados para su uso 
en la presente invención incluyen vectores de adenovirus que tienen una supresión en las regiones E2a, E2b y/o E4 65 
del genoma de Ad. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. En una realización, los 
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vectores de adenovirus para su uso en el presente documento comprenden vectores que tienen las funciones de E1 
y/o ADN polimerasa de la región E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. 
En una realización adicional, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las funciones 
de E1 y/o proteína preterminal de la región E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra 
supresión. En otra realización, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las funciones 5 
de E1, ADN polimerasa y/o proteína preterminal suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra 
supresión. En una realización particular, los vectores de adenovirus contemplados para su uso en el presente 
documento tienen supresión de al menos una parte de la región E2b y/o la región E1. En algunos casos, dichos 
vectores no son vectores de adenovirus "destripados". En este sentido, los vectores pueden tener supresión de las 
funciones tanto de ADN polimerasa como de proteína preterminal de la región E2b. En una realización adicional, los 10 
vectores de adenovirus contemplados para su uso en la presente invención incluyen vectores de adenovirus que tienen 
una supresión en las regiones E1, E2b y/o 100K del genoma de adenovirus. En una realización, los vectores de 
adenovirus para su uso en el presente documento comprenden vectores que tienen las funciones de E1, E2b y/o 
proteasa suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. En una realización 
adicional, los vectores de adenovirus para su uso en el presente documento tienen las regiones E1 y/o E2b suprimidas, 15 
mientras que los genes de fibras se han modificado mediante mutación u otras alteraciones (p. ej., para alterar el 
tropismo de Ad). Se puede añadir eliminación de genes de las regiones E3 o E4 a cualquiera de los vectores de 
adenovirus mencionados. En determinadas realizaciones, el vector de adenovirus puede ser un vector de adenovirus 
"destripado". 
 20 
La presente divulgación también proporciona composiciones y métodos para inmunoterapia contra el Ébola usando 
una plataforma de administración de genes víricos para inmunizar contra genes del Ébola combinada con un 
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria. Por ejemplo, se pueden usar composiciones y métodos para 
inmunoterapia contra el Ébola que usan una plataforma de administración de genes víricos para inmunizar contra 
genes del Ébola combinados con un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria, tal como un inhibidor de 25 
PD1. Estas composiciones y métodos pueden utilizar una vacuna de Ad5 [E1-, E2b-]-Ébola combinada con un 
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria, tal como un inhibidor de un inhibidor de punto de control. 
 
Las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno diana 
expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar 30 
respuestas inmunitarias contra un antígeno del Ébola, tal como un antígeno del Ébola expresado o presentado por 
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria 
contra un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L o cualquier 
combinación de los mismos, expresado o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos 
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de EBOV expresado y/o presentado por 35 
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria 
contra un antígeno de SUDV expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos 
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de TAFV expresado y/o presentado por 
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria 
contra un antígeno de BDBV expresado y/o presentado por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos 40 
se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de RESTV expresado y/o presentado por 
una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria 
contra GP expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar 
para generar una respuesta inmunitaria contra NP expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las 
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP40 expresada y/o 45 
presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta 
inmunitaria contra VP35 expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se 
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 expresada y/o presentada por una célula. Por 
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP24 
expresada y/o presentada por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar 50 
una respuesta inmunitaria contra L expresada y/o presentada por una célula. 
 
Las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra múltiples antígenos 
diana expresados y/o presentados por una célula. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para 
generar una respuesta inmunitaria contra dos o más antígenos de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tales como 55 
dos o más de antígenos GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se 
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de EBOV y un antígeno de SUDV. Por 
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno 
de TAFV y un antígeno de BDBV. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una 
respuesta inmunitaria contra un antígeno de RESTV y un antígeno de EBOV. Por ejemplo, las composiciones y los 60 
métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y NP. Por ejemplo, las composiciones y 
los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP40. Por ejemplo, las 
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP35. Por ejemplo, 
las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP30. Por 
ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y VP24. 65 
Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra GP y L. 
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Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra NP y 
VP40. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra 
NP y VP35. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria 
contra NP y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta 
inmunitaria contra NP y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una 5 
respuesta inmunitaria contra NP y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una 
respuesta inmunitaria contra VP40 y VP35. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para generar 
una respuesta inmunitaria contra VP40 y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar para 
generar una respuesta inmunitaria contra VP40 y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden usar 
para generar una respuesta inmunitaria contra VP40 y L. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se pueden 10 
usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y VP30. Por ejemplo, las composiciones y los métodos se 
pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y VP24. Por ejemplo, las composiciones y los 
métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP35 y L. Por ejemplo, las composiciones y 
los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 y VP24. Por ejemplo, las 
composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP30 y L. Por ejemplo, 15 
las composiciones y los métodos se pueden usar para generar una respuesta inmunitaria contra VP24 y L. 
 
Un forma modificada de un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, 
VP24 o L se puede usar en una vacuna dirigida a aumentar una respuesta inmunitaria contra un antígeno de EBOV, 
SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L; o células que expresan y/o presentan 20 
un antígeno de EBOV, SUDV, TAFV, BDBV o RESTV, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L. Normalmente, 
las variantes polinucleotídicas contendrán una o más sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones, 
preferentemente de modo que la inmunogenicidad del epítopo del polipéptido codificado por el polinucleótido variante 
o de modo que la inmunogenicidad de la proteína diana heteróloga no disminuya sustancialmente en relación con un 
polipéptido codificado por la secuencia polinucleotídica nativa. En algunos casos, dichas una o más sustituciones, 25 
adiciones, supresiones y/o inserciones pueden dar como resultado un aumento de la inmunogenicidad del epítopo del 
polipéptido codificado por el polinucleótido variante. Como se describe en otra parte en el presente documento, las 
variantes polinucleotídicas pueden codificar una variante del antígeno diana o un fragmento (p. ej., un epítopo) del 
mismo en donde la propensión del polipéptido o fragmento variante (p. ej., epítopo) del mismo para reaccionar con 
antisueros específicos de antígeno y/o líneas o clones de linfocitos T no disminuye sustancialmente en relación con el 30 
polipéptido nativo. Las variantes polinucleotídicas pueden codificar una variante del antígeno diana o un fragmento del 
mismo en donde la propensión del polipéptido variante o fragmento del mismo a reaccionar con antisueros específicos 
de antígeno y/o líneas o clones de linfocitos T aumenta sustancialmente en relación con el polipéptido nativo. 
 
En particular, la presente invención proporciona una vacuna basada en Ad mejorada de modo que se pueden lograr 35 
múltiples vacunas contra una o más entidades diana antigénicas. En algunas realizaciones, la vacuna basada en Ad 
mejorada comprende un adenovirus defectuoso en replicación que porta un antígeno diana, un fragmento, una variante 
o un fragmento de variante del mismo, tal como Ad5 [E1-, E2b-]-EBOV. Pueden seleccionarse variantes o fragmentos 
de antígenos diana, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, en función de diversos factores, incluyendo 
potencial inmunogénico. Puede utilizarse un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L mutante por su mayor capacidad 40 
para elevar una respuesta inmunitaria en relación con el GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L de tipo silvestre, 
respectivamente. Cabe destacar que la vacunación puede realizarse en presencia de inmunidad preexistente al Ad o 
administrarse a sujetos previamente inmunizados múltiples veces con el vector de Ad de la presente invención u otros 
vectores de Ad. Los vectores de Ad pueden administrarse a los sujetos múltiples veces para inducir una respuesta 
inmunitaria contra un antígeno de interés, tal como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, incluyendo, pero sin 45 
limitación, la producción de anticuerpos y respuestas de IMC contra uno o más antígenos diana. En realizaciones 
particulares, las variantes o fragmentos de antígenos diana se modifican de modo que tengan una o más actividades 
biológicas reducidas. Por ejemplo, un antígeno diana de proteína del Ébola puede modificarse para reducir o eliminar 
la actividad vírica de la proteína o una proteína vírica puede modificarse para reducir o eliminar una o más actividades 
o la proteína vírica. Un ejemplo de una proteína del Ébola modificada es una GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, 50 
que tiene una mutación puntual que da como resultado una proteína variante, tal como una proteína variante con 
mayor inmunogenicidad. 
 
Para expresar un polipéptido de antígeno diana deseado o fragmento o variante del mismo, o proteína de fusión que 
comprende cualquiera de los anteriores, como se describe en el presente documento, las secuencias de nucleótidos 55 
que codifican el polipéptido, o equivalentes funcionales, se insertan en un Ad adecuado como se describe en otra parte 
en el presente documento usando técnicas recombinantes conocidas en este campo. 
 
COMPOSICIONES 
 60 
Vectores víricos para inmunoterapias y vacunas contra el Ébola 
 
Los vectores víricos recombinantes pueden usarse para expresar genes o antígenos que codifican proteínas (p. ej., 
AE). Las ventajas de las vacunas y la inmunoterapia basadas en vectores víricos recombinantes incluyen transducción 
génica de alta eficacia, administración muy específica de genes a las células diana, inducción de respuestas 65 
inmunitarias robustas y aumento de la inmunidad celular. La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus 
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recombinantes que comprenden supresiones o inserciones de regiones cruciales del genoma vírico. Los vectores 
víricos proporcionados por la presente divulgación pueden comprender secuencias de ácido nucleico heterólogo que 
codifican uno o más antígenos diana de interés, o variantes, fragmentos o fusiones de los mismos, contra los que se 
desea generar una respuesta inmunitaria. 
 5 
Los vectores víricos adecuados que pueden usarse con los métodos y composiciones de la presente divulgación 
incluyen, pero sin limitación, retrovirus, lentivirus, provirus, virus vaccinia, adenovirus, virus adenoasociados, virus 
adenoasociados autocomplementarios, citomegalovirus o virus de Sendai. En algunas realizaciones, el vector vírico 
puede ser competente en replicación. En algunas realizaciones, el vector vírico puede ser defectuoso en replicación. 
Para vectores víricos defectuosos en replicación, el genoma de los virus puede tener las regiones codificantes 10 
necesarias para ciclos adicionales de replicación y empaquetamiento reemplazadas por otros genes o suprimidas. 
Estos virus son capaces de infectar sus células diana y suministrar su carga vírica, pero después no consiguen 
continuar la ruta lítica normal que conduce a lisis celular y muerte. Dependiendo del vector vírico, la longitud máxima 
normal de un inserto de ADN o ADNc permisible en un vector vírico defectuoso en replicación puede ser de 
aproximadamente 8-10 kilobases (kb). 15 
 
Se han usado retrovirus para expresar antígenos, tales como un virus de ARN monocatenario con envoltura que 
contiene transcriptasa inversa. Los vectores de retrovirus pueden ser defectuosos en replicación. Los vectores de 
retrovirus pueden ser de origen murino o aviar. Los vectores de retrovirus pueden ser del virus de la leucemia murina 
de Moloney (MoMLV). Se pueden usar vectores de retrovirus que requieren integración del genoma para expresión 20 
génica. Se pueden usar vectores de retrovirus para proporcionar expresión génica a largo plazo. Por ejemplo, los 
vectores de retrovirus pueden tener un tamaño de genoma de aproximadamente 7-11 kb y el vector puede albergar 
insertos de ADN extraño de 7-8 kb de longitud. Se pueden usar vectores de retrovirus para presentar baja 
inmunogenicidad y la mayoría de los pacientes no muestran inmunidad preexistente a vectores retrovíricos. Se pueden 
usar vectores de retrovirus para infectar células en división. Se pueden usar vectores de retrovirus para no infectar 25 
células que no se dividen. 
 
Se han usado vectores de lentivirus para expresar antígenos. Los lentivirus constituyen una subclase de retrovirus. Se 
pueden usar vectores de lentivirus para infectar células que no se dividen. Se pueden usar vectores de lentivirus para 
infectar células en división. Se pueden usar vectores de lentivirus para infectar tanto células que no se dividen como 30 
en división. Los lentivirus presentan en general tropismo más amplio que los retrovirus. Varias proteínas tales como 
tat y rev regulan la replicación de los lentivirus. Estas proteínas reguladoras normalmente están ausentes en los 
retrovirus. El VIH es un lentivirus ilustrativo que se puede introducir por ingeniería genética en un vector de 
administración transgénica. Las ventajas de los vectores de lentivirus son similares a las de los vectores retrovíricos. 
Aunque los lentivirus pueden desencadenar potencialmente tumorigénesis, el riesgo es menor que el de los vectores 35 
retrovíricos, ya que los sitios de integración de los lentivirus están lejos de los sitios que albergan promotores celulares. 
Se pueden generar vectores basados en el VIH, por ejemplo, suprimiendo la envoltura vírica del VIH y algunos de los 
genes reguladores no necesarios durante la producción del vector. En lugar de la envoltura precursora, se generan 
varios vectores de envoltura quiméricos o modificados porque determina la especificidad celular y tisular. 
 40 
Se han usado vectores de citomegalovirus (CMV) para expresar antígenos. El CMV es un miembro de los herpesvirus. 
Se pueden usar CMV específicos de especie (p. ej., CMV humano (HCMV), p. ej., herpesvirus humano de tipo 5. El 
HCMV contiene un genoma de ADN lineal bicatenario de 235 kb rodeado por una cápside. La envoltura contiene 
glucoproteínas gB y gH, que se unen con receptores celulares. 
 45 
Se han usado vectores del virus de Sendai (SeV) para expresar antígenos. SeV es un virus de ARN monocatenario 
con envoltura de la familia Paramyxovirus. El genoma de SeV codifica seis proteínas y dos glucoproteínas de la 
envoltura, proteínas HN y F, que median en la entrada celular y determinan su tropismo. Se pueden usar vectores de 
SeV que carecen de proteína F como virus defectuoso en replicación para mejorar la seguridad del vector. Puede 
usarse vector de SeV producido en una célula de empaquetamiento para expresar la proteína F. Un genoma con 50 
supresión del gen F e inserción de transgén puede transfectarse en una célula de empaquetamiento. SeV contiene 
ARN polimerasa dependiente de ARN y el genoma vírico se localiza en el citoplasma. Esto asegura que se produzca 
expresión génica rápida poco después de la infección y la ventaja genotóxica de SeV. Se pueden usar vectores de 
SeV para presentar transferencia de genes muy eficaz. Se pueden usar vectores de SeV para transducir células tanto 
en división como que no se dividen. Se pueden usar vectores de SeV para transducir células que no se dividen. Se 55 
pueden usar vectores de SeV para transducir células en división. Se pueden usar vectores de SeV, por ejemplo, para 
transducir eficazmente células epiteliales de las vías respiratorias humanas. Los vectores de SeV pueden 
administrarse, por ejemplo, por una vía mucosa (p. ej., oral y nasal). La administración intranasal puede usarse para 
reducir potencialmente la influencia de una inmunidad preexistente a SeV, en comparación con la administración 
intramuscular. En comparación con otros vectores víricos, su capacidad transgénica (3,4 kb) es baja. SeV es muy 60 
homólogo del virus paragripal humano de tipo 1 (hPIV-1); por tanto, una inmunidad preexistente contra hPIV-1 puede 
actuar en contra del uso de SeV. 
 
Vectores de adenovirus 
 65 
En general, los adenovirus son atractivos para la clínica porque pueden tener un tropismo amplio, pueden infectar 
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diversos tipos de células en división y que no se dividen y pueden usarse de manera sistémica y también a través de 
superficies mucosas más selectivas en un cuerpo de mamífero. Además, su termoestabilidad relativa facilita 
adicionalmente su uso clínico. Los adenovirus son una familia de virus de ADN caracterizados por una cápside 
icosaédrica, sin envoltura, que contiene un genoma bicatenario lineal. En general, los adenovirus se encuentran como 
virus sin envoltura que comprenden genoma de ADN bicatenario con un tamaño aproximado de 30-35 kilobases. De 5 
los Ad humanos, ninguno está asociado con ninguna enfermedad neoplásica y solo provocan enfermedad 
autolimitada, relativamente leve, en individuos inmunocompetentes. Los primeros genes expresados por el virus son 
los genes E1, que actúan para iniciar la expresión génica de alto nivel de los otros promotores génicos de Ad5 
presentes en el genoma de tipo silvestre. La replicación de ADN vírico y el ensamblaje de los viriones descendientes 
se producen dentro del núcleo de las células infectadas y el ciclo de vida completo dura aproximadamente 36 horas 10 
con una producción de aproximadamente 104 viriones por célula. El genoma de Ad5 de tipo silvestre es de 
aproximadamente 36 kb y codifica genes que se dividen en funciones víricas tempranas y tardías, dependiendo de si 
se expresan antes o después de la replicación de ADN. La delineación temprana/tardía es casi absoluta, ya que se ha 
demostrado que la superinfección de células previamente infectadas con un Ad5 da como resultado falta de expresión 
génica tardía del virus superinfectante hasta que ha replicado su propio genoma. Sin estar limitado por la teoría, esto 15 
probablemente se deba a una activación en cis dependiente de la replicación del promotor tardío principal (MLP) de 
Ad5, que previene la expresión génica tardía (principalmente las proteínas de la cápside de Ad5) hasta que los 
genomas replicados estén presentes para ser encapsulados. La composición y los métodos de la invención 
aprovechan la característica en el desarrollo de vectores/vacunas de Ad de generación avanzada. El genoma lineal 
del adenovirus está flanqueado en general por dos orígenes para replicación de ADN (ITR) y tiene ocho unidades para 20 
transcripción mediada por ARN polimerasa II. El genoma porta cinco unidades tempranas E1A, E1B, E2, E3, E4 y E5, 
dos unidades que se expresan con retardo después del inicio de la replicación vírica (IX y IVa2), y una unidad tardía 
(L) que se subdivide en L1-L5. Algunos adenovirus pueden codificar además una o dos especies de ARN denominado 
ARN asociado a virus (VA). 
 25 
Se proporcionan adenovirus que inducen respuestas inmunitarias innatas y adaptativas en pacientes humanos. Por 
supresión o inserción de regiones cruciales del genoma vírico, se proporcionan vectores recombinantes que se han 
modificado por ingeniería genética para aumentar su previsibilidad y reducir los efectos secundarios no deseados. En 
algunos aspectos, la invención proporciona un vector de adenovirus que comprende la supresión o inserción del 
genoma seleccionado del grupo que consiste en: E1A, E1B, E2, E3, E4, E5, IX, IVa2, L1, L2, L3, L4 y L5, y cualquier 30 
combinación de los mismos. 
 
La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes que comprenden una cápside alterada. 
En general, la cápside de un adenovirus comprende principalmente 20 facetas triangulares de un icosaedro, cada 
icosaedro contiene 12 copias de trímeros de hexones. Además, también hay otras varias proteínas de la cápside 35 
menores adicionales, IIIa, VI, VIII y IX. 
 
La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes que comprenden una o más proteínas de 
fibra alteradas. En general, las proteínas de fibra, que también forman trímeros, se insertan en los 12 vértices en las 
bases pentaméricas de pentones. La fibra puede comprender una cola N-terminal delgada, un eje y un dominio de 40 
botón. El eje puede comprender un número variable de repeticiones de cadena β. El botón puede comprender uno o 
más bucles A, B, C, D, E, F, G, H, I, J. Los bucles de los botones de fibra pueden unirse con receptores celulares. La 
presente divulgación proporciona vectores de adenovirus para usar en sistemas de vacunas para el tratamiento del 
Ébola. 
 45 
Los adenovirus adecuados que se pueden usar con los presentes métodos y composiciones de la divulgación incluyen, 
pero sin limitación, adenovirus específicos de especie, incluyendo los subgrupos humanos A, B1, B2, C, D, E y F o 
sus regiones genómicas cruciales según lo proporcionado en el presente documento, pudiendo dichos subgrupos 
clasificarse adicionalmente en serotipos inmunológicamente distintos. Además, los adenovirus adecuados que pueden 
usarse con los presentes métodos y composiciones de la divulgación incluyen, pero sin limitación, adenovirus 50 
específico de especie o sus regiones genómicas cruciales identificadas a partir de primates, bovinos, aves, reptiles o 
ranas. 
 
Algunos serotipos de adenovirus se dirigen preferentemente a órganos definidos. Serotipos tales como AdHu1, AdHu2 
y AdHu5 (subgénero C), generalmente efectúan la infección respiratoria superior, mientras que los subgéneros A y F 55 
afectan a órganos gastrointestinales. La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes para 
usar preferentemente en la dirección a órganos definidos para el tratamiento del Ébola. En algunas aplicaciones, el 
vector de adenovirus recombinante se altera para reducir el tropismo a un órgano específico en un mamífero. En 
algunas aplicaciones, el vector de adenovirus recombinante se altera para aumentar el tropismo a un órgano específico 
en un mamífero. 60 
 
El tropismo de un adenovirus se puede determinar mediante su capacidad para unirse con receptores de células 
hospedadoras. En algunos casos, el proceso de unión a células hospedadoras puede implicar la unión inicial del 
dominio de botón distante de la fibra con una molécula de la superficie de la célula hospedadora seguida de la unión 
del motivo de RGD dentro de la base de pentones con integrinas αV. La presente divulgación proporciona vectores de 65 
adenovirus recombinantes con tropismo alterado de modo que puedan modificarse por ingeniería genética para 

E16735409
03-06-2020ES 2 795 833 T3

 



24 

infectar tipos celulares específicos de un hospedador. La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus 
recombinantes con tropismo alterado para el tratamiento de infecciones por Ébola específicas de células. La presente 
divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes con botón de fibra alterada de uno o más adenovirus 
de subgrupos A, B, C, D o F, o una combinación de los mismos o la inserción de secuencias de RGD. En algunas 
aplicaciones, los vectores de adenovirus recombinantes que comprenden un botón de fibra alterado dan como 5 
resultado un vector con tropismo reducido para uno o más tipos celulares particulares. En algunas aplicaciones, los 
vectores de adenovirus recombinantes que comprenden un botón de fibra alterado dan como resultado un vector con 
tropismo mejorado para uno o más tipos celulares particulares. En algunas aplicaciones, los vectores de adenovirus 
recombinantes que comprenden un botón de fibra alterado dan como resultado un vector con respuestas de linfocitos 
B o T específicas de producto reducidas. En algunas aplicaciones, los vectores de adenovirus recombinantes que 10 
comprenden un botón de fibra alterado dan como resultado un vector con respuestas de linfocitos B o T específicas 
de producto mejoradas. 
 
La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes que están recubiertos con otras moléculas 
para evitar los efectos de los anticuerpos neutralizantes de virus o mejorar la transducción en una célula hospedadora. 15 
La presente divulgación proporciona vectores de adenovirus recombinantes que están recubiertos con una molécula 
adaptadora que ayuda en la unión del vector con un receptor de células hospedadoras. A modo de ejemplo, un vector 
de adenovirus puede recubrirse con una molécula adaptadora que conecta el receptor de Ad de coxsackie (CAR) con 
CD40L, lo que da como resultado mayor transducción de células dendríticas, mejorando de este modo las respuestas 
inmunitarias en un sujeto. La presente divulgación también incluye otros vectores de adenovirus diseñados de manera 20 
similar para mejorar la unión con otros tipos celulares diana. 
 
Vectores de Ad5 
 
Los estudios en seres humanos y animales han demostrado que la inmunidad preexistente contra Ad5 puede ser un 25 
factor inhibidor para el uso comercial de vacunas basadas en Ad. La mayoría de seres humanos tienen anticuerpos 
contra Ad5, el subtipo más ampliamente usado para vacunas humanas, teniendo dos tercios de los seres humanos 
estudiados respuestas linfoproliferativas contra Ad5. Esta inmunidad preexistente puede inhibir la inmunización o 
reinmunización usando vacunas de Ad5 habituales y puede impedir la inmunización de una vacuna contra un segundo 
antígeno, usando un vector de Ad5, en un momento posterior. Superar el problema de la inmunidad anti-vector 30 
preexistente ha sido objeto de intensa investigación. Se han examinado investigaciones que usan subtipos de Ad5 
humanos alternativos (no basados en Ad5) o incluso formas no humanas de Ad5. Incluso si estos enfoques tienen 
éxito en una inmunización inicial, las vacunas posteriores pueden ser problemáticas debido a las respuestas 
inmunitarias al nuevo subtipo de Ad5. Para evitar la barrera de inmunización contra Ad5 y mejorar la eficacia limitada 
de los vectores Ad5 [E1-] de primera generación para inducir respuestas inmunitarias óptimas, diversas realizaciones 35 
de la invención se refieren a una plataforma de vacuna basada en el vector de Ad5 de próxima generación. 
 
Se construyen vectores de adenovirus de primera generación o con supresión de E1 Ad5 [E1-] de manera que un 
transgén reemplace solo la región E1 de los genes. Normalmente, aproximadamente 90 % del genoma de Ad5 de tipo 
silvestre se conserva en el vector. Los vectores Ad5 [E1-] tienen una menor capacidad para replicarse y no pueden 40 
producir virus infeccioso después de la infección de células que no expresan los genes E1 de Ad5. Los vectores 
recombinantes Ad5 [E1-] se propagan en células humanas (p. ej., células 293) permitiendo la replicación y el 
empaquetamiento del vector Ad5 [E1-]. Los vectores Ad5 [E1-] tienen varios atributos positivos; uno de los más 
importantes es su relativa facilidad para aumentar la escala y la producción de GMPc. En la actualidad, más de 220 
ensayos clínicos en seres humanos utilizan vectores Ad5 [E1-], habiendo recibido más de dos mil sujetos el virus sc, 45 
im o iv. Adicionalmente, los vectores de Ad5 no se integran; sus genomas permanecen episómicos. En general, para 
vectores que no se integran en el genoma del hospedador, el riesgo de mutagénesis por inserción y/o transmisión a 
la línea germinal es extremadamente bajo, si existe. Los vectores convencionales Ad5 [E1-] tienen una capacidad de 
carga que se aproxima a 7 kb. 
 50 
Los vectores basados en Ad5 con supresiones de las regiones E1 y E2b (Ad5 [E1-, E2b-]), codificando este último la 
ADN polimerasa y la proteína preterminal, en virtud de la disminución de la expresión de proteínas víricas de fase 
tardía, brindan la oportunidad de evitar la eliminación inmunológica e inducen respuestas inmunitarias más potentes 
contra el transgén de antígeno del Ébola codificado en hospedadores inmunes a Ad. La nueva plataforma de Ad5 tiene 
supresiones adicionales en la región E2b, eliminando la ADN polimerasa y los genes de proteínas preterminales. La 55 
plataforma Ad5 [E1-, E2b-] tiene capacidad de clonación expandida que es suficiente para permitir la inclusión de 
muchos genes posibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] tienen una capacidad de transporte de genes de hasta 
aproximadamente 12 kb en comparación con la capacidad de 7 kb de los vectores Ad5 [E1-], proporcionando espacio 
para múltiples genes, si es necesario. En algunas realizaciones, se introduce un inserto de más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 u 11 kb en un vector de Ad5, tal como el vector Ad5 [E1-, E2b-]. La supresión de la región E2b confiere 60 
propiedades inmunitarias ventajosas a los vectores de Ad5 de la invención, induciendo con frecuencia respuestas 
inmunitarias potentes a antígenos transgénicos diana, minimizando al mismo tiempo las respuestas inmunitarias a 
proteínas víricas de Ad. 
 
En diversas realizaciones, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] de la invención inducen una IMC potente, así como anticuerpos 65 
contra los antígenos de vacuna expresados por vector incluso en presencia de inmunidad a Ad. Los vectores Ad5 [E1-
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, E2b-] también tienen reacciones adversas reducidas en comparación con los vectores Ad5 [E1-], en particular la 
aparición de hepatotoxicidad y daño tisular. Un aspecto clave de estos vectores de Ad5 es que la expresión de genes 
tardíos de Ad se reduce en gran medida. Por ejemplo, se pudo detectar la producción de proteínas de fibra de la 
cápside in vivo para vectores Ad5 [E1-], mientras que la expresión de fibras se eliminó de vacunas de vectores Ad5 
[E1-, E2b-]. La respuesta inmunitaria innata a Ad de tipo silvestre es compleja. Las proteínas suprimidas de los vectores 5 
Ad5 [E1-, E2b-] desempeñan en general un papel importante. Específicamente, los vectores Ad5 [E1-, E2b-] con 
supresiones de proteína preterminal o ADN polimerasa presentan menor inflamación durante las primeras 24 a 72 
horas después de la inyección en comparación con los vectores Ad5 [E1-]. En diversas realizaciones, la falta de 
expresión génica de Ad5 hace que las células infectadas sean invisibles para la actividad anti-Ad y permite que las 
células infectadas expresen el transgén durante periodos de tiempo prolongados, lo que desarrolla inmunidad a la 10 
diana. 
 
Diversas realizaciones de la invención contemplan aumentar la capacidad de los vectores Ad5 [E1-, E2b-] para 
transducir células dendríticas, mejorando las respuestas inmunitarias específicas de antígeno en la vacuna 
aprovechando la reducción de la respuesta inflamatoria contra proteínas víricas del vector Ad5 [E1-, E2b-] y la evasión 15 
resultante de la inmunidad a Ad preexistente. 
 
Vector de Ad5 defectuoso en replicación 
 
Los intentos de superar la inmunidad anti-Ad han incluido el uso de serotipos de Ad alternativos y/o alternancias en la 20 
proteína de la cápside vírica de Ad5, cada uno con éxito limitado y el potencial de alterar significativamente la 
biodistribución de las vacunas resultantes. Por lo tanto, se intentó un enfoque completamente novedoso reduciendo 
adicionalmente la expresión de proteínas víricas de los vectores Ad5 con supresión de E1, proteínas que se sabe que 
son dianas de inmunidad a Ad preexistente. Específicamente, se ha descrito una plataforma de Ad5 recombinante 
novedosa con supresiones en la región de gen temprano 1 (E1) y supresiones adicionales en la región de gen 25 
temprano 2b (E2b) (Ad5 [E1-, E2b-]). La supresión de la región E2b (que codifica ADN polimerasa y la proteína pre-
terminal) da como resultado disminución de la replicación de ADN vírico y expresión de proteína vírica de fase tardía. 
Esta plataforma vectorial se puede usar para inducir respuestas de IMC en modelos animales de infección por el Ébola 
y, lo que es más importante, esta plataforma recombinante de administración de gen de Ad5 supera la barrera de la 
inmunidad a Ad5 y puede usarse en el establecimiento de inmunidad a Ad preexistente y/o inducida por vector, 30 
permitiendo de este modo múltiples administraciones homólogas de la vacuna. En realizaciones particulares, la 
presente invención se refiere a un vector de adenovirus defectuoso en replicación del serotipo 5 que comprende una 
secuencia que codifica un polipéptido inmunogénico. El polipéptido inmunogénico puede ser un mutante, variante 
natural o un fragmento de la misma. 
 35 
En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una secuencia modificada 
que codifica un polipéptido con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de 
identidad con un polipéptido inmunogénico de tipo silvestre o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el 
vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una secuencia modificada que codifica una subunidad de 
un polipéptido de tipo silvestre. Las composiciones y los métodos de la invención, en algunas realizaciones, se refieren 40 
a un vector procedente de adenovirus que comprende al menos 60 % de identidad de secuencia con las SEQ. ID. 
NO.: 1, 2, 4, 5 o 6. 
 
En algunas realizaciones, un vector procedente de adenovirus, opcionalmente relacionado con un adenovirus 
defectuoso en replicación, comprende una secuencia con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 45 
99,5 %, 99,8 %, 99,9 % de identidad con las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 o 6 o una secuencia generada a partir de la SEQ. 
ID. NO.:3 por reemplazos de codones alternativos. En diversas realizaciones, los vectores procedentes de adenovirus 
descritos en el presente documento tienen una supresión en la región E2b y, opcionalmente, en la región E1, 
confiriendo la supresión diversas ventajas al uso de los vectores en inmunoterapia como se describe en el presente 
documento. 50 
 
Determinadas regiones dentro del genoma de adenovirus cumplen funciones esenciales y puede ser necesario que 
estén sustancialmente conservadas cuando se construyen los vectores de adenovirus defectuosos en replicación de 
la invención. Estas regiones se describen adicionalmente en Lauer et al., J. Gen. Virol., 85, 2615-25 (2004), Leza et 
al., J. Virol., pág. 3003-13 (1988) y Miralles et al., J. Bio Chem., vol. 264, n.º 18, pág. 10763-72 (1983). Los vectores 55 
de ácido nucleico recombinante que comprenden una secuencia con valores de identidad de al menos 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,8 %, 99,9 % con una parte de las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 o 6, tal como una 
parte que comprende al menos aproximadamente 100, 250, 500, 1000 o más bases de las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 o 
6 están dentro de los límites de la invención. 
 60 
La presente invención contempla el uso de vectores de adenovirus con supresión de E2b, tales como los descritos en 
las patentes de los Estados Unidos n.º 6.063.622; 6.451.596; 6.057.158; 6.083.750; y 8.298.549. Los vectores con 
supresiones en las regiones E2b, en muchos casos, debilitan la expresión de proteínas víricas y/o disminuyen la 
frecuencia de generación de Ad competente para replicación (RCA). La propagación de estos vectores de adenovirus 
con supresión de E2b se puede realizar utilizando líneas celulares que expresan los productos génicos con E2b 65 
suprimido. Dichas líneas celulares de empaquetamiento se proporcionan en el presente documento; p. ej., E.C7 
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(formalmente denominada C-7), derivada de la línea celular HEK-293. 
 
Además, los productos génicos de E2b, ADN polimerasa y proteína preterminal, pueden expresarse de manera 
constitutiva en E.C7 o células similares junto con los productos génicos de E1. La transferencia de segmentos génicos 
del genoma de Ad a la línea celular de producción tiene beneficios inmediatos: (1) mayor capacidad de carga; y, (2) 5 
disminución del potencial de generación de RCA, necesitando normalmente dos o más acontecimientos de 
recombinación independientes para generar RCA. Las líneas celulares que expresan E1, ADN polimerasa de Ad y/o 
proteínas preterminales usadas en la presente invención pueden permitir la propagación de vectores de adenovirus 
con una capacidad de carga cercana a 13 kb, sin la necesidad de un virus auxiliar contaminante. Además, cuando se 
eliminan genes críticos para el ciclo de vida vírico (p. ej., los genes de E2b), se produce un mayor debilitamiento de 10 
Ad para replicar o expresar otras proteínas génicas víricas. Esto puede disminuir el reconocimiento inmunitario de las 
células infectadas y extender las duraciones de expresión de transgenes extraños. 
 
Los vectores con supresión de E1, ADN polimerasa y proteína preterminal normalmente son incapaces de expresar 
las proteínas respectivas de las regiones E1 y E2b. Además, pueden mostrar una falta de expresión de la mayoría de 15 
las proteínas estructurales víricas. Por ejemplo, el promotor tardío principal (MLP) de Ad es responsable de la 
transcripción de las proteínas estructurales tardías L1 a L5. Aunque el MLP es mínimamente activo antes de la 
replicación del genoma de Ad, los genes tardíos de Ad muy tóxicos se transcriben y traducen principalmente a partir 
del MLP solo después de que se haya producido replicación del genoma vírico. Esta activación dependiente de cis de 
la transcripción de genes tardíos es una característica de los virus de ADN en general, tal como en el crecimiento de 20 
polioma y SV-40. La ADN polimerasa y las proteínas preterminales son importantes para la replicación de Ad (a 
diferencia de las proteínas E4 o proteína IX). Su supresión puede ser extremadamente perjudicial para la expresión 
de genes tardíos del vector de adenovirus y los efectos tóxicos de esa expresión en células tales como APC. 
 
Los vectores de adenovirus pueden incluir una supresión en la región E2b del genoma de Ad y, opcionalmente, la 25 
región E1. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra región del genoma de Ad suprimida. Los vectores 
de adenovirus pueden incluir una supresión en la región E2b del genoma de Ad y supresiones en las regiones E1 y 
E3. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra región suprimida. Los vectores de adenovirus pueden 
incluir una supresión en la región E2b del genoma de Ad y supresiones en las E1, E3 y eliminación parcial o completa 
de las regiones E4. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. Los vectores de adenovirus 30 
pueden incluir una supresión en la región E2b del genoma de Ad y supresiones en las regiones E1 y/o E4. En algunos 
casos, dichos vectores no contienen ninguna otra supresión. Los vectores de adenovirus pueden incluir una supresión 
en las regiones E2a, E2b y/o E4 del genoma de Ad. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra 
supresión. Los vectores de adenovirus pueden tener las funciones de E1 y/o ADN polimerasa de la región E2b 
suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. Los vectores de adenovirus pueden 35 
tener las funciones de E1 y/o la proteína preterminal de la región E2b suprimidas. En algunos casos, dichos vectores 
no tienen ninguna otra supresión. Los vectores de adenovirus pueden tener las funciones de E1, ADN polimerasa y/o 
la proteína preterminal suprimidas. En algunos casos, dichos vectores no tienen ninguna otra supresión. Los vectores 
de adenovirus pueden tener al menos una parte de la región E2b y/o la región E1. En algunos casos, dichos vectores 
no son vectores de adenovirus destripados. En este sentido, los vectores pueden tener supresión de las funciones 40 
tanto de ADN polimerasa como de proteína preterminal de la región E2b. Los vectores de adenovirus pueden tener 
una supresión en las regiones E1, E2b y/o 100K del genoma de adenovirus. Los vectores de adenovirus pueden 
comprender vectores que tienen las funciones de E1, E2b y/o proteasa suprimidas. En algunos casos, dichos vectores 
no tienen ninguna otra supresión. Los vectores de adenovirus pueden tener las regiones E1 y/o E2b suprimidas, 
mientras que los genes de fibras se han modificado mediante mutación u otras alteraciones (por ejemplo, para alterar 45 
el tropismo de Ad). Se puede añadir eliminación de genes de las regiones E3 o E4 a cualquiera de los vectores de 
adenovirus mencionados. En determinadas realizaciones, el vector de adenovirus puede ser un vector de adenovirus 
destripado. 
 
Se pueden suprimir otras regiones del genoma de Ad. Una "supresión" en una región particular del genoma de Ad se 50 
refiere a una secuencia de ADN específica que está mutada o eliminada de tal manera que se evite la expresión y/o 
función de al menos un producto génico codificado por esa región (p. ej., funciones de E2b de la ADN polimerasa o 
función de la proteína preterminal). Las supresiones abarcan supresiones dentro de exones que codifican partes de 
proteínas, así como supresiones dentro de secuencias promotoras y líderes. Una supresión dentro de una región 
particular se refiere a una supresión de al menos un par de bases dentro de esa región del genoma de Ad. Se pueden 55 
suprimir más de un par de bases. Por ejemplo, al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o 150 
pares de bases se pueden suprimir de una región particular. La supresión puede ser de más de 150, 160, 170, 180, 
190, 200, 250 o 300 pares de bases dentro de una región particular del genoma de Ad. Estas supresiones pueden 
evitar la expresión y/o función del producto génico codificado por la región. Por ejemplo, una región particular del 
genoma de Ad puede incluir una o más mutaciones puntuales de manera que una o más proteínas codificadas no 60 
sean funcionales. Dichas mutaciones incluyen restos que se reemplazan con un resto diferente que conduce a un 
cambio en la secuencia de aminoácidos que da como resultado una proteína no funcional. Las supresiones o 
mutaciones ilustrativas en el genoma de Ad incluyen una o más de las regiones E1a, E1b, E2a, E2b, E3, E4, L1, L2, 
L3, L4, L5, TP, POL, IV y VA. Se pueden preparar vectores de adenovirus con supresiones, por ejemplo, usando 
técnicas recombinantes. 65 
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Los vectores de adenovirus para usar en la presente invención se pueden cultivar con éxito hasta títulos altos usando 
una línea celular de empaquetamiento adecuada que exprese de manera constitutiva productos génicos de E2b y 
productos de cualquiera de los genes necesarios que pueden haberse suprimido. Se pueden usar células procedentes 
de HEK-293 que no solo expresan de manera constitutiva las proteínas E1 y ADN polimerasa, sino también la proteína 
preterminal de Ad. Se pueden usar células E.C7, por ejemplo, para cultivar reservas de títulos altos de los vectores de 5 
adenovirus. 
 
Para suprimir genes críticos de vectores de adenovirus autopropagables, las proteínas codificadas por los genes diana 
pueden coexpresarse en primer lugar en células HEK-293, o similares, junto con proteínas E1. Por ejemplo, se pueden 
utilizar selectivamente las proteínas que no son tóxicas cuando se coexpresan de manera constitutiva (o proteínas 10 
tóxicas expresadas de manera inducible). La coexpresión en células HEK-293 de los genes de E1 y E4 es posible (por 
ejemplo, utilizando promotores inducibles, no constitutivos). Los genes de E1 y proteína IX, una proteína estructural 
de virión, pueden coexpresarse. También es posible la coexpresión adicional de los genes de E1, E4 y proteína IX. 
Los genes de E1 y 100K pueden expresarse en líneas celulares transcomplementarias, como también pueden los 
genes de E1 y proteasa. 15 
 
Se pueden usar líneas celulares que coexpresan productos génicos de E1 y E2b para su uso en el cultivo de títulos 
altos de partículas de Ad con supresión de E2b. Las líneas celulares útiles expresan de manera constitutiva la ADN 
polimerasa de Ad de aproximadamente 140 kDa y/o la proteína preterminal de aproximadamente 90 kDa. Son 
deseables líneas celulares que tengan coexpresión constitutiva de alto nivel de las proteínas E1, ADN polimerasa y 20 
preterminales, sin toxicidad (p. ej., E.C7), para su uso en la propagación de Ad para su uso en múltiples vacunas. 
Estas líneas celulares permiten la propagación de vectores de adenovirus con supresión de las proteínas E1, ADN 
polimerasa y preterminales. 
 
El Ad recombinante de la presente invención se puede propagar usando, por ejemplo, placas de cultivo tisular que 25 
contienen células E.C7 infectadas con reservas de virus de vector Ad a una MOI adecuada (p. ej., 5) e incubar a 37 °C 
durante 40-96 h. Las células infectadas se pueden recoger, resuspender en Tris-Cl 10 mM (pH 8,0) y sonicar, y el virus 
se puede purificar mediante dos ciclos de centrifugación con densidad de cloruro de cesio. La banda que contiene el 
virus se puede desalar sobre una columna, se pueden añadir sacarosa o glicerol y se pueden almacenar alícuotas a -
80 °C. El virus se puede colocar en una solución diseñada para mejorar su estabilidad, tal como A195. El título de la 30 
reserva se puede medir (p. ej., mediante medición de la densidad óptica a 260 nm de una alícuota del virus después 
de la lisis). Se puede transfectar ADN plasmídico, ya sea lineal o circular, que abarca el vector de adenovirus con 
supresión de E2b recombinante completo en E.C7, o células similares, e incubarse a 37 °C hasta que estén presentes 
pruebas de producción vírica (p. ej., efecto citopático). Se pueden usar medios acondicionados de células para infectar 
más células para expandir la cantidad de virus producido antes de la purificación. La purificación se puede lograr, por 35 
ejemplo, mediante dos ciclos de centrifugación con densidad de cloruro de cesio o filtración selectiva. El virus se puede 
purificar mediante cromatografía usando productos disponibles en el mercado o columnas cromatográficas 
personalizadas. 
 
Las composiciones de la presente invención pueden comprender suficiente virus para garantizar que las células para 40 
infectar se enfrenten a un número determinado de virus. Por tanto, en diversas realizaciones, la presente invención 
proporciona una reserva de Ad recombinante, tal como una reserva de Ad recombinante sin RCA. Las reservas víricas 
pueden variar considerablemente en su título, dependiendo en gran medida del genotipo vírico y el protocolo y las 
líneas celulares usadas para prepararlas. Las reservas víricas pueden tener un título de al menos aproximadamente 
106, 107 o 108 ufp/ml o superior, tal como al menos aproximadamente 109, 1010, 1011 o 1012 ufp/ml. Dependiendo de la 45 
naturaleza del virus recombinante y la línea celular de empaquetamiento, una reserva vírica de la presente invención 
puede tener un título de incluso aproximadamente 1013 partículas/ml o superior. 
 
Polinucleótidos y variantes que codifican dianas de antígeno 
 50 
La presente divulgación proporciona además secuencias de ácido nucleico, también denominados en el presente 
documento polinucleótidos que codifican uno o más antígenos diana de interés, o fragmentos o variantes de los 
mismos. Como tal, la presente invención proporciona polinucleótidos que codifican antígenos diana de cualquier fuente 
como se describe adicionalmente en el presente documento, vectores que comprenden dichos polinucleótidos y 
células hospedadoras transformadas o transfectadas con dichos vectores de expresión. Para expresar un polipéptido 55 
de antígeno diana deseado, se puede insertar las secuencias de nucleótidos que codifican el polipéptido, o 
equivalentes funcionales, en un vector de Ad adecuado (p. ej., usando técnicas recombinantes). El vector de 
adenovirus adecuado puede contener los elementos necesarios para la transcripción y traducción de la secuencia 
codificante insertada y cualquier conector deseado. Se pueden usar métodos que son bien conocidos por los expertos 
en la materia para construir estos vectores de adenovirus que contienen secuencias que codifican un polipéptido de 60 
interés y elementos de control de la transcripción y la traducción adecuados. Estos métodos incluyen técnicas de ADN 
recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinación genética in vivo. 
 
Los polinucleótidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia endógena que codifica un 
polipéptido/proteína/epítopo del antígeno diana de la invención o una parte del mismo) o pueden comprender una 65 
secuencia que codifica una variante, fragmento o derivado de dicha secuencia. Las secuencias polinucleotídicas 

E16735409
03-06-2020ES 2 795 833 T3

 



28 

pueden codificar proteínas de antígeno diana. En algunas realizaciones, los polinucleótidos representan una secuencia 
génica novedosa optimizada para su expresión en tipos celulares específicos que pueden variar sustancialmente con 
respecto a la secuencia o variante de nucleótidos nativa pero codifican un antígeno proteico similar. 
 
En otras realizaciones relacionadas, las variantes de polinucleótidos tienen identidad sustancial con secuencias 5 
nativas que codifican proteínas (p. ej., antígenos diana de interés), por ejemplo, los que comprenden al menos 70 % 
de identidad de secuencia, preferentemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %, o 
más, identidad de secuencia en comparación con una secuencia polinucleotídica nativa que codifica los polipéptidos 
(p. ej., análisis BLAST usando parámetros predeterminados). Estos valores se pueden ajustar adecuadamente para 
determinar la identidad correspondiente de proteínas codificadas por dos secuencias de nucleótidos teniendo en 10 
cuenta la degradación codónica, la similitud de aminoácidos, el posicionamiento del marco de lectura y similares. Los 
polinucleótidos pueden codificar una proteína que comprende, por ejemplo, al menos 70 % de identidad de secuencia, 
preferentemente al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %, o más, identidad de secuencia 
en comparación con una secuencia proteica codificada por una secuencia polinucleotídica nativa. 
 15 
Los polinucleótidos pueden comprender al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 11, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 
290, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1000 o más nucleótidos contiguos que 
codifican un polipéptido (p. ej., antígenos proteicos diana), y todas las longitudes intermedias entre ellas. "Longitudes 
intermedias", en este contexto, se refiere a cualquier longitud entre los valores citados, tales como 16, 17, 18, 19, etc.; 20 
21, 22, 23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; incluyendo todos 
los números enteros hasta 200-500; 500-1000 y similares. Una secuencia polinucleotídica puede extenderse en uno 
o ambos extremos por nucleótidos adicionales no hallados en la secuencia nativa que codifica un polipéptido, tal como 
un epítopo o proteína diana heteróloga. Esta secuencia adicional puede consistir en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucleótidos o más, en cualquier extremo de la secuencia desvelada o en ambos 25 
extremos de la secuencia desvelada. 
 
Los polinucleótidos, independientemente de la longitud de la secuencia codificante en sí misma, pueden combinarse 
con otras secuencias de ADN, tales como promotores, secuencias de control de la expresión, señales de 
poliadenilación, sitios de enzimas de restricción adicionales, sitios de clonación múltiples, otros segmentos codificantes 30 
y similares, de modo que su longitud total puede variar considerablemente. Por lo tanto, se contempla que se puede 
emplear un fragmento de ácido nucleico de casi cualquier longitud, estando la longitud total preferentemente limitada 
por la facilidad de preparación y uso en el protocolo de ADN recombinante previsto. Se consideran útiles segmentos 
de polinucleótidos ilustrativos con longitudes totales de aproximadamente 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 
8000, 9000, 10.000, aproximadamente 500, aproximadamente 200, aproximadamente 100, aproximadamente 50 35 
pares de bases de longitud y similares, (incluyendo todas las longitudes intermedias) en muchas implementaciones 
de la presente invención. 
 
Un enfoque de mutagénesis, tal como mutagénesis específica de sitio, puede emplearse para preparar secuencias de 
antígeno diana. Se pueden realizar modificaciones específicas en una secuencia polipeptídica mediante mutagénesis 40 
de los polinucleótidos subyacentes que las codifican. Se puede usar mutagénesis específica de sitio para producir 
mutantes mediante el uso de secuencias oligonucleotídicas que codifican la secuencia de ADN de la mutación 
deseada, así como un número suficiente de nucleótidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador de 
tamaño y complejidad de secuencia suficientes para formar una doble cadena estable en ambos lados de la unión de 
supresión que se atraviesa. Por ejemplo, se puede emplear un cebador que comprende de aproximadamente 14 a 45 
aproximadamente 25 nucleótidos de longitud aproximadamente, con de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 
restos en ambos lados de la unión de la secuencia que se altera. Se pueden realizar mutaciones en una secuencia 
polinucleotídica seleccionada para mejorar, alterar, disminuir, modificar o cambiar de otro modo las propiedades del 
polinucleótido y/o alterar las propiedades, actividad, composición, estabilidad o secuencia primaria del polipéptido 
codificado. 50 
 
Se puede usar mutagénesis de secuencias polinucleotídicas para alterar una o más propiedades del polipéptido 
codificado, tales como la inmunogenicidad de un epítopo comprendido en un polipéptido o la inmunogenicidad de un 
antígeno diana. Los ensayos para evaluar la inmunogenicidad de un polipéptido incluyen, pero sin limitación, ensayos 
de citotoxicidad de linfocitos T (ensayos de liberación de CTL/cromo), ensayos de proliferación de linfocitos T, tinción 55 
intracelular de citocinas, ELISA, ELISpot, etc. Se pueden emplear otras formas de obtención de variantes de secuencia 
de péptidos y las secuencias de ADN que los codifican. Por ejemplo, se pueden tratar vectores recombinantes que 
codifican la secuencia peptídica deseada con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener variantes 
de secuencia. 
 60 
Se pueden preparar fácilmente segmentos o fragmentos de polinucleótidos que codifican los polipéptidos de la 
presente invención mediante, por ejemplo, síntesis directa del fragmento por medios químicos. Se pueden obtener 
fragmentos mediante la aplicación de tecnología de reproducción de ácido nucleico, tal como PCR, mediante la 
introducción de secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para producción recombinante y mediante otras 
técnicas de ADN recombinante generalmente conocidas por los expertos en la técnica de la biología molecular. 65 
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Se pueden utilizar diversos sistemas de vector/hospedador para contener y producir secuencias polinucleotídicas. Los 
sistemas ilustrativos incluyen microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de ADN 
recombinante de bacteriófagos, plásmidos o cósmidos; levaduras transformadas con vectores de levadura; sistemas 
de células de insecto infectados con vectores de virus (p. ej., baculovirus); sistemas de células vegetales 
transformados con vectores de virus (p. ej., virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) 5 
o con vectores bacterianos (p. ej., plásmidos Ti o pBR322); o sistemas de células animales. 
 
Los elementos de control o las secuencias reguladoras presentes en un vector de Ad pueden incluir las regiones no 
traducidas de los potenciadores, promotores y regiones no traducidas 5' y 3' del vector. Dichos elementos pueden 
variar en su concentración y especificidad. Dependiendo del sistema de vector y el hospedador utilizados, se puede 10 
usar cualquiera de varios elementos de transcripción y traducción adecuados, incluyendo promotores constitutivos e 
inducibles. Por ejemplo, se pueden ligar secuencias que codifican un polipéptido de interés en un complejo de 
transcripción/traducción de Ad que consiste en el promotor tardío y la secuencia líder tripartita. Se puede usar inserción 
en una región E1 o E3 no esencial del genoma vírico para obtener un virus viable que sea capaz de expresar el 
polipéptido en células hospedadoras infectadas. Además, se pueden usar potenciadores de la transcripción, tales 15 
como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (VSR), para aumentar la expresión en células hospedadoras de 
mamíferos. 
 
También se pueden usar señales de iniciación específicas para lograr una traducción más eficaz de secuencias que 
codifican un polipéptido de interés (p. ej., codón de iniciación ATG y secuencias adyacentes). Los elementos 20 
traduccionales exógenos y los codones de iniciación pueden ser de diversos orígenes, tanto naturales como sintéticos. 
La eficacia de expresión puede mejorarse mediante la inclusión de potenciadores que sean adecuados para el sistema 
celular particular que se use. También se pueden incorporar secuencias de terminación específicas, ya sea para 
transcripción o para traducción, para lograr una traducción eficaz de la secuencia que codifica el polipéptido elegido. 
 25 
Se pueden usar diversos protocolos para detectar y medir la expresión de productos codificados por polinucleótidos 
(p. ej., antígenos diana) (p. ej., usando anticuerpos policlonales o monoclonales específicos para el producto). Los 
ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y clasificación de 
células activadas por fluorescencia (FACS). Se puede preferir para algunas aplicaciones un inmunoensayo de base 
monoclonal de dos sitios que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos para dos epítopos no interferentes en un 30 
polipéptido dado, pero también se puede emplear un ensayo de unión competitiva. 
 
Los vectores de Ad pueden comprender un producto que puede detectarse o seleccionarse, tal como un gen indicador 
cuyo producto puede detectarse, tal como mediante fluorescencia, actividad enzimática en un sustrato cromogénico o 
fluorescente, y similares, o seleccionarse mediante las condiciones de cultivo. Los genes indicadores ilustrativos 35 
incluyen proteína verde fluorescente (GFP), β-galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciferasa, 
neomicina fosfotransferasa, fosfatasa alcalina secretada (SEAP) y hormona del crecimiento humano (HGH). Los 
marcadores seleccionables ilustrativos incluyen resistencias farmacológicas, tales como neomicina (G418), 
higromicina y similares. 
 40 
Los vectores de Ad también pueden comprender una secuencia promotora o de control de la expresión. La elección 
del promotor dependerá en parte del tipo celular diana y el grado o tipo de control deseado. Los promotores que son 
adecuados dentro del contexto de la presente invención incluyen, sin limitación, constitutivos, inducibles, específicos 
de tejido, específicos de tipo celular, específico temporales o específicos de acontecimiento. Los ejemplos de 
promotores constitutivos o inespecíficos incluyen el promotor temprano de SV40, el promotor tardío de SV40, promotor 45 
de gen temprano de CMV, promotor del virus del papiloma bovino y promotor de adenovirus. Además de promotores 
víricos, los promotores celulares también son susceptibles dentro del contexto de la presente invención. En particular, 
son útiles los promotores celulares para los denominados genes constitutivos (p. ej., β-actina). Los promotores víricos 
son en general promotores más fuertes que los promotores celulares. También se pueden usar promotores inducibles. 
Estos promotores incluyen MMTV LTR, inducible por dexametasona, metalotioneína, inducible por metales pesados, 50 
y promotores con elementos de respuesta a AMPc, inducibles por AMPc, promotor de choque térmico. Al usar un 
promotor inducible, el ácido nucleico puede administrarse a una célula y permanecerá inactivo hasta la adición del 
inductor. Esto permite mayor control sobre el momento de producción de la proteína de interés. Se pueden usar 
promotores específicos de tipo de acontecimiento (p. ej., LTR de VIH), que están activos o regulados positivamente 
solo tras la aparición de un acontecimiento, tal como infección por Ébola, por ejemplo. El promotor LTR del VIH está 55 
inactivo a menos que el producto del gen tat esté presente, lo que sucede tras infección vírica. Algunos promotores 
de tipo acontecimiento también son específicos de tejido. Los promotores específicos de tipo de acontecimiento 
preferidos incluyen promotores activados tras infección vírica. 
 
Los ejemplos de promotores incluyen promotores para α-fetoproteína, α-actina, myo D, antígeno carcinoembrionario, 60 
receptor de VEGF; receptor de FGF; TEK o tie 2; tie; receptor de urocinasa; selectinas E y P; VCAM-1; endoglina; 
endosialina; integrina αV-β3; endotelina-1; ICAM-3; antígeno E9; factor de von Willebrand; CD44; CD40; cadherina 
vascular-endotelial; notch 4, antígeno asociado a melanoma de alto peso molecular; antígeno específico de próstata 
1, probasina, receptor de FGF, receptor de VEGF, erb B2; erb B3; erb B4; MUC-1; HSP-27; int-1; int-2, CEA, receptor 
de HBEGF; receptor de EGF; tirosinasa, MAGE, receptor de IL-2; fosfatasa ácida prostática, probasina, antígeno de 65 
membrana específico de próstata, α-cristalina, receptor de PDGF, receptor de integrina, α-actina, cadenas pesadas 
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de miosina SM1 y SM2, calponina-h1, receptor de α-angiotensina SM22, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, cadena pesada de inmunoglobulina, cadena ligera de inmunoglobulina y CD4. 
 
Se pueden insertar secuencias represoras, reguladores negativos o silenciadores específicos de tejido para reducir la 
expresión inespecífica del polinucleótido. Se pueden insertar múltiples elementos represores en la región promotora. 5 
La represión de la transcripción es independiente de la orientación de elementos represores o la distancia del promotor. 
Un tipo de secuencia represora es una secuencia aislante. Dichas secuencias inhiben la transcripción y pueden 
silenciar la transcripción de fondo. Se pueden ubicar elementos reguladores negativos en las regiones promotoras de 
varios genes diferentes. El elemento represor puede actuar como un represor de la transcripción en ausencia de 
factores, tales como esteroides, al igual que el NSE en la región promotora del gen de la ovoalbúmina. Estos elementos 10 
reguladores negativos pueden unirse con complejos proteicos específicos del oviducto, ninguno de los cuales es 
sensible a esteroides. Se ubican tres elementos diferentes en el promotor del gen de la ovoalbúmina. Los 
oligonucleótidos correspondientes a partes de estos elementos pueden reprimir la transcripción vírica del indicador 
TK. Uno de los elementos silenciadores comparte identidad de secuencia con silenciadores en otros genes 
(TCTCTCCNA (SEQ. ID. NO.: 7)). 15 
 
Además, pueden ubicarse elementos represores en la región promotora de diversos genes, incluyendo el gen de 
colágeno II, por ejemplo. Los factores nucleares de células HeLa se pueden unir específicamente a fragmentos de 
ADN que contienen la región silenciadora. Los elementos represores pueden desempeñar un papel regulador de la 
transcripción en el gen de fosfato de carbamilo sintetasa. Este gen se expresa solo en dos tipos celulares diferentes, 20 
hepatocitos y células epiteliales de la mucosa intestinal. También se encuentran regiones reguladoras negativas en la 
región promotora del gen de la colina acetiltransferasa, el promotor de la albúmina, promotor del gen de la 
fosfoglicerato cinasa (PGK-2) y en el gen de la 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa, en los que el elemento 
regulador negativo inhibe la transcripción en líneas celulares no hepáticas. Asimismo, el elemento regulador negativo 
Tse-1 se ubica en varios genes específicos del hígado, incluyendo tirosina aminotransferasa (TAT). La expresión del 25 
gen de TAT es específica del hígado e inducible tanto por glucocorticoides como por la ruta de señalización de AMPc. 
El elemento de respuesta de AMPc (CRE) puede actuar como la diana para represión por Tse-1 y elementos 
específicos de hepatocitos. En consecuencia, resulta evidente que se conocen o se identifican fácilmente variedades 
de dichos elementos. 
 30 
En determinadas realizaciones, pueden incorporarse elementos que aumenten la expresión del antígeno diana 
deseado en la secuencia de ácido nucleico de los vectores de Ad descritos en el presente documento. Los elementos 
ilustrativos incluyen sitios de unión a ribosomas internos (IRES). Los IRES pueden aumentar la eficacia de traducción. 
Del mismo modo, otras secuencias pueden potenciar la expresión. Para algunos genes, las secuencias especialmente 
en el extremo 5' pueden inhibir la transcripción y/o traducción. Estas secuencias son habitualmente palíndromos que 35 
pueden formar estructuras en horquilla. En algunos casos, dichas secuencias en el ácido nucleico para administrar se 
suprimen. Los niveles de expresión del transcrito o del producto traducido se pueden ensayar para confirmar o 
determinar qué secuencias afectan a la expresión. Los niveles de transcripción se pueden ensayar mediante cualquier 
método conocido, incluyendo hibridación de transferencia de Northern, protección de sonda de RNasa y similares. Los 
niveles de proteína se pueden ensayar mediante cualquier método conocido, incluyendo ELISA. 40 
 
Inmunoterapias y vacunas específicas para el antígeno del Ébola 
 
La presente divulgación proporciona inmunización con antígeno individual o antígeno combinado contra antígenos del 
Ébola, tales como GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, utilizando dichos vectores y otros vectores como se 45 
proporcionan en el presente documento. La presente divulgación proporciona vacunas terapéuticas contra antígenos 
del Ébola. La presente divulgación proporciona vacunas profilácticas contra antígenos del Ébola. Además, en diversas 
realizaciones, la composición y los métodos proporcionados en el presente documento pueden conducir a respuestas 
clínicas, tales como alteración de la progresión de la enfermedad o la esperanza de vida. 
 50 
Se pueden usar vectores Ad5 [E1-] que codifican diversos antígenos para transducir eficazmente 95 % de CD 
expuestas ex vivo a títulos altos del vector. Cabe destacar que los inventores han descubierto niveles crecientes de 
expresión de genes extraños en la CD con crecientes multiplicidades de infección (MOI) con el vector. Las CD 
infectadas con vectores Ad5 [E1-] pueden codificar diversos antígenos del Ébola que tienen propensión a inducir 
respuestas de CTL específicas de antígeno, tienen una capacidad mejorada de presentación de antígenos y/o tienen 55 
una capacidad mejorada para iniciar la proliferación de linfocitos T en reacciones mixtas de linfocitos. Se puede usar 
inmunización de animales con células dendríticas (CD) previamente transducidas por vectores de Ad5 que codifican 
antígenos específicos de tumor para inducir niveles significativos de protección para los animales cuando se estimulan 
con células tumorales que expresan el antígeno respectivo. Resulta interesante que la inyección intratumoral de Ad 
que codifican IL-7 es menos eficaz que la inyección de CD transducidas con vectores de Ad5 que codifican IL-7 para 60 
inducir inmunidad antitumoral. La presente descripción contempla la transducción ex vivo de CD por vectores de Ad5. 
Se pueden usar estrategias de transducción de CD ex vivo para inducir tolerancia del hospedador receptor. Por 
ejemplo, La administración mediada por Ad5 del CTLA4Ig en las CD puede bloquear las interacciones de CD80 de las 
CD con moléculas CD28 presentes en linfocitos T. 
 65 
Las interacciones de la cápside del vector de Ad5 con CD pueden desencadenar varias respuestas beneficiosas, que 
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pueden aumentar la propensión de las CD a presentar antígenos codificados por vectores de Ad5. Por ejemplo, las 
CD inmaduras, aunque estén especializadas en la captación de antígenos, son efectores relativamente ineficaces de 
la activación de linfocitos T. La maduración de CD coincide con la mejora de la capacidad de las CD para impulsar la 
inmunidad de linfocitos T. En algunos casos, las composiciones y los métodos de la invención aprovechan una 
infección de Ad5 que da como resultado la inducción directa de la maduración de CD. La infección por vector de Ad 5 
de CD procedentes de médula ósea inmadura de ratones puede regular positivamente los marcadores de superficie 
celular normalmente asociados con la maduración de CD (MHC I y II, CD40, CD80, CD86 e ICAM-1), así como 
regulación negativa de CD11c, una integrina regulada negativamente tras la maduración de CD mieloides. En algunos 
casos, la infección por vector de Ad desencadena la producción de IL-12 por CD, un marcador de maduración de CD. 
Sin quedar ligados a teoría alguna, estos acontecimientos pueden deberse posiblemente a la activación 10 
desencadenada por Ad5 de rutas de NF-κB. Las CD maduras se pueden transducir eficazmente mediante vectores 
de Ad y no pierden su potencial funcional para estimular la proliferación de linfocitos T vírgenes con MOI menor, como 
lo demuestra la CD humana CD83+ madura (procedente de monocitos de sangre periférica). Sin embargo, las CD 
maduras también pueden ser menos infectables que las inmaduras. 
 15 
Se puede usar modificación de las proteínas de la cápside como estrategia para optimizar la infección de CD mediante 
vectores de Ad, así como potenciar la maduración funcional, por ejemplo, usando el receptor de CD40L como receptor 
de vector vírico, en lugar de usar los mecanismos normales de infección de receptor CAR. 
 
En diversas realizaciones, las composiciones y métodos de la invención comprenden un efecto de vacuna Ad5 [E1-, 20 
E2b-]-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L o cualquier combinación de los mismos, de mayor supervivencia general 
(SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos de la invención 
pueden comprender un efecto de vacuna de GP de vector o vectores Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia 
general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos de la 
invención pueden comprender un efecto de vacuna de NP de vector o vectores Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la 25 
supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los métodos 
de la invención pueden comprender un efecto de vacuna de VP40 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-] de aumento de 
la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones y los 
métodos de la invención pueden comprender un efecto de vacuna de VP35 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-] de 
aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las composiciones 30 
y los métodos de la invención pueden comprender un efecto de vacuna de VP30 de vector o vectores Ad5 [E1- E2b-] 
de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, las 
composiciones y los métodos de la invención pueden comprender un efecto de vacuna de VP24 de vector o vectores 
Ad5 [E1- E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. Por ejemplo, 
las composiciones y los métodos de la invención pueden comprender un efecto de vacuna de L de vector o vectores 35 
Ad5 [E1-, E2b-] de aumento de la supervivencia general (SG) dentro de los límites de la seguridad técnica. 
 
Como se ha indicado anteriormente, los vectores de adenovirus de la presente invención comprenden secuencias de 
ácido nucleico que codifican una o más proteínas o antígenos diana de interés. En este sentido, los vectores pueden 
contener ácido nucleico que codifica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más antígenos 40 
diana diferentes de interés. Los antígenos diana pueden ser una proteína de longitud completa o pueden ser un 
fragmento (p. ej., un epítopo) de la misma. Los vectores de adenovirus pueden contener secuencias de ácido nucleico 
que codifican múltiples fragmentos o epítopos de una proteína diana de interés o pueden contener uno o más 
fragmentos o epítopos de numerosas proteínas diana diferentes de interés. 
 45 
Un antígeno diana puede comprender cualquier sustancia contra la que es deseable generar una respuesta inmunitaria 
pero, en general, el antígeno diana es una proteína. Un antígeno diana puede comprender una proteína de longitud 
completa, una subunidad de una proteína, una isoforma de una proteína o un fragmento de la misma que induce una 
respuesta inmunitaria (es decir, un fragmento inmunogénico). Se puede modificar un antígeno diana o fragmento del 
mismo, p. ej., para reducir una o más actividades biológicas del antígeno diana o para mejorar su inmunogenicidad. 50 
 
En determinadas realizaciones, los fragmentos inmunogénicos se unen con una molécula del MHC de clase I o clase 
II. Un fragmento inmunogénico puede "unirse con" una molécula del MHC de clase I o clase II si dicha unión es 
detectable usando cualquier ensayo conocido en la técnica. Por ejemplo, la capacidad de un polipéptido para unirse 
con el MHC de clase I puede evaluarse indirectamente mediante la supervisión de la capacidad de promover la 55 
incorporación de β-2-microglobulina (β-2m) marcada con 125I en complejos heterotriméricos del MHC de clase 
I/β2m/péptido (véase Parker et al., J. Immunol. 152: 163, 1994). Como alternativa, pueden emplearse ensayos de 
competición de péptidos funcionales que se conocen en la técnica. En general, se pueden identificar fragmentos 
inmunogénicos de polipéptidos. Las técnicas representativas para identificar fragmentos inmunogénicos incluyen 
exploración de polipéptidos para determinar la capacidad de reaccionar con antisueros específicos de antígeno y/o 60 
líneas o clones de linfocitos T. Un fragmento inmunogénico de un polipéptido diana particular es un fragmento que 
reacciona con dichos antisueros y/o linfocitos T a un nivel que no es sustancialmente menor que la reactividad del 
polipéptido diana de longitud completa (p. ej., en un ELISA y/o ensayo de reactividad de linfocitos T). En otras palabras, 
un fragmento inmunogénico puede reaccionar dentro de dichos ensayos a un nivel que es similar a o mayor que la 
reactividad del polipéptido de longitud completa. Dichas exploraciones pueden realizarse usando métodos conocidos 65 
en la técnica. 
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En algunas realizaciones, los vectores víricos de la presente invención comprenden secuencias de ácido nucleico 
heterólogo que codifican una o más proteínas, variantes de las mismas, fusiones de las mismas o fragmentos de las 
mismas, que pueden modular la respuesta inmunitaria. En algunas realizaciones, el vector vírico de la presente 
invención codifica uno o más anticuerpos contra antígenos específicos, tales como el antígeno protector contra el 5 
carbunco, lo que permite inmunoterapia pasiva. En algunas realizaciones, los vectores víricos de la presente invención 
comprenden secuencias de ácido nucleico heterólogas que codifican una o más proteínas que tienen efecto 
terapéutico (p. ej., función antivírica, antibacteriana, antiparasitaria o antiébola). En algunas realizaciones, los vectores 
de adenovirus con supresión de E2b de segunda generación comprenden una secuencia de ácido nucleico heterólogo. 
En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico heterólogo es GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, una 10 
variante, una parte o cualquier combinación de las mismas. 
 
Los antígenos diana incluyen, pero sin limitación, antígenos procedentes de diversos virus del Ébola. En algunas 
realizaciones, partes o variantes de las proteínas del Ébola se emplean como antígenos diana. En algunas 
realizaciones, partes o variantes de las proteínas del Ébola que se emplean como antígenos diana tienen una 15 
capacidad modificada, por ejemplo, aumentada, para efectuar una respuesta inmunitaria contra la proteína del Ébola 
o las células que la contienen. Una vacuna de la presente invención puede vacunar contra un antígeno. Una vacuna 
también puede dirigirse a un epítopo. Un antígeno puede ser un antígeno del virus del Ébola. Un epítopo puede ser 
un epítopo del virus del Ébola. Dicho epítopo del virus del Ébola puede obtenerse de una amplia variedad de virus del 
Ébola, tales como antígenos de los virus del Ébola resultantes de mutaciones y antígenos específicos de especies del 20 
Ébola compartidos. Los antígenos del Ébola (AE) pueden ser antígenos que el hospedador normalmente no expresa. 
Los antígenos asociados con el Ébola pueden ser, por ejemplo, proteínas o fragmentos de proteínas, hidratos de 
carbono complejos, gangliósidos, haptenos, ácidos nucleicos, otras moléculas biológicas o cualquier combinación de 
los mismos. 
 25 
Las proteínas ilustrativas del Ébola útiles en la presente invención incluyen, pero sin limitación, uno o más de GP, NP, 
VP40, VP35, VP30, VP24 y L. En algunas realizaciones, el vector vírico comprende una secuencia de antígeno diana 
que codifica un polipéptido modificado seleccionado de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L en donde el polipéptido 
o un fragmento del mismo tiene al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 
99,9 % de identidad con la secuencia descrita. 30 
 
Los inventores han descubierto que múltiples inmunizaciones homólogas con Ad5 [E1-, E2b-]-GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 y/o L, indujeron respuestas inmunitarias mediadas por células (IMC) específicas de GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 y/o L con actividad anti-Ébola en animales a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes de Ad5 
preexistentes o inducidos. Las cohortes de pacientes con Ébola pueden inmunizarse con dosis crecientes de Ad5 [E1-35 
, E2b-]-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. En sujetos con infecciones por Ébola, la nueva plataforma de 
administración de genes Ad5 [E1-, E2b-] genera respuestas de IMC significativas a los GP, NP, VP40, VP35, VP30, 
VP24 y/o L de AE en el contexto de inmunidad específica de Ad5 tanto adquirida de manera natural como inducida 
por inmunización. 
 40 
La IMC específica de antígeno GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L puede ser, por ejemplo, mayor de 10, 20, 30, 
40, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 5000, 10000 o más células formadoras de manchas (CFM) 
de IFN-γ por cada 106 células mononucleares de sangre periférica (PBMC). En algunas realizaciones, la respuesta 
inmunitaria se eleva en un sujeto humano con un título inverso de anticuerpo neutralizante de Ad5 preexistente mayor 
de 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 6000, 45 
7000, 8000, 9000, 1000, 12000, 15000 o superior. La respuesta inmunitaria puede comprender una inmunidad 
mediada por células y/o una inmunidad humoral como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria 
se puede medir mediante una o más tinciones de citocinas intracelulares (TCI), ELISpot, ensayos de proliferación, 
ensayos de linfocitos T citotóxicos incluyendo ensayos de liberación de cromo o equivalentes y análisis de expresión 
génica usando cualquier número de ensayos basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o RT-PCR, 50 
como se describe en el presente documento y en la medida en que estén disponibles para una persona experta en la 
materia, así como cualquier otro ensayo adecuado conocido en la técnica para medir la respuesta inmunitaria. 
 
En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso en replicación comprende una secuencia modificada 
que codifica una subunidad con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad 55 
con una subunidad de tipo silvestre del polipéptido. El polipéptido inmunogénico puede ser un GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 o L mutantes, o un fragmento de los mismos. En algunas realizaciones, el vector de adenovirus defectuoso 
en replicación comprende una secuencia que codifica un polipéptido con al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 
98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con el polipéptido inmunogénico. En algunas realizaciones, la secuencia que 
codifica el polipéptido inmunogénico comprende la secuencia de la SEQ. ID. NO.: 1. 60 
 
En algunas realizaciones, la secuencia que codifica el polipéptido inmunogénico comprende una secuencia con al 
menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, 99,9 % de identidad con las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 
5 o 6, o una secuencia generada a partir de las SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 o 6 mediante reemplazos de codones 
alternativos. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico codificado por los vectores de adenovirus 65 
comprende hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40 o más mutaciones 
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puntuales, tales como sustituciones o supresiones de aminoácidos individuales, en comparación con una secuencia 
de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L humana de tipo silvestre. 
 
En determinadas realizaciones, los antígenos del Ébola pueden identificarse directamente a partir de un individuo 
infectado con un virus del Ébola. En este sentido, se pueden llevar a cabo exploraciones usando diversas tecnologías 5 
conocidas. Por ejemplo, en una realización, se toma una biopsia de células o tejidos de un paciente, se aísla ARN de 
las células de muestra y se explora usando un chip génico (por ejemplo, de Affymetrix, Santa Clara, Calif.) y se 
identifica un antígeno del virus del Ébola. Una vez que se identifica el antígeno diana del virus del Ébola, entonces 
puede clonarse, expresarse y purificarse usando técnicas conocidas en este campo. 
 10 
Este antígeno diana puede unirse después a uno o más epítopos o incorporarse o unirse a casetes o vectores víricos 
descritos en el presente documento y administrarse al paciente para alterar la respuesta inmunitaria a la molécula 
diana aislada de una muestra del paciente infectado por Ébola. De esta manera, se contemplan inmunoterapia y 
vacunas "personalizadas" dentro del contexto de la invención. En algunas realizaciones, un antígeno del Ébola 
personalizado relacionado con las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6 15 
o una combinación de las mismas se caracteriza a partir de un paciente y se utiliza además como el antígeno diana 
en su conjunto, en parte o como una variante. 
 
Inmunoterapias y vacunas combinadas 
 20 
La presente divulgación proporciona una inmunoterapia y composiciones de vacuna combinadas para el tratamiento 
de infecciones por Ébola. En algunos aspectos, las inmunoterapias y vacunas combinadas proporcionadas en el 
presente documento pueden comprender un enfoque inmunoterapéutico de múltiples dianas contra antígenos 
asociados con infecciones por Ébola. En algunos aspectos, las inmunoterapias y vacunas combinadas proporcionadas 
en el presente documento pueden comprender un enfoque inmunoterapéutico de identificación antigénica de múltiples 25 
dianas contra antígenos asociados con infecciones por Ébola. Las composiciones y los métodos de la invención, en 
diversas realizaciones, proporcionan vectores basados en virus que expresan un tipo silvestre o una variante de GP, 
NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L para la inmunización del Ébola, como se proporciona en el presente documento. 
Estos vectores pueden aumentar la respuesta inmunitaria contra GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. 
 30 
En algunos aspectos, el vector comprende al menos un antígeno. En algunos aspectos, el vector comprende al menos 
dos antígenos. En algunos aspectos, el vector comprende al menos tres antígenos. En algunos aspectos, el vector 
comprende más de tres antígenos. En algunos aspectos, la formulación de vacuna comprende una relación 1:1 de 
vector con respecto a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relación 1:2 de vector con respecto 
a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relación 1:3 de vector con respecto a antígeno. En algunos 35 
aspectos, la vacuna comprende una relación 1:4 de vector con respecto a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna 
comprende una relación 1:5 de vector con respecto a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una 
relación 1:6 de vector con respecto a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relación 1:7 de vector 
con respecto a antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relación 1:8 de vector con respecto a 
antígeno. En algunos aspectos, la vacuna comprende una relación 1:9 de vector con respecto a antígeno. En algunos 40 
aspectos, la vacuna comprende una relación 1:10 de vector con respecto a antígeno. 
 
En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos dos vectores 
que contienen cada uno al menos un único antígeno. En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en 
donde la vacuna comprende al menos tres vectores que contienen cada uno al menos un único antígeno diana. En 45 
algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende más de tres vectores que 
contienen cada uno al menos un único antígeno. 
 
En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos dos vectores, 
en donde un primer vector de los al menos dos vectores comprende al menos un único antígeno y en donde un 50 
segundo vector de los al menos dos vectores comprende al menos dos antígenos. En algunos aspectos, la vacuna es 
una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende al menos tres vectores, en donde un primer vector de los al 
menos tres vectores comprende al menos un único antígeno y en donde un segundo vector de los al menos tres 
vectores comprende al menos dos antígenos. En algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde 
la vacuna comprende tres o más vectores, en donde un primer vector de los tres o más vectores comprende al menos 55 
un único antígeno y en donde un segundo vector de los tres o más vectores comprende al menos dos antígenos. En 
algunos aspectos, la vacuna es una vacuna combinada, en donde la vacuna comprende más de tres vectores que 
contienen cada uno al menos dos antígenos. 
 
Cuando una mezcla de diferentes antígenos se administran o expresan simultáneamente a partir de un mismo o 60 
diferente vector en un individuo, pueden competir entre sí. Como resultado, las formulaciones que comprenden 
diferentes concentraciones y relaciones de antígenos expresados en una inmunoterapia o vacuna combinada deben 
evaluarse y adaptarse al individuo o grupo de individuos para garantizar que se produzcan respuestas inmunitarias 
eficaces y sostenidas después de la administración. 
 65 
La composición que comprende múltiples antígenos puede estar presente en diversas relaciones. Por ejemplo, las 
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formulaciones con más de un vector pueden tener diversas relaciones. Por ejemplo, las inmunoterapias o vacunas 
pueden tener dos vectores diferentes en una estequiometría de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:15, 
1:20, 1:30, 2:1, 2:3, 2:4, 2:5, 2:6, 2:7, 2:8, 3:1, 3:3, 3:4, 3:5, 3:6, 3:7, 3:8, 3:1, 3:3, 3:4, 3:5, 3:6, 3:7, 3:8, 4:1, 4:3, 4:5, 
4:6, 4:7, 4:8, 5:1, 5:3, 5:4, 5:6, 5:7, 5:8, 6:1, 6:3, 6:4, 6:5, 6:7, 6:8, 7:1, 7:3, 7:4, 7:5, 7:6, 7:8, 8:1, 8:3, 8:4, 8:5, 8:6 u 
8:7. Por ejemplo, las inmunoterapias o vacunas pueden tener tres vectores diferentes en una estequiometría de: 1:1:1, 5 
1:2:1, 1:3:1, 1:4:1, 1:5:1, 1:6:1, 1:7:1, 1:8:1, 2:1:1, 2:3:1, 2:4:1, 2:5:1, 2:6:1, 2:7:1, 2:8:1, 3:1, 3:3:1, 3:4:1, 3:5:1, 3:6:1, 
3:7:1, 3:8:1, 3:1:1, 3:3:1, 3:4:1, 3:5:1, 3:6:1, 3:7:1, 3:8:1, 4:1:1, 4:3:1, 4:4:1, 4:5:1, 4:6:1, 4:7:1, 4:8:1, 5:1:1, 5:3:1, 5:4:1, 
5:5:1, 5:6:1, 5:7:1, 5:8:1, 6:1:1, 6:3:1, 6:4:1, 6:5:1, 6:6:1, 6:7:1, 6:8:1, 7:1:1, 7:3:1, 7:4:1, 7:5:1, 7:6:1, 7:7:1, 7:8:1, 8:1:1, 
8:3:1, 8:4:1, 8:5:1, 8:6:1, 8:7:1, 8:8:1, 1:1:2, 1:2:2, 1:3:2, 1:4:2, 1:5:2, 1:6:2, 1:7:2, 1:8:2, 2:1:2, 2:3:2, 2:4:2, 2:5:2, 2:6:2, 
2:7:2, 2:8:2, 3:1:2, 3:3:2, 3:4:2, 3:5:2, 3:6:2, 3:7:2, 3:8:2, 3:1:2, 3:3:2, 3:4:2, 3:5:2, 3:6:2, 3:7:2, 3:8:2, 4:1:2, 4:3:2, 4:4:2, 10 
4:5:2, 4:6:2, 4:7:2, 4:8:2, 5:1:2, 5:3:2, 5:4:2, 5:5:2, 5:6:2, 5:7:2, 5:8:2, 6:1:2, 6:3:2, 6:4:2, 6:5:2, 6:6:2, 6:7:2, 6:8:2, 7:1:2, 
7:3:2, 7:4:2, 7:5:2, 7:6:2, 7:7:2, 7:8:2, 8:1:2, 8:3:2, 8:4:2, 8:5:2, 8:6:2, 8:7:2, 8:8:2, 1:1:3, 1:2:3, 1:3:3, 1:4:3, 1:5:3, 1:6:3, 
1:7:3, 1:8:3, 2:1:3, 2:3:3, 2:4:3, 2:5:3, 2:6:3, 2:7:3, 2:8:3, 3:1:3, 3:3:3, 3:4:3, 3:5:3, 3:6:3, 3:7:3, 3:8:3, 3:1:3, 3:3:3, 3:4:3, 
3:5:3, 3:6:3, 3:7:3, 3:8:3, 4:1:3, 4:3:3, 4:4:3, 4:5:3, 4:6:3, 4:7:3, 4:8:3, 5:1:3, 5:3:3, 5:4:3, 5:5:3, 5:6:3, 5:7:3, 5:8:3, 6:1:3, 
6:3:3, 6:4:3, 6:5:3, 6:6:3, 6:7:3, 6:8:3, 7:1:3, 7:3:3, 7:4:3, 7:5:3, 7:6:3, 7:7:3, 7:8:3, 8:1:3, 8:3:3, 8:4:3, 8:5:3, 8:6:3, 8:7:3, 15 
8:8:3, 1:1:4, 1:2:4, 1:3:4, 1:4:4, 1:5:4, 1:6:4, 1:7:4, 1:8:4, 2:1:4, 2:3:4, 2:4:4, 2:5:4, 2:6:4, 2:7:4, 2:8:4, 3:1:4, 3:3:4, 3:4:4, 
3:5:4, 3:6:4, 3:7:4, 3:8:4, 3:1:4, 3:3:4, 3:4:4, 3:5:4, 3:6:4, 3:7:4, 3:8:4, 4:1:4, 4:3:4, 4:4:4, 4:5:4, 4:6:4, 4:7:4, 4:8:4, 5:1:4, 
5:3:4, 5:4:4, 5:5:4, 5:6:4, 5:7:4, 5:8:4, 6:1:4, 6:3:4, 6:4:4, 6:5:4, 6:6:4, 6:7:4, 6:8:4, 7:1:4, 7:3:4, 7:4:4, 7:5:4, 7:6:4, 7:7:4, 
7:8:4, 8:1:4, 8:3:4, 8:4:3, 8:5:4, 8:6:4, 8:7:4, 8:8:4, 1:1:5, 1:2:5, 1:3:5, 1:4:5, 1:5:5, 1:6:5, 1:7:5, 1:8:5, 2:1:5, 2:3:5, 2:4:5, 
2:5:5, 2:6:5, 2:7:5, 2:8:5, 3:1:5, 3:3:5, 3:4:5, 3:5:5, 3:6:5, 3:7:5, 3:8:5, 3:1:5, 3:3:5, 3:4:5, 3:5:5, 3:6:5, 3:7:5, 3:8:5, 4:1:5, 20 
4:3:5, 4:4:5, 4:5:5, 4:6:5, 4:7:5, 4:8:5, 5:1:5, 5:3:5, 5:4:5, 5:5:5, 5:6:5, 5:7:5, 5:8:5, 6:1:5, 6:3:5, 6:4:5, 6:5:5, 6:6:5, 6:7:5, 
6:8:5, 7:1:5, 7:3:5, 7:4:5, 7:5:5, 7:6:5, 7:7:5, 7:8:5, 8:1:5, 8:3:5, 8:4:5, 8:5:5, 8:6:5, 8:7:5, 8:8:5, 1:1:6, 1:2:6, 1:3:6, 1:4:6, 
1:5:6, 1:6:6, 1:7:6, 1:8:6, 2:1:6, 2:3:6, 2:4:6, 2:5:6, 2:6:6, 2:7:6, 2:8:6, 3:1:6, 3:3:6, 3:4:6, 3:5:6, 3:6:6, 3:7:6, 3:8:6, 3:1:6, 
3:3:6, 3:4:6, 3:5:6, 3:6:6, 3:7:6, 3:8:6, 4:1:6, 4:3:6, 4:4:6, 4:5:6, 4:6:6, 4:7:6, 4:8:6, 5:1:6, 5:3:6, 5:4:6, 5:5:6, 5:6:6, 5:7:6, 
5:8:6, 6:1:6, 6:3:6, 6:4:6, 6:5:6, 6:6:6, 6:7:6, 6:8:6, 7:1:6, 7:3:6, 7:4:6, 7:5:6, 7:6:6, 7:7:6, 7:8:6, 8:1:6, 8:3:6, 8:4:6, 8:5:6, 25 
8:6:5, 8:7:6, 8:8:6, 1:1:7, 1:2:7, 1:3:7, 1:4:7, 1:5:7, 1:6:7, 1:7:7, 1:8:7, 2:1:7, 2:3:7, 2:4:7, 2:5:7, 2:6:7, 2:7:7, 2:8:7, 3:1:7, 
3:3:7, 3:4:7, 3:5:7, 3:6:7, 3:7:7, 3:8:7, 3:1:7, 3:3:7, 3:4:7, 3:5:7, 3:6:7, 3:7:7, 3:8:7, 4:1:7, 4:3:7, 4:4:7, 4:5:7, 4:6:7, 4:7:7, 
4:8:7, 5:1:7, 5:3:7, 5:4:7, 5:5:7, 5:6:7, 5:7:7, 5:8:7, 6:1:7, 6:3:7, 6:4:7, 6:5:7, 6:6:7, 6:7:7, 6:8:7, 7:1:7, 7:3:7, 7:4:7, 7:5:7, 
7:6:7, 7:7:7, 7:8:7, 8:1:7, 8:3:7, 8:4:7, 8:5:7, 8:6:5, 8:7:7 u 8:8:7. 
 30 
La presente divulgación proporciona inmunoterapias o vacunas combinadas que comprenden: al menos dos, al menos 
tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 y/o L. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos 
tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antígeno diana de tipo silvestre o modificado comprende 35 
una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad de 
secuencia con la SEQ. ID. NO.:1. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede comprender al menos 
dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, 
VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antígeno diana de tipo silvestre o modificado 
comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de 40 
identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:2. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna combinada puede 
comprender al menos dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden una secuencia 
que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un antígeno diana de 
tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 
99,5 % o 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:4. Por ejemplo, una inmunoterapia o vacuna 45 
combinada puede comprender al menos dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden 
una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en donde un 
antígeno diana de tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 
95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:5. Por ejemplo, una inmunoterapia 
o vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que 50 
comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, en 
donde un antígeno diana de tipo silvestre o modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 
85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.:6. 
 
En algunos aspectos, la presente divulgación proporciona inmunoterapias combinadas que comprenden productos 55 
inmunoterapéuticos de múltiples dianas dirigidos a AE y composiciones moleculares que comprenden un modulador 
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige al menos a una proteína de punto de control inmunitario de la 
ruta inhibidora inmunitaria. La presente divulgación proporciona inmunoterapias o vacunas combinadas que 
comprenden: al menos dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que comprenden una secuencia 
que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de tipo silvestre o modificado, y al menos una composición 60 
molecular que comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria. Por ejemplo, una inmunoterapia o 
vacuna combinada puede comprender al menos dos, al menos tres o más de tres antígenos diana diferentes que 
comprenden una secuencia que codifica un GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L modificado de tipo silvestre o 
modificado, en donde el antígeno diana modificado comprende una secuencia con al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 
90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de identidad de secuencia con la SEQ. ID. NO.: 1, 2, 4, 5 y/o 6, y al menos 65 
una composición molecular de la ruta inhibidora del punto de control inmunitario. 
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En algunas realizaciones, la al menos una composición molecular comprende un modulador de punto de control de la 
ruta inmunitaria que se dirige a CTLA4. En algunas realizaciones, la al menos una molecular comprende un modulador 
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a PD1. En algunas realizaciones, la al menos una composición 
molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a PDL1. En algunas 5 
realizaciones, la al menos una composición molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta 
inmunitaria que se dirige a LAG3. En algunas realizaciones, la al menos una composición molecular comprende un 
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a B7-H3. En algunas realizaciones, la al menos una 
composición molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a B7-H4. En 
algunas realizaciones, la al menos una composición molecular comprende un modulador de punto de control de la ruta 10 
inmunitaria que se dirige a TIM3. En alguna realización, la composición molecular comprende un modulador de punto 
de control de la ruta inmunitaria que es un anticuerpo monoclonal o policlonal dirigido a PD1, PDL1, PDL2, CD28, 
CD80, CD86, CTLA4, B7RP1, ICOS, B7RPI, B7-H3, B7-H4, BTLA, HVEM, KIR, TCR, LAG3, CD137, CD137L, OX40, 
OX40L, CD27, CD70, CD40, CD40L, TIM3 (es decir, HAVcr2), GAL9 y A2aR. 
 15 
Dianas antigénicas de compañero de fusión inmunológico 
 
Los vectores víricos de la presente invención también pueden incluir secuencias de ácido nucleico que codifican 
proteínas que aumentan la inmunogenicidad del antígeno diana. En este sentido, la proteína producida después de la 
inmunización con el vector de adenovirus que contiene dicha proteína puede ser una proteína de fusión que comprende 20 
el antígeno diana de interés fusionado con una proteína que aumenta la inmunogenicidad del antígeno diana de 
interés. 
 
En una realización, dicho compañero de fusión inmunológico procede de una Mycobacterium sp., tal como un 
fragmento Ra12 procedente de Mycobacterium tuberculosis. Las composiciones de Ra12 y métodos para su uso en 25 
la mejora de la expresión y/o inmunogenicidad de secuencias polinucleotídicas/polipeptídicas heterólogas se describen 
en la solicitud de patente de los Estados Unidos 60/158.585 y la patente de los Estados Unidos n.º 7.009.042. En 
resumen, Ra12 se refiere a una región polinucleotídica que es una subsecuencia de un ácido nucleico de MTB32A de 
Mycobacterium tuberculosis. MTB32A es una serina proteasa de 32 kDa codificada por un gen en cepas virulentas y 
avirulentas de M. tuberculosis. La secuencia de nucleótidos y la secuencia de aminoácidos de MTB32A se han descrito 30 
(véase, p. ej., solicitud de patente de los Estados Unidos 60/158.585; Skeiky et al., Infection and Immun. 67: 3998-
4007 (1999)). Los fragmentos C-terminales de la secuencia codificante de MTB32A se expresan a niveles altos y 
permanecen como polipéptidos solubles durante todo el proceso de purificación. Por otra parte, Ra12 puede mejorar 
la inmunogenicidad de polipéptidos inmunogénicos heterólogos con los que se fusiona. Un polipéptido de fusión de 
Ra12 comprende un fragmento C-terminal de 14 kDa correspondiente a los restos de aminoácidos 192 a 323 de 35 
MTB32A. Otros polinucleótidos Ra12 comprenden en general al menos aproximadamente 15, 30, 60, 100, 200, 300 o 
más nucleótidos que codifican una parte de un polipéptido Ra12. Los polinucleótidos Ra12 pueden comprender una 
secuencia nativa (es decir, una secuencia endógena que codifica un polipéptido Ra12 o una parte del mismo) o pueden 
comprender una variante de dicha secuencia. Las variantes polinucleotídicas de Ra12 pueden contener una o más 
sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones de modo que la actividad biológica del polipéptido de fusión 40 
codificado no disminuya sustancialmente, en relación con un polipéptido de fusión que comprende un polipéptido Ra12 
nativo. Las variantes pueden tener al menos aproximadamente 70 %, 80 % o 90 % de identidad, o más, con una 
secuencia polinucleotídica que codifica un polipéptido Ra12 nativo o una parte del mismo. 
 
Un compañero de fusión inmunológico puede proceder de proteína D, una proteína de superficie de la bacteria 45 
gramnegativa Haemophilus influenzae B. En algunos casos, un derivado de proteína D comprende aproximadamente 
el primer tercio de la proteína (p. ej., los primeros 100-110 aminoácidos N-terminales). Un derivado de proteína D 
puede estar lipidado. En determinadas realizaciones, los primeros 109 restos de un compañero de fusión de 
lipoproteína D se incluyen en el extremo N para proporcionar al polipéptido epítopos de linfocitos T exógenos 
adicionales, que pueden aumentar el nivel de expresión en E. coli y pueden actuar como un potenciador de la 50 
expresión. La cola lipídica puede garantizar la presentación óptima del antígeno a células presentadoras de antígenos. 
Otros compañeros de fusión incluyen la proteína no estructural del virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina). 
Normalmente, se usan los 81 aminoácidos N-terminales, aunque pueden usarse diferentes fragmentos que incluyen 
epítopos de auxiliares T. 
 55 
El compañero de fusión inmunológico puede ser la proteína conocida como LYTA o una parte de la misma 
(preferentemente una parte C-terminal). LYTA procede de Streptococcus pneumoniae, que sintetiza una N-acetil-L-
alanina amidasa conocida como amidasa LYTA (codificada por el gen LytA). LYTA es una autolisina que degrada 
específicamente determinados enlaces en la cadena principal de peptidoglucano. El dominio C-terminal de la proteína 
LYTA es responsable de la afinidad con la colina o con algunos análogos de colina tales como DEAE. Esta propiedad 60 
se ha aprovechado para el desarrollo de plásmidos que expresan C-LYTA de E. coli útiles para la expresión de 
proteínas de fusión. Se puede emplear la purificación de proteínas híbridas que contienen el fragmento de C-LYTA en 
el extremo amino. En otra realización, se puede incorporar una parte repetida de LYTA en un polipéptido de fusión. 
Una parte repetida se puede encontrar, por ejemplo, en la región C-terminal comenzando en el resto 178. Una parte 
repetida en particular incorpora los restos 188-305. 65 
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En algunas realizaciones, la diana antigénica comprende un componente inmunogénico que comprende una citocina 
seleccionada del grupo de IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. En algunas 
realizaciones, la diana antigénica comprende además uno o más componentes inmunogénicos que comprenden una 
citocina seleccionada del grupo de IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. 
En algunas realizaciones, la diana antigénica comprende un componente inmunogénico que comprende un ácido 5 
nucleico que codifica IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, una proteína 
con identidad sustancial con IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 y un 
ácido nucleico que codifica una proteína con identidad sustancial con IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. 
 10 
En algunas realizaciones, la diana antigénica se fusiona o se une con un componente inmunogénico que comprende 
una citocina seleccionada del grupo de IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-
13. En algunas realizaciones, la diana antigénica se coexpresa en una célula con un componente inmunogénico que 
comprende una citocina seleccionada del grupo de IFN-γ, TNFα IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 e IL-13. 15 
 
Moduladores de puntos de control de la ruta inmunitaria 
 
En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invención se administran con uno o más moduladores de 
puntos de control de la ruta inmunitaria. Un equilibrio entre la activación y las señales inhibidoras regula la interacción 20 
entre linfocitos T y células enfermas, en donde las respuestas de linfocitos T se inician mediante el reconocimiento de 
antígenos por el receptor de linfocitos T (TCR). Las rutas y señales inhibidoras se denominan puntos de control 
inmunitarios. En circunstancias normales, los puntos de control inmunitarios desempeñan un papel fundamental en el 
control y la prevención de la autoinmunidad y también protegen del daño tisular en respuesta a infección patógena. 
 25 
La presente divulgación proporciona inmunoterapias combinadas que comprenden vacunas y composiciones basadas 
en vectores víricos para modular rutas inhibidoras de puntos de control inmunitarios para el tratamiento de infecciones 
por Ébola. En algunas realizaciones, la modulación es el aumento de la expresión o actividad de un gen o una proteína. 
En algunas realizaciones, la modulación es la disminución de la expresión o actividad de un gen o una proteína. En 
algunas realizaciones, la modulación afecta a una familia de genes o proteínas. 30 
 
En general, las rutas inhibidoras inmunitarias son iniciadas por interacciones de ligando-receptor. Ahora está claro que 
en enfermedades, la enfermedad puede incorporar rutas de puntos de control inmunitarios como mecanismo para 
inducir resistencia inmunitaria en un sujeto. 
 35 
La inducción de resistencia inmunitaria o rutas inhibidoras inmunitarias en un sujeto por una enfermedad dada puede 
bloquearse mediante composiciones moleculares tales como ARNip, antisentido, moléculas pequeñas, miméticos, una 
forma recombinante de ligando, receptor o proteína, o anticuerpos (que pueden ser una proteína de fusión de Ig) que 
se sabe que modulan una o más de las rutas inhibidoras inmunitarias. Por ejemplo, hallazgos clínicos preliminares con 
bloqueadores de proteínas de puntos de control inmunitarios, tales como el antígeno 4 asociado a linfocitos T 40 
citotóxicos (CTLA4) y la proteína 1 de muerte celular programada (PD1) resultan prometedores para mejorar la 
inmunidad antitumoral. 
 
Debido a que las células enfermas pueden expresar múltiples ligandos inhibidores y los linfocitos de infiltración en la 
enfermedad expresan múltiples receptores inhibidores, el bloqueo doble o triple de proteínas de puntos de control 45 
inmunitarios puede mejorar la inmunidad contra la enfermedad. Las inmunoterapias combinadas proporcionadas en 
el presente documento pueden comprender una o más composiciones moleculares que comprenden un modulador 
de punto de control de la ruta inmunitaria que se dirige a una o más de las siguientes proteínas de puntos de control 
inmunitarios: PD1, PDL1, PDL2, CD28, CD80, CD86, CTLA4, B7RP1, ICOS, B7RPI, B7-H3 (también conocida como 
CD276), B7-H4 (también conocida como B7-S1, B7x y VCTN1), BTLA (también conocida como CD272), HVEM, KIR, 50 
TCR, LAG3 (también conocida como CD223), CD137, CD137L, OX40, OX40L, CD27, CD70, CD40, CD40L, TIM3 
(también conocida como HAVcr2), GAL9, A2aR y adenosina. En algunas realizaciones, la composición molecular 
comprende un ARNip. En algunas realizaciones, la composición molecular comprende una molécula pequeña. En 
algunas realizaciones, la composición molecular comprende una forma recombinante de un ligando. En algunas 
realizaciones, la composición molecular comprende una forma recombinante de un receptor. En algunas realizaciones, 55 
la composición molecular comprende un anticuerpo. En algunas realizaciones, la terapia de combinación comprende 
más de una composición molecular y/o más de un tipo de composición molecular. Como apreciarán los expertos en la 
materia, las proteínas descubiertas en el futuro de las rutas inhibidoras de puntos de control inmunitarios también 
están abarcadas en la presente divulgación. 
 60 
En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la 
modulación de CTLA4. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones 
moleculares para la modulación de PD1. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden 
composiciones moleculares para la modulación de PDL1. En algunas realizaciones, las inmunoterapias combinadas 
comprenden composiciones moleculares para la modulación de LAG3. En algunas realizaciones, las inmunoterapias 65 
combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulación de B7-H3. En algunas realizaciones, las 
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inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulación de B7-H4. En algunas 
realizaciones, las inmunoterapias combinadas comprenden composiciones moleculares para la modulación de TIM3. 
En algunas realizaciones, la modulación es un aumento o una mejora de la expresión. En otras realizaciones, la 
modulación es la disminución de la ausencia de expresión. 
 5 
Dos inhibidores de puntos de control inmunitarios ilustrativos incluyen el antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos 
(CTLA-4) y la proteína 1 de muerte celular programada (PD1). CTLA-4 se puede expresar exclusivamente en linfocitos 
T donde regula las primeras etapas de activación de linfocitos T. CTLA-4 interactúa con el receptor de linfocitos T 
coestimulante CD28, lo que puede dar como resultado señalización que inhibe la actividad de linfocitos T. Una vez 
que se produce reconocimiento del antígeno de TCR, la señalización de CD28 puede mejorar la señalización de TCR, 10 
lo que conduce en algunos casos a linfocitos T activados y CTLA-4 inhibe la actividad de señalización de CD28. La 
presente divulgación proporciona inmunoterapias según lo proporcionado en el presente documento en combinación 
con anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 para el tratamiento del Ébola. La presente divulgación proporciona 
inmunoterapias según lo proporcionado en el presente documento en combinación con composiciones moleculares 
de CTLA-4 para el tratamiento del Ébola. 15 
 
El ligando 1 de proteína de muerte celular programada (PDL1) es un miembro de la familia B7 y se distribuye en 
diversos tejidos y tipos celulares. PDL1 puede interactuar con PD1 inhibiendo la activación de linfocitos T y la lisis 
mediada por CTL. Se ha demostrado expresión significativa de PDL1 en diversos tumores humanos y la expresión de 
PDL1 es uno de los mecanismos clave en los que los tumores evaden las respuestas inmunitarias antitumorales del 20 
hospedador. El ligando 1 de muerte programada (PDL1) y la proteína 1 de muerte celular programada (PD1) 
interactúan como puntos de control inmunitarios. Esta interacción puede ser un mecanismo de tolerancia importante 
que da como resultado amortiguación de las respuestas inmunitarias antitumorales y posterior progresión del tumor. 
PD1 está presente en linfocitos T activados y PDL1, el ligando primario de PD1, se expresa con frecuencia en células 
tumorales y células presentadoras de antígenos (APC), así como otras células, incluyendo linfocitos B. Se ha 25 
demostrado expresión significativa de PDL1 en diversos tumores humanos, incluyendo cánceres de cabeza y cuello 
asociados al VPH. PDL1 interactúa con PD1 en linfocitos T inhibiendo la activación de linfocitos T y lisis mediada por 
linfocitos T citotóxicos (CTL). La presente divulgación proporciona inmunoterapias según lo proporcionado en el 
presente documento en combinación con anticuerpo monoclonal anti-PD1 o anti-PDL1 para el tratamiento del Ébola. 
La presente divulgación proporciona inmunoterapias según lo proporcionado en el presente documento en 30 
combinación con composiciones moleculares de PD1 o anti-PDL1 para el tratamiento del Ébola. La presente 
divulgación proporciona inmunoterapias según lo proporcionado en el presente documento en combinación con 
anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 y anti-PD1 para el tratamiento del Ébola. La presente divulgación proporciona 
inmunoterapias según lo proporcionado en el presente documento en combinación con anticuerpos monoclonales anti-
CTLA-4 y PDL1 para el tratamiento del Ébola. La presente divulgación proporciona inmunoterapias según lo 35 
proporcionado en el presente documento en combinación con anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4, anti-PD1, PDL1 
o una combinación de los mismos, para el tratamiento del ébola. 
 
Los linfocitos T pueden expresar moléculas de puntos de control inmunitarios. Las moléculas de puntos de control 
inmunitarios pueden actuar eficazmente como "frenos" para modular negativamente o inhibir una respuesta 40 
inmunitaria. Las moléculas de puntos de control inmunitarios incluyen, pero sin limitación, muerte programada 1 (PD1, 
también conocida como PDCD1 o CD279, número de referencia: NM 005018), antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos 
(CTLA-4, también conocido como CD152, número de referencia de GenBank AF414120.1), LAG3 (también conocido 
como CD223, número de referencia: NM 002286.5), Tim3 (también conocido como HAVCR2, número de referencia 
de GenBank: JX049979.1), BTLA (también conocido como CD272, número de referencia: NM_181780.3), BY55 45 
(también conocido como CD160, número de referencia de GenBank: CR541888.1), TIGIT (también conocido como 
IVSTM3, número de referencia: NM 173799), LAIR1 (también conocido como CD305, número de referencia de 
GenBank: CR542051.1), SIGLECIO (número de referencia de GenBank: AY358337.1), 2B4 (también conocido como 
CD244, número de referencia: NM 001166664.1), PPP2CA, PPP2CB, PTPN6, PTPN22, CD96, CRTAM, SIGLEC7, 
SIGLEC9, TNFRSF10B, TNFRSF10A, CASP8, CASP10, CASP3, CASP6, CASP7, FADD, FAS, TGFBRII, TGFRBRI, 50 
SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD10, SKI, SKIL, TGIF1, ILIORA, IL10RB, HMOX2, IL6R, IL6ST, EIF2AK4, CSK, PAG1, 
SIT1, FOXP3, PRDM1, BATF, GUCY1A2, GUCY1A3, GUCY1B2, GUCY1B3 que inhiben directamente las células 
inmunitarias. Por ejemplo, PD1 se puede combinar con una vacuna adenovírica de la presente invención para tratar a 
un paciente que lo necesite. 
 55 
La Tabla 1, sin ser exhaustivo, muestra genes de puntos de control inmunitarios ilustrativos que pueden inactivarse 
para mejorar la eficacia de la vacuna adenovírica de la presente invención. El gen de puntos de control inmunitarios 
puede seleccionarse de genes de este tipo enumerados en la tabla 1 y otros implicados en la función de receptor 
coinhibidor, muerte celular, señalización de citocinas, falta de triptófano y arginina, señalización TCR, represión 
inducida de T-reg, factores de transcripción que controlan el agotamiento o la anergia y tolerancia mediada por hipoxia. 60 
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Tabla 1 
N.º de SEQ 

ID 
Símbolo del 

gen 
N.º del NCBI 
(GRCh38.p2) 

Inicio Parada 
Ubicación en el 

genoma 
1 ADORA2A 135 24423597 24442360 22q11.23 

2 CD276 80381 73684281 73714518 15q23-q24 

3 VTCN1 79679 117143587 117270368 1p13.1 

4 BTLA 151888 112463966 112499702 3q13.2 

5 CTLA4 1493 203867788 203873960 2q33 

6 IDO1 3620 39913809 39928790 8p12-p11 

7 KIR3DL1 3811 54816438 54830778 19q13.4 

8 LAG3 3902 6772483 6778455 12p13.32 

9 PDCD1 5133 241849881 241858908 2q37.3 

10 HAVCR2 84868 157085832 157109237 5q33.3 

11 VISTA 64115 71747556 71773580 10q22.1 

12 CD244 51744 160830158 160862902 1q23.3 

13 CISH 1154 50606454 50611831 3p21.3 
 
La combinación de una vacuna basada en adenovirus y un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede 
reducir la infección, progresión o síntomas del Ébola en pacientes tratados, en comparación con uno de los agentes 
solo. En otra realización de la presente invención, la combinación de una vacuna basada en adenovirus y un modulador 5 
de punto de control de la ruta inmunitaria puede mejorar la supervivencia general de los pacientes tratados, en 
comparación con uno de los agentes solo. En algunos casos, la combinación de una vacuna adenovírica y un 
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede aumentar la frecuencia o intensidad de las respuestas de 
linfocitos T específicos del Ébola en pacientes tratados en comparación con uno de los agentes solo. 
 10 
La presente divulgación también desvela el uso de la inhibición de puntos de control inmunitarios para mejorar el 
rendimiento de una vacuna basada en vectores adenovíricos. Dicha inhibición de puntos de control inmunitarios puede 
administrarse en el momento de la vacuna. Dicha inhibición de puntos de control inmunitarios también puede 
administrarse después de una vacuna. La inhibición de puntos de control inmunitarios puede producirse 
simultáneamente con una administración de vacuna adenovírica. La inhibición de puntos de control inmunitarios puede 15 
producirse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o 60 minutos después de la vacunación. La inhibición de puntos 
de control inmunitarios también puede producirse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23 o 24 horas después de la vacunación. En algunos casos, la inhibición inmunitaria puede producirse 1, 2, 3, 4, 
5, 6 o 7 días después de la vacunación. La inhibición de puntos de control inmunitarios puede producirse en cualquier 
momento antes o después de la vacunación. 20 
 
En otro aspecto, la divulgación se refiere a una vacuna que comprende un antígeno y un modulador de punto de 
control de la ruta inmunitaria. La divulgación puede referirse a un método para tratar a un sujeto que tiene una afección 
que se beneficiaría de la regulación negativa de una proteína de punto de control inmunitario, PD1, por ejemplo, y su 
o sus compañeros de unión naturales en células del sujeto. 25 
 
Un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede combinarse con una vacuna adenovírica que 
comprenda cualquier antígeno. Por ejemplo, un antígeno puede ser GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Un 
modulador de punto de control de la ruta inmunitaria puede producir un efecto sinérgico cuando se combina con una 
vacuna. Un modulador de punto de control de la ruta inmunitaria también puede producir un efecto aditivo cuando se 30 
combina con una vacuna. 
 
Formulaciones 
 
La presente invención proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un régimen de vacunación que 35 
puede administrarse solo o junto con un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable, por cualquier vía, y dicha 
administración puede llevarse a cabo en dosis individuales y múltiples. Más en particular, la composición farmacéutica 
se puede combinar con diversos vehículos inertes farmacéuticamente aceptables en forma de comprimidos, cápsulas, 
pastillas para chupar, trociscos, caramelos de mano, polvos, pulverizaciones, suspensiones acuosas, soluciones 
inyectables, elixires, jarabes y similares. Dichos vehículos incluyen diluyentes sólidos o cargas, medios acuosos 40 
estériles y diversos disolventes orgánicos no tóxicos, etc. Por otra parte, dichas formulaciones farmacéuticas orales 
pueden endulzarse y/o aromatizarse adecuadamente por medio de diversos agentes del tipo habitualmente empleado 
para tales fines. Las composiciones descritas a lo largo del documento pueden formularse en un medicamento 
farmacéutico y usarse para tratar a un ser humano o mamífero, que lo necesite, al que se ha diagnosticado una 
enfermedad, p. ej., Ébola. 45 
 
Para la administración, la reserva de vectores de adenovirus se puede combinar con un tampón adecuado, vehículo 
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fisiológicamente aceptable, excipiente o similares. En determinadas realizaciones, se administra un número adecuado 
de partículas de vector de virus (PV) en un tampón adecuado, tal como, PBS estéril o solución salina. En determinadas 
realizaciones, las composiciones de vectores víricos desveladas en el presente documento se proporcionan en 
formulaciones específicas para administración por vía subcutánea, por vía parenteral, por vía intravenosa, por vía 
intramuscular o incluso por vía intraperitoneal. En determinadas realizaciones, se pueden preparar formulaciones en 5 
una solución de los compuestos activos como base libre o sales farmacológicamente aceptables en agua mezclada 
adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en 
glicerol, polietilenglicoles líquidos, emulsión a base de escualeno, emulsiones de aceite en agua a base de escualeno, 
emulsiones de agua en aceite, emulsiones de aceite en agua, emulsiones no acuosas, emulsión de agua en aceite de 
parafina y mezclas de los mismos y en aceites. En otras realizaciones, pueden proporcionarse vectores víricos en 10 
formulaciones específicas para administración en forma de píldora mediante ingestión o mediante supositorio. 
 
Las formas farmacéuticas ilustrativas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas 
estériles y polvos estériles para la preparación extemporánea de soluciones o dispersiones inyectables estériles 
(véase, p. ej., patente de los Estados Unidos n.º 5.466.468). Se pueden preferir formas fluidas en la medida en que 15 
exista fácil inyectabilidad. Las formas que son estables en las condiciones de fabricación y almacenamiento están 
dentro de los límites de la presente invención. En diversas realizaciones, las formas se conservan contra la acción 
contaminante de microorganismos, tales como bacterias, mohos y hongos. El vehículo puede ser un disolvente o 
medio de dispersión que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. ej., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol 
líquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, 20 
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamaño de partícula 
necesario en el caso de dispersión y/o mediante el uso de tensioactivos. La prevención de la acción de 
microorganismos se puede facilitar mediante diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, parabenos, 
clorobutanol, fenol, ácido sórbico y timerosal. Será preferible incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares o cloruro 
de sodio. Puede obtenerse absorción prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las 25 
composiciones de agentes que retardan la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. 
 
En una realización, para administración parenteral en una solución acuosa, la solución puede tamponarse 
adecuadamente si fuera necesario y el diluyente líquido en primer lugar hacerse isotónico con suficiente solución salina 
o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administración intravenosa, 30 
intramuscular, subcutánea e intraperitoneal. A este respecto, los expertos en la materia conocerán, a la luz de la 
presente divulgación, un medio acuoso estéril que se puede emplear. Por ejemplo, una dosis puede disolverse en 1 
ml de solución de NaCl isotónica y añadirse a 1000 ml de líquido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio propuesto 
de infusión. Puede producirse alguna variación en la dosificación dependiendo de la condición del sujeto que se trate. 
 35 
Los vehículos de formulación pueden comprender todos y cada uno de los solventes, medios de dispersión, vehículos, 
recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y agentes retardantes de la 
absorción, tampones, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides y similares. Excepto en la medida en que 
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las 
composiciones terapéuticas. También se pueden incorporar principios activos complementarios en las composiciones. 40 
GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L. 
 
En determinadas realizaciones, los vectores víricos de la invención pueden administrarse junto con uno o más 
inmunoestimulantes, tal como un adyuvante. Un inmunoestimulante se refiere esencialmente a cualquier sustancia 
que mejore o potencie una respuesta inmunitaria (mediada por anticuerpos y/o células) a un antígeno. Un tipo de 45 
inmunoestimulante comprende un adyuvante. Muchos adyuvantes contienen una sustancia diseñada para proteger el 
antígeno del catabolismo rápido, tal como hidróxido de aluminio o aceite mineral y un estimulante de respuestas 
inmunitarias, tales como lípido A, proteínas procedentes de Bordetella pertussis o Mycobacterium tuberculosis. 
Determinados adyuvantes están disponibles en el mercado como, por ejemplo, adyuvante incompleto y adyuvante 
completo de Freund (Difco Laboratories); adyuvante 65 de Merck (Merck and Company, Inc.) AS-2 (SmithKline 50 
Beecham); sales de aluminio tales como gel de hidróxido de aluminio (alumbre) o fosfato de aluminio; sales de calcio, 
hierro o zinc; una suspensión insoluble de tirosina acilada; azúcares acilados; polisacáridos derivatizados catiónica o 
aniónicamente; polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lípido A y quil A. También se pueden usar 
citocinas, tales como GM-CSF, IFN-γ, TNFα, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 y/o IL-13, y 
otros, como factores de crecimiento, como adyuvantes. 55 
 
En determinadas realizaciones, la composición adyuvante puede ser una que induzca una respuesta inmunitaria 
predominantemente del tipo Th1. Altos niveles de citocinas de tipo Th1 (p. ej., IFN-γ, TNFα, IL-2 e IL-12) tienden a 
favorecer la inducción de respuestas inmunitarias mediadas por células a un antígeno administrado. Por el contrario, 
altos niveles de citocinas de tipo Th2 (p. ej., IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tienden a favorecer la inducción de respuestas 60 
inmunitarias humorales. Después de la aplicación de una vacuna según lo proporcionado en el presente documento, 
un paciente puede mantener una respuesta inmunitaria que incluye respuestas de tipo Th1 y/o Th2. En determinadas 
realizaciones, en las que una respuesta es predominantemente de tipo Th1, el nivel de citocinas de tipo Th1 aumentará 
en mayor medida que el nivel de citocinas de tipo Th2. Los niveles de estas citocinas pueden evaluarse fácilmente 
mediante ensayos normales. Por tanto, diversas realizaciones de la invención se refieren a terapias que inducen una 65 
respuesta inmunitaria contra un antígeno diana, por ejemplo, las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, 
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SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. NO.:6 usando citocinas, p. ej., IFN-γ, TNFα, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-10 y/o IL-13 suministradas simultáneamente con un tratamiento de vector vírico defectuoso en replicación. 
En algunas realizaciones, una citocina o un ácido nucleico que codifica una citocina, se administra junto con un vírico 
defectuoso en replicación descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, se realiza administración de 
citocinas antes o después de la administración del vector vírico. En algunas realizaciones, un vector vírico defectuoso 5 
en replicación capaz de inducir una respuesta inmunitaria contra un antígeno diana, por ejemplo, SEQ. ID. NO.:1, 
SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. NO.:6 comprende además una secuencia que codifica 
una citocina. 
 
Determinados adyuvantes ilustrativos para inducir una respuesta predominantemente de tipo Th1 incluyen, por 10 
ejemplo, una combinación de monofosforil lípido A, tal como monofosforil lípido A 3-des-O-acilado, junto con una sal 
de aluminio. Están disponibles en el mercado adyuvantes MPL®. Los oligonucleótidos que contienen CpG (en los que 
el dinucleótido CpG no está metilado) también inducen una respuesta predominantemente Th1. Dichos 
oligonucleótidos son bien conocidos y se describen. También se describen secuencias de ADN inmunoestimulantes. 
Otro adyuvante para su uso en la presente invención comprende una saponina, tal como Quil A, o derivados de la 15 
misma, incluyendo QS21 y QS7; escina; digitonina; o saponinas de Gypsophila o Chenopodium quinoa. Otras 
formulaciones pueden incluir más de una saponina en las combinaciones adyuvantes de la presente invención, por 
ejemplo, combinaciones de al menos dos del siguiente grupo que comprende QS21, QS7, Quil A, β-escina o digitonina. 
 
En determinadas realizaciones, las composiciones pueden administrarse mediante pulverizaciones intranasales, 20 
inhalación y/u otros vehículos de administración de aerosoles. La administración de fármacos usando resinas de 
micropartículas intranasales y compuestos de lisofosfatidilglicerol (patente de los Estados Unidos n.º 5.725.871) son 
bien conocidos en la técnica farmacéutica. De manera análoga, se describe la administración transmucosa ilustrativa 
de fármaco en forma de una matriz de soporte de politetrafluoroetileno. 
 25 
En determinadas realizaciones, se usan liposomas, nanocápsulas, micropartículas, partículas lipídicas, vesículas y 
similares para la introducción de las composiciones de la presente invención en células/organismos hospedadores 
adecuados. En particular, las composiciones de la presente invención pueden formularse para administración 
encapsuladas en una partícula lipídica, un liposoma, una vesícula, una nanoesfera o una nanopartícula o similares. 
Como alternativa, las composiciones de la presente invención pueden unirse, de manera covalente o no covalente, a 30 
la superficie de dichos vehículos transportadores. 
 
La formación y el uso de liposomas y preparaciones de tipo liposómico como posibles vehículos farmacológicos son 
conocidos en general por los expertos en la materia (véase, Lasic, Trends Biotechnol julio de 1998; 16(7): 307-21; 
Takakura, Nippon Rinsho marzo de 1998; 56(3): 691-5; Chandran et al., Indian J Exp Biol. agosto de 1997; 35(8): 801-35 
9; Margalit, Crit. Rev Ther Drug Carrier Syst. 1995; 12 (2-3): 233-61; patente de los Estados Unidos n.º 5.567.434; 
patente de los Estados Unidos n.º 5.552.157; patente de los Estados Unidos n.º 5.565.213; patente de los Estados 
Unidos n.º 5.738.868 y patente de los Estados Unidos n.º 5.795.587). 
 
Se han usado con éxito liposomas con varios tipos celulares que son normalmente difíciles de transfectar mediante 40 
otros procedimientos, incluyendo suspensiones de linfocitos T, cultivos de hepatocitos primarios y células PC 12. Los 
liposomas se han usado eficazmente para introducir genes, diversos fármacos, agentes radioterapéuticos, enzimas, 
virus, factores de transcripción, efectores alostéricos y similares, en diversas líneas celulares cultivadas y animales. 
Asimismo, el uso de liposomas no parece estar asociado con respuestas autoinmunitarias o toxicidad inaceptable 
después de la administración sistémica. 45 
 
En determinadas realizaciones, se forman liposomas a partir de fosfolípidos que se dispersan en un medio acuoso y 
forman espontáneamente vesículas de bicapas concéntricas multilaminares (denominadas también vesículas 
multilaminares (MLV)). 
 50 
Como alternativa, en otras realizaciones, la invención proporciona formulaciones de nanocápsulas farmacéuticamente 
aceptables de las composiciones de la presente invención. Las nanocápsulas pueden en general inmovilizar 
compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar efectos secundarios debidos a la sobrecarga polimérica 
intracelular, dichas partículas ultrafinas (de un tamaño de aproximadamente 0,1 μm) deben diseñarse usando 
polímeros que pueden degradarse in vivo. Dichas partículas pueden prepararse como se describe en Couvreur et al., 55 
Crit. Rev Ther Drug Carrier Syst. 1988; 5 (1): 1-20; zur Muhlen et al., Eur J Pharm Biopharm. marzo de 1998; 45 (2): 
149-55; Zambaux et al. J Controlled Release. 2 de enero de 1998; 50 (1-3): 31-40; y la patente de los Estados Unidos 
n.º 5.145.684. 
 
MÉTODOS 60 
 
Las composiciones y los métodos de la invención, en diversas realizaciones, aprovechan linfocitos T citolíticos (CTL) 
humanos, como los que reconocen los epítopos GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L que se unen con moléculas 
del MHC seleccionadas, p. ej., HLA-A2, A3 y A24. Los individuos que expresan moléculas del MHC de determinados 
serotipos, p. ej., HLA-A2, A3 y A24 pueden seleccionarse para terapia que usa los métodos y las composiciones de la 65 
invención. Por ejemplo, los individuos que expresan moléculas del MHC de determinados serotipos, p. ej., HLA-A2, 
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A3 y A24, pueden seleccionarse para una terapia que incluye inducir una respuesta inmunitaria contra GP, NP, VP40, 
VP35, VP30, VP24 y/o L, usando los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. 
 
En diversas realizaciones, estos linfocitos T pueden generarse mediante cultivos in vitro que usan células 
presentadoras de antígenos expuestas al epítopo de interés para estimular células mononucleares de sangre 5 
periférica. Además, también se pueden generar líneas de linfocitos T después de estimulación con perlas de látex de 
GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, células mononucleares de sangre periférica adherentes a plástico 
estimuladas con proteína GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L, o CD sensibilizadas con ARN de GP, NP, VP40, 
VP35, VP30, VP24 y/o L. También se pueden generar linfocitos T a partir de pacientes inmunizados con un vector de 
vacuna que codifica inmunógeno de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Los péptidos presentados por HLA A2 10 
de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L se pueden encontrar además en pacientes infectados con Ébola. En 
diversas realizaciones, la invención se refiere a un epítopo restringido a HLA A2 de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 
y/o L, con capacidad para estimular CTL de pacientes inmunizados con vacuna-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o 
L. 
 15 
Métodos de tratamiento 
 
Los vectores de adenovirus de la presente invención se pueden usar en varios entornos de vacuna para generar una 
respuesta inmunitaria contra uno o más antígenos diana como se describe en el presente documento. La presente 
invención proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria contra cualquier antígeno diana, tales como 20 
los descritos en otra parte del presente documento. Los vectores de adenovirus son particularmente importantes 
debido al hallazgo inesperado de que pueden usarse para generar respuestas inmunitarias en sujetos que tienen 
inmunidad preexistente a Ad y pueden usarse en regímenes de vacunación que incluyen múltiples ciclos de 
inmunización usando los vectores de adenovirus, regímenes no posibles usando vectores de adenovirus de 
generaciones anteriores. 25 
 
En general, la generación de una respuesta inmunitaria comprende la inducción de una respuesta humoral y/o una 
respuesta mediada por células. Puede ser deseable aumentar una respuesta inmunitaria contra un antígeno diana de 
interés. La generación de una respuesta inmunitaria puede implicar una disminución de la actividad y/o el número de 
determinadas células del sistema inmunitario o una disminución del nivel y/o la actividad de determinadas citocinas u 30 
otras moléculas efectoras. Se conocen en la técnica diversos métodos para detectar alteraciones en una respuesta 
inmunitaria (p. ej., números de células, expresión de citocinas, actividad celular) y son útiles en el contexto de la 
presente invención. Los métodos ilustrativos útiles en este contexto incluyen la tinción de citocinas intracelulares (TCI), 
ELISpot, ensayos de proliferación, ensayos de linfocitos T citotóxicos incluyendo ensayos de liberación de cromo o 
equivalentes y análisis de expresión génica usando cualquiera de varios ensayos basados en reacción en cadena de 35 
la polimerasa (PCR) o RT-PCR. 
 
La generación de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento de la actividad de CTL específica de 
antígeno diana de entre 1,5 y 5 veces en un sujeto al que se administraron los vectores de adenovirus de la invención 
en comparación con un control. En otra realización, la generación de una respuesta inmunitaria comprende un aumento 40 
de la actividad de CTL específica de diana de aproximadamente 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 
9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más veces en un sujeto al que se han administrado los 
vectores de adenovirus en comparación con un control. 
 
La generación de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento en la actividad de HTL específica de 45 
antígeno diana, tal como proliferación de linfocitos T auxiliares, de entre 1,5 y 5 veces en un sujeto al que se han 
administrado los vectores de adenovirus de la invención que comprenden ácido nucleico que codifica el antígeno diana 
en comparación con un control adecuado. En otra realización, la generación de una respuesta inmunitaria comprende 
un aumento de la actividad de HTL específica de diana de aproximadamente 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 
8, 8,5, 9, 9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más veces en comparación con un control. En este 50 
contexto, la actividad de HTL puede comprender un aumento como se ha descrito anteriormente, o disminución, de la 
producción de una citocina en particular, tal como interferón-γ (IFN-γ), interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12, 
IL-15, factor de necrosis tumoral-a (TNF-α), factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF), 
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) u otra citocina. En este sentido, la generación de una respuesta 
inmunitaria puede comprender un cambio de una respuesta de tipo Th2 a una respuesta de tipo Th1 o en determinadas 55 
realizaciones un cambio de una respuesta de tipo Th1 a una respuesta de tipo Th2. En otras realizaciones, la 
generación de una respuesta inmunitaria puede comprender la estimulación de una respuesta de tipo 
predominantemente Th1 o Th2. 
 
La generación de una respuesta inmunitaria puede comprender un aumento de la producción de anticuerpos 60 
específicos de diana de entre 1,5 y 5 veces en un sujeto al que se han administrado los vectores de adenovirus de la 
presente invención en comparación con un control adecuado. En otra realización, la generación de una respuesta 
inmunitaria comprende un aumento de la producción de anticuerpos específicos de diana de aproximadamente 2, 2,5, 
3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10, 10,5, 11, 11,5, 12, 12,5, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más veces en un 
sujeto al que se ha administrado el vector de adenovirus en comparación con un control. 65 
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Por tanto, la presente divulgación proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria contra un antígeno 
diana de interés que comprende administrar al individuo un vector de adenovirus que comprende: a) un vector de 
adenovirus defectuoso en replicación, en donde el vector de adenovirus tiene una supresión en la región E2b y b) un 
ácido nucleico que codifica el antígeno diana; y readministrar el vector de adenovirus al menos una vez al individuo; 
generando de este modo una respuesta inmunitaria contra el antígeno diana. En determinadas realizaciones, la 5 
presente invención proporciona métodos en donde el vector administrado no es un vector destripado. En realizaciones 
particulares, el antígeno diana puede ser una proteína de tipo silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de 
variante de la misma. En algunas realizaciones, el antígeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, 
un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. 
 10 
En una realización adicional, la presente invención proporciona métodos para generar una respuesta inmunitaria 
contra un antígeno diana en un individuo, en donde el individuo tiene inmunidad preexistente contra Ad, administrando 
al individuo un vector de adenovirus que comprende: a) un vector de adenovirus defectuoso en replicación, en donde 
el vector de adenovirus tiene una supresión en la región E2b y b) un ácido nucleico que codifica el antígeno diana; y 
readministrar el vector de adenovirus al menos una vez al individuo; generando de este modo una respuesta 15 
inmunitaria contra el antígeno diana. En realizaciones particulares, el antígeno diana puede ser una proteína de tipo 
silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. En algunas realizaciones, el antígeno 
diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los 
mismos. 
 20 
Con respecto a la inmunidad preexistente contra Ad, esta se puede determinar usando métodos conocidos en la 
técnica, tales como ensayos basados en anticuerpos para determinar la presencia de anticuerpos contra Ad. Además, 
en determinadas realizaciones, los métodos de la presente invención incluyen, en primer lugar, determinar que un 
individuo tiene inmunidad preexistente contra Ad y después administrar los vectores de adenovirus con supresión de 
E2b de la invención como se describe en el presente documento. 25 
 
Una realización de la divulgación proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria contra uno o más 
antígenos diana en un individuo que comprende administrar al individuo un primer vector de adenovirus que 
comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicación, en donde el vector de adenovirus tiene una supresión 
en la región E2b y un ácido nucleico que codifica al menos un antígeno diana; administrar al individuo un segundo 30 
vector de adenovirus que comprende un vector de adenovirus defectuoso en replicación, en donde el vector de 
adenovirus tiene una supresión en la región E2b y un ácido nucleico que codifica al menos un antígeno diana, en 
donde el al menos un antígeno diana del segundo vector de adenovirus es igual o diferente del al menos un antígeno 
diana del primer vector de adenovirus. En realizaciones particulares, el antígeno diana puede ser una proteína de tipo 
silvestre, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. En algunas realizaciones, el antígeno 35 
diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los 
mismos. 
 
Por tanto, la presente invención contempla múltiples inmunizaciones con el mismo vector de adenovirus con supresión 
de E2b o inmunizaciones múltiples con diferentes vectores de adenovirus con supresión de E2b. En cada caso, los 40 
vectores de adenovirus pueden comprender secuencias de ácido nucleico que codifican uno o más antígenos diana 
como se describe en otra parte del presente documento. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden 
múltiples inmunizaciones con un adenovirus con supresión de E2b que codifica un antígeno diana y nueva 
administración del mismo vector de adenovirus múltiples veces, induciendo de este modo una respuesta inmunitaria 
contra el antígeno diana. En algunas realizaciones, el antígeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, 45 
L, un fragmento, una variante o un fragmento de variante de los mismos. 
 
En una realización adicional, los métodos comprenden inmunización con un primer vector de adenovirus que codifica 
uno o más antígenos diana y después la administración con un segundo vector de adenovirus que codifica uno o más 
antígenos diana que pueden ser iguales o diferentes a los antígenos codificados por el primer vector de adenovirus. 50 
En este sentido, uno de los antígenos diana codificados puede ser diferente o todos los antígenos codificados pueden 
ser diferentes, o algunos pueden ser iguales y algunos pueden ser diferentes. Además, en determinadas realizaciones, 
los métodos incluyen administrar el primer vector de adenovirus múltiples veces y administrar el segundo adenovirus 
múltiples veces. En este sentido, los métodos comprenden administrar el primer vector de adenovirus 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o más veces y administrar el segundo vector de adenovirus 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 55 
11, 12, 13, 14, 15 o más veces. El orden de administración puede comprender administrar el primer adenovirus una o 
múltiples veces seguidas, seguido de administrar el segundo vector de adenovirus una o múltiples veces seguidas. En 
determinadas realizaciones, los métodos incluyen alternar la administración del primer y el segundo vector de 
adenovirus como una administración de cada uno, dos administraciones de cada uno, tres administraciones de cada 
uno y así sucesivamente. En determinadas realizaciones, el primer y el segundo vector de adenovirus se administran 60 
simultáneamente. En otras realizaciones, el primer y el segundo vector de adenovirus se administran secuencialmente. 
En algunas realizaciones, el antígeno diana comprende GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L, un fragmento, una 
variante o un fragmento de variante de los mismos. 
 
Como entendería fácilmente el experto en la materia, se pueden usar más de dos vectores de adenovirus en los 65 
métodos de la presente divulgación. Se pueden usar 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más vectores de adenovirus diferentes en 
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los métodos de la divulgación. En determinadas realizaciones, los métodos comprenden administrar más de un vector 
de adenovirus con supresión de E2b a la vez. En este sentido, se pueden generar respuestas inmunitarias contra 
múltiples antígenos diana de interés administrando múltiples vectores de adenovirus diferentes simultáneamente, 
comprendiendo cada uno secuencias de ácido nucleico que codifican uno o más antígenos diana. 
 5 
También se proporcionan métodos para tratar o aliviar los síntomas del Ébola. Los métodos de tratamiento 
comprenden administrar los vectores de adenovirus una o más veces a individuos que padecen una infección por 
Ébola o en riesgo de padecer una infección por Ébola como se describe en el presente documento. Como tal, la 
presente invención proporciona métodos para vacunar contra el Ébola en individuos que están en riesgo de infectarse 
con dicho virus. Las personas en riesgo pueden ser individuos que pueden exponerse al Ébola en algún momento o 10 
que han estado expuestas previamente pero que aún no tienen síntomas de infección por Ébola o que son 
particularmente susceptibles a una infección por Ébola. Se puede determinar que los individuos que padecen una 
infección por Ébola expresan y/o presentan un antígeno diana, que puede usarse para guiar las terapias del presente 
documento. Por ejemplo, se puede encontrar un ejemplo para expresar y/o presentar un antígeno diana y un vector 
de adenovirus que codifica el antígeno diana, una variante, un fragmento o un fragmento de variante del mismo puede 15 
administrarse posteriormente. 
 
La presente divulgación contempla el uso de vectores de adenovirus para la administración in vivo de ácidos nucleicos 
que codifican un antígeno diana, o un fragmento, una variante o un fragmento de variante del mismo. Una vez 
inyectada en un sujeto, la secuencia de ácido nucleico se expresa dando lugar a una respuesta inmunitaria contra el 20 
antígeno codificado por la secuencia. La vacuna del vector de adenovirus se puede administrar en una "cantidad 
eficaz", es decir, una cantidad de vector de adenovirus que es eficaz en una o más vías de administración 
seleccionadas para inducir una respuesta inmunitaria como se describe en otra parte del presente documento. Una 
cantidad eficaz puede inducir una respuesta inmunitaria eficaz para facilitar la protección o el tratamiento del 
hospedador contra el Ébola diana. La cantidad de vector en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad 25 
que induce una respuesta inmunitaria, inmunoprotectora u otra inmunoterapéutica sin efectos adversos significativos 
asociados en general con vacunas habituales. Una vez vacunados, los sujetos pueden supervisarse para determinar 
la eficacia del tratamiento con la vacuna. Se puede realizar supervisión de la eficacia de vacunación mediante cualquier 
método conocido por una persona experta habitual en la técnica. En algunas realizaciones, se pueden analizar 
muestras de sangre o líquido para detectar niveles de anticuerpos. En otras realizaciones, se pueden realizar ensayos 30 
de ELISpot para detectar una respuesta inmunitaria mediada por células de células sanguíneas en circulación o de 
células de tejido linfoide. 
 
Las vías y frecuencia de administración de las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento, así 
como la dosificación, pueden variar entre individuos y entre enfermedades, y pueden establecerse fácilmente usando 35 
técnicas convencionales. En general, las composiciones farmacéuticas y vacunas pueden administrarse mediante 
inyección (p. ej., intracutánea, intramuscular, intravenosa o subcutánea), por vía intranasal (p. ej., por aspiración), en 
forma de píldora (p. ej., ingestión, supositorio para administración vaginal o rectal). En determinadas realizaciones, se 
pueden administrar entre 1 y 10 dosis durante un periodo de 52 semanas. En determinadas realizaciones, se 
administran 6 dosis, a intervalos de 1 mes, y a continuación se pueden administrar vacunas de refuerzo adicionales 40 
periódicamente. Los protocolos alternativos pueden ser adecuados para pacientes individuales. Como tales, se 
pueden administrar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más dosis durante un periodo de 
1 año o durante periodos más cortos o más largos, tal como durante periodos de 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 
85, 90, 95 o 100 semanas. Las dosis se pueden administrar a intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 o 6 semanas o intervalos más 
largos. 45 
 
Se puede infundir una vacuna durante un periodo de menos de aproximadamente 4 horas y, más preferentemente, 
durante un periodo de menos de aproximadamente 3 horas. Por ejemplo, los primeros 25-50 mg podrían infundirse en 
30 minutos, preferentemente incluso 15 minutos, y el resto se infunden durante las siguientes 2-3 horas. Más en 
general, la dosis de una construcción de vacuna administrada se puede administrar como una dosificación cada 2 o 3 50 
semanas, repetida para un total de al menos 3 dosis. Por otro lado, la construcción se puede administrar dos veces a 
la semana durante 4-6 semanas. El programa de dosificación se puede repetir opcionalmente a otros intervalos y la 
dosis puede administrarse a través de diversas vías parenterales, con el ajuste adecuado de la dosis y la pauta. Las 
composiciones de la presente invención se pueden administrar a un paciente junto con (p. ej., antes, simultáneamente 
o después de) cualquiera de varias modalidades de tratamiento relevantes. 55 
 
Una dosis adecuada es una cantidad de un vector de adenovirus que, cuando se administra como se ha descrito 
anteriormente, es capaz de promover una respuesta inmunitaria a antígeno diana como se describe en otra parte del 
presente documento. En determinadas realizaciones, la respuesta inmunitaria es al menos 10-50 % mayor que el nivel 
basal (es decir, sin tratar). En determinadas realizaciones, la respuesta inmunitaria es al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 60 
10, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 110, 125, 150, 200, 250, 300, 400, 500 o más 
sobre el nivel basal. Dicha respuesta se puede supervisar midiendo los anticuerpos de antígeno o antígenos diana en 
un paciente o mediante la generación dependiente de la vacuna de células efectoras citolíticas capaces de destruir 
células infectadas del paciente in vitro, u otros métodos conocidos en la técnica para supervisar las respuestas 
inmunitarias. Dichas vacunas también deberían ser capaces de provocar una respuesta inmunitaria que conduzca a 65 
una mejora del resultado clínico de la enfermedad en cuestión en pacientes vacunados en comparación con pacientes 
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sin vacunar. En algunas realizaciones, la mejora del resultado clínico comprende el tratamiento de la enfermedad, la 
reducción de los síntomas de una enfermedad, el cambio de la progresión de una enfermedad o la prolongación de la 
vida. 
 
En general, un régimen de dosificación y tratamiento adecuado proporciona los vectores de adenovirus en una 5 
cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profiláctico. Dicha respuesta se puede supervisar 
estableciendo un resultado clínico mejorado para la enfermedad en particular que se trate en pacientes tratados en 
comparación con pacientes sin tratar. Los datos de supervisión se pueden evaluar a lo largo del tiempo. La progresión 
de una enfermedad a lo largo del tiempo puede alterarse. Dichas mejoras en el resultado clínico serían fácilmente 
reconocidas por un médico tratante. Los aumentos de respuestas inmunitarias preexistentes a una proteína diana 10 
generalmente se pueden correlacionar con un mejor resultado clínico. Dichas respuestas inmunitarias generalmente 
se pueden evaluar usando ensayos convencionales de proliferación, citotoxicidad o citocinas, que pueden realizarse 
usando muestras obtenidas de un paciente antes y después del tratamiento. 
 
Aunque una ventaja de la presente invención es la capacidad de administrar múltiples vacunas con el mismo o 15 
diferentes vectores de adenovirus, en particular en individuos con inmunidad preexistente contra el Ad, las vacunas 
adenovíricas de la presente invención también se pueden administrar como parte de un régimen de sensibilización y 
refuerzo. Un esquema de inoculación de modalidad mixta de sensibilización y refuerzo puede dar lugar a una mejora 
de la respuesta inmunitaria. Por tanto, un aspecto de la presente invención es un método para sensibilizar a un sujeto 
con una vacuna plasmídica, tal como un vector plasmídico que comprende un antígeno diana de interés, administrando 20 
la vacuna plasmídica al menos una vez, permitiendo que pase un periodo de tiempo predeterminado y reforzando 
después mediante la administración del vector de adenovirus. Se pueden emplear múltiples sensibilizaciones, p. ej., 
1-4, aunque se pueden usar más. El periodo de tiempo entre la sensibilización y el refuerzo puede variar normalmente 
de aproximadamente cuatro meses a un año, pero se pueden usar otros plazos. En determinadas realizaciones, los 
sujetos pueden sensibilizarse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más veces con vacunas de plásmidos y después reforzarse 25 
4 meses después con el vector de adenovirus. 
 
Selección de pacientes 
 
Diversas realizaciones se refieren a composiciones y métodos para aumentar una respuesta inmunitaria contra uno o 30 
más antígenos de las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. NO.:6 en 
poblaciones de pacientes seleccionadas. Puede administrarse cualquiera de las composiciones proporcionadas en el 
presente documento a un individuo. "Individuo" puede usarse indistintamente con "sujeto" o "paciente". Un individuo 
puede ser un mamífero, por ejemplo, un ser humano o animal tal como un primate no humano, un roedor, un conejo, 
una rata, un ratón, un caballo, un burro, una cabra, un gato, un perro, una vaca, un cerdo o una oveja. En algunas 35 
realizaciones, el individuo es un ser humano. En algunas realizaciones, el individuo es un feto, un embrión o un niño. 
En algunos casos, las composiciones proporcionadas en el presente documento se administran a una célula ex vivo. 
En algunos casos, las composiciones proporcionadas en el presente documento se administran a un individuo como 
un método para tratar una infección por Ébola. 
 40 
En algunos casos, un sujeto no tiene una infección por Ébola. En algunos casos, el tratamiento se administra antes 
de una infección por Ébola. Un sujeto puede tener una infección por Ébola no detectada. Un sujeto puede tener una 
carga baja de infección por Ébola. Un sujeto también puede tener una carga alta de infección por Ébola. 
 
En algunas realizaciones, puede ser necesario que los pacientes hayan recibido y, opcionalmente, progresado a través 45 
de otras terapias. En algunos casos, la negativa del individuo a aceptar dichas terapias puede permitir que el paciente 
sea incluido en un grupo elegible para terapia con métodos y composiciones. En algunas realizaciones, puede ser 
necesario que los individuos que reciben terapia que usa los métodos y las composiciones tengan una esperanza de 
vida estimada de, al menos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 18, 21 o 24 meses. El grupo de pacientes para 
recibir una terapia que usa los métodos y las composiciones de la invención puede estar limitado por la edad. Por 50 
ejemplo, individuos mayores de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 25, 30, 35, 40, 50, 
60 o más años de edad pueden ser elegibles para terapia con los métodos y las composiciones de la invención. Como 
otro ejemplo, los individuos menores de 75, 70, 65, 60, 55, 50, 40, 35, 30, 25, 20 o menos años de edad pueden ser 
elegibles para terapia con los métodos y las composiciones de la invención. 
 55 
En algunas realizaciones, los pacientes que reciben terapia que usa los métodos y las composiciones están limitados 
a individuos con función hematológica adecuada, por ejemplo, con uno o más recuentos de glóbulos blancos de al 
menos 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o más por microlitro, un nivel de hemoglobina de al 
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o más g/dl, un recuento de plaquetas de al menos 50.000; 60.000; 70.000; 
75.000; 90.000; 100.000; 110.000; 120.000; 130.000; 140.000; 150.000 o más por microlitro; con un valor de PT-INR 60 
menor o igual a 0,8, 1,0, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,8, 2,0, 2,5, 3,0 o superior, un valor de PTT menor de o igual a 1,2, 
1,4, 1,5, 1,6, 1,8, 2,0 X ULN o más. En diversas realizaciones, los límites del indicador de la función hematológica se 
eligen de manera diferente para individuos en diferentes grupos de sexo y edad, por ejemplo, 0-5, 5-10, 10-15, 15-18, 
18-21, 21-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 o mayores de 80. 
 65 
En diversas realizaciones, se pueden recoger muestras, por ejemplo, muestras de suero u orina, de los individuos o 
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individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones. Se pueden recoger muestras antes, 
durante y/o después de la terapia, por ejemplo, en las últimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en 
un plazo de 1 semana, 10 días, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas o 12 semanas desde el 
inicio de la terapia, en las últimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10 
días, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas desde el inicio de la 5 
terapia, en intervalos de 1 semana, 10 días, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas 
o 12 semanas durante la terapia, en intervalos de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 año, 2 años después de la terapia, en 
un plazo de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 año, 2 años o más después de la terapia, durante un periodo de 6 meses, 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 años o más. Las muestras se pueden probar para determinar cualquiera de los indicadores de 
función hematológica, renal o hepática descritos en el presente documento, así como otros adecuados conocidos en 10 
la técnica, por ejemplo, un β-HCG para mujeres con posibilidad de quedarse embarazadas. En ese sentido, las pruebas 
hematológicas y bioquímicas, incluyendo hemogramas con fórmula leucocitaria, PT, INR y PTT, pruebas de medición 
de Na, K, Cl, CO2, BUN, creatinina, Ca, proteína total, albúmina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, AST, ALT y glucosa 
están dentro de los límites de la invención. En algunas realizaciones, la presencia o la cantidad de anticuerpos contra 
el VIH, BsAg de hepatitis o anticuerpo contra la hepatitis C se determinan en una muestra de individuos o individuos 15 
candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones de la invención. Los marcadores biológicos, 
tales como anticuerpos contra las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6 
o los anticuerpos neutralizantes para el vector de Ad5 se pueden analizar en una muestra, tal como suero, de 
individuos o individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las composiciones. En algunos casos, una 
o más muestras, tal como una muestra de sangre se puede recolectar y archivar de individuos o individuos candidatos 20 
para una terapia que usa los métodos y las composiciones. Las muestras recogidas se pueden ensayar para 
evaluación inmunológica. Los individuos o individuos candidatos para una terapia que usa los métodos y las 
composiciones pueden evaluarse en estudios de captura de imágenes, por ejemplo, usando exploraciones de TC o 
IRM del tórax, el abdomen o la pelvis. Los estudios de captura de imágenes se pueden realizar antes, durante o 
después de la terapia que usa los métodos y las composiciones de la invención, durante y/o después de la terapia, 25 
por ejemplo, en las últimas 2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10 días, 2 
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas o 12 semanas desde el inicio de la terapia, en las últimas 
2, 4, 6, 8, 10 semanas antes del inicio de la terapia, en un plazo de 1 semana, 10 días, 2 semanas, 3 semanas, 4 
semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas desde el inicio de la terapia, en intervalos de 1 semana, 
10 días, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 9 semanas o 12 semanas durante la terapia, en 30 
intervalos de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 año, 2 años después de la terapia, en un plazo de 1 mes, 3 meses, 6 meses, 
1 año, 2 años o más después de la terapia, durante un periodo de 6 meses, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 años o más. 
 
Dosificaciones y administración 
 35 
Las composiciones y los métodos de la divulgación contemplan diversos regímenes de dosificación y administración 
durante la terapia. Los pacientes pueden recibir uno o más adenovirus o vectores de adenovirus defectuosos en 
replicación, por ejemplo, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:1, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. 
NO.:4, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:5, Ad5 [E1-, E2b-]-SEQ. ID. NO.:6 que son capaces de inducir una respuesta 
inmunitaria en un individuo contra un antígeno objetivo descrito en el presente documento, por ejemplo, las SEQ. ID. 40 
NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ ID. NO.:6. En diversas realizaciones, el adenovirus 
defectuoso en replicación se administra a una dosis que es adecuada para afectar a dicha respuesta inmunitaria. En 
algunos casos, el adenovirus defectuoso en replicación se administra a una dosis que es mayor o igual a 1 x 109, 
2 x 109, 3 x 109, 4 x 109, 5 x 109, 6 x 109, 7 x 109, 8 x 109, 9 x 109, 1 x 1010, 2 x 1010, 3 x 1010, 4 x 1010, 5 x 1010, 
6 x 1010, 7 x 1010, 8 x 1010, 9 x 1010, 1 x 1011, 2 x 1011, 3 x 1011, 4 x 1011, 5 x 1011, 6 x 1011, 7 x 1011, 8 x 1011, 9 x 1011, 45 
1 x 1012, 1,5 x 1012, 2 x 1012, 3 x 1012 o más partículas víricas (PV) por inmunización. En algunos casos, el adenovirus 
defectuoso en replicación se administra a una dosis que es menor o igual a 1 x 109, 2 x 109, 3 x 109, 4 x 109, 5 x 109, 
6 x 109, 7 x 109, 8 x 109, 9 x 109, 1 x 1010, 2 x 1010, 3 x 1010, 4 x 1010, 5 x 1010, 6 x 1010, 7 x 1010, 8 x 1010, 9 x 1010, 
1 x 1011, 2 x 1011, 3 x 1011, 4 x 1011, 5 x 1011, 6 x 1011, 7 x 1011, 8 x 1011, 9 x 1011, 1 x 1012, 1,5 x 1012, 2 x 1012, 3 x 1012 
o más partículas víricas por inmunización. En diversas realizaciones, una dosis deseada descrita en el presente 50 
documento se administra en un volumen adecuado de tampón de formulación, por ejemplo, un volumen de 
aproximadamente 0,1-10 ml, 0,2-8 ml, 0,3-7 ml, 0,4-6 ml, 0,5-5 ml, 0,6-4 ml, 0,7-3 ml, 0,8-2 ml, 0,9-1,5 ml, 0,95-1,2 ml 
o 1,0-1,1 ml. Los expertos en la materia aprecian que el volumen puede quedar dentro de cualquier intervalo limitado 
por cualquiera de estos valores (p. ej., de aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 1,1 ml). La administración de 
partículas víricas puede ser a través de diversas rutas adecuadas para suministro, por ejemplo, puede ser por 55 
inyección (p. ej., por vía intracutánea, por vía intramuscular, por vía intravenosa o por vía subcutánea), por vía 
intranasal (p. ej., por aspiración), en forma de píldora (p. ej., ingestión, supositorio para administración vaginal o rectal. 
En algunas realizaciones, se puede preferir una administración subcutánea y puede ofrecer mayor acceso a las células 
dendríticas. 
 60 
La administración de partículas víricas a un individuo puede repetirse. Los suministros repetidos de partículas víricas 
pueden seguir una pauta o, como alternativa, se pueden realizar según sea necesario. Por ejemplo, la inmunidad del 
individuo contra un antígeno diana, por ejemplo, las SEQ. ID. NO.: 1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 
o SEQ. ID. NO.:6 se puede probar y reponer según sea necesario con suministros adicionales. En algunas 
realizaciones, las pautas de suministro incluyen la administración de partículas víricas a intervalos regulares. Los 65 
regímenes de suministro conjuntos pueden estar diseñados para comprender uno o más de un periodo con una pauta 
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y/o un periodo de administración basada en la necesidad evaluada antes de la administración. Por ejemplo, un régimen 
de terapia puede incluir una administración, tal como administración subcutánea una vez cada tres semanas y después 
otro tratamiento de inmunoterapia cada tres meses hasta que se retire de la terapia por cualquier motivo, incluyendo 
muerte. Otro régimen ilustrativo comprende tres administraciones cada tres semanas y después otro conjunto de tres 
tratamientos de inmunoterapia cada tres meses. Otro régimen ilustrativo comprende un primer periodo con un primer 5 
número de administraciones a una primera frecuencia, un segundo periodo con un segundo número de 
administraciones a una segunda frecuencia, un tercer periodo con un tercer número de administraciones a una tercera 
frecuencia, etc., y opcionalmente uno o más periodos con un número indeterminado de administraciones según sea 
necesario. El número de administraciones en cada periodo se puede seleccionar de manera independiente y puede 
ser, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o más. La frecuencia de la 10 
administración en cada periodo también se puede seleccionar de manera independiente, por ejemplo, puede ser 
aproximadamente todos los días, cada dos días, cada tres días, dos veces a la semana, una vez a la semana, una 
vez cada dos semanas, cada tres semanas, cada mes, cada seis semanas, cada dos meses, cada tres meses, cada 
cuatro meses, cada cinco meses, cada seis meses, una vez al año, etc. La terapia puede durar un periodo total de 
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 30, 36 meses o más. El intervalo 15 
programado entre inmunizaciones puede modificarse de modo que el intervalo entre inmunizaciones se revise hasta 
en un quinto, un cuarto, un tercio o la mitad del intervalo. Por ejemplo, para una pauta de intervalos de 3 semanas, 
una inmunización puede repetirse entre 20 y 28 días (3 semanas -1 día a 3 semanas +7 días). Para las primeras 3 
inmunizaciones, si la segunda y/o tercera inmunización se retrasa, las inmunizaciones posteriores pueden cambiarse 
permitiendo una cantidad mínima de tampón entre inmunizaciones. Por ejemplo, para una pauta de intervalos de tres 20 
semanas, si una inmunización se retrasa, la inmunización posterior puede programarse para que se realice no antes 
de 17, 18, 19 o 20 días después de la inmunización previa. 
 
Las composiciones de la invención, tales como vectores y partículas víricas Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.: 1, Ad5 [E1-
, E2B-]-SEQ. ID. NO.:2, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:4, Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. NO.:5 y Ad5 [E1-, E2B-]-SEQ. ID. 25 
NO.:6 producidos usando estos vectores, se puede proporcionar en diversos estados, por ejemplo, a temperatura 
ambiente, en hielo o congelado. Las composiciones se pueden proporcionar en un recipiente de un tamaño adecuado, 
por ejemplo, un vial de vial de 2 ml. En una realización, 1 vial de 2 ml con 1,0 ml de vacuna extraíble contiene 5 x 1011 
partículas víricas totales/ml. Las condiciones de almacenamiento, incluyendo la temperatura y la humedad, pueden 
variar. Por ejemplo, las composiciones para su uso en terapia pueden almacenarse a temperatura ambiente, 4 °C, -30 
20 °C o menos. 
 
En diversas realizaciones, se realizan evaluaciones generales de los individuos que reciben tratamiento según los 
métodos y las composiciones de la invención. Se pueden realizar una o más de cualquier prueba según sea necesario 
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas 35 
simultáneamente con la inmunización frente a momentos sin inmunización. 
 
Las evaluaciones generales pueden incluir uno o más antecedentes médicos, puntuación de rendimiento de ECOG, 
estado de rendimiento de Karnofsky y examen físico completo con peso por el médico tratante. Se puede registrar 
cualquier otro tratamiento, medicamente, producto biológico o hemoderivado que el paciente recibe o ha recibido 40 
desde la última visita. Los pacientes pueden seguirse en la clínica por un periodo adecuado, por ejemplo, 
aproximadamente 30 minutos, después de recibir la vacuna para supervisar cualquier reacción adversa. La 
reactogenicidad local y sistémica después de cada dosis de vacuna se evaluará diariamente durante un tiempo 
seleccionado, por ejemplo, durante 3 días (el día de la inmunización y 2 días después). Se pueden usar tarjetas de 
diario para informar de síntomas y se puede usar una regla para medir la reactogenicidad local. Se pueden evaluar 45 
los sitios de inyección de inmunización. Se pueden realizar exploraciones de TC o IRM del tórax, abdomen y pelvis. 
 
En diversas realizaciones, se realizan evaluaciones hematológicas y bioquímicas en los individuos que reciben 
tratamiento según los métodos y las composiciones de la invención. Se pueden realizar una o más de cualquier prueba 
según sea necesario o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto 50 
diferente de pruebas simultáneamente con la inmunización frente a momentos sin inmunización. Las evaluaciones 
hematológicas y bioquímicas pueden incluir uno o más análisis de sangre para química y hematología, CBC con 
fórmula leucocitaria, Na, K, Cl, CO2, BUN, creatinina, Ca, proteína total, albúmina, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, 
AST, ALT, glucosa y ANA. 
 55 
En diversas realizaciones, se evalúan los marcadores biológicos en individuos que reciben tratamiento según los 
métodos y las composiciones de la invención. Se pueden realizar una o más de cualquier prueba según sea necesario 
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas 
simultáneamente con la inmunización frente a momentos sin inmunización. 
 60 
Las evaluaciones de marcadores biológicos pueden incluir uno o más de los anticuerpos de medición para las SEQ. 
ID. NO.: 1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5, SEQ. ID. NO.:6 o el vector de Ad5, de una muestra de 
suero de volumen adecuado, por ejemplo, aproximadamente 5 ml. Los biomarcadores pueden revisarse si se 
determinan y están disponibles. 
 65 
En diversas realizaciones, se realiza una evaluación inmunológica en individuos que reciben tratamiento según los 
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métodos y las composiciones de la invención. Se pueden realizar una o más de cualquier prueba según sea necesario 
o de manera programada, tal como en las semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas 
simultáneamente con la inmunización frente a momentos sin inmunización. 
 
Se pueden extraer sangre periférica, por ejemplo, aproximadamente 90 ml antes de cada inmunización y en un 5 
momento después de al menos algunas de las inmunizaciones, para determinar si hay un efecto sobre la respuesta 
inmunitaria en momentos específicos durante el estudio y/o después de un número específico de inmunizaciones. La 
evaluación inmunológica puede incluir uno o más ensayos de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 
para respuestas de linfocitos T a las SEQ. ID. NO.:1, SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ. ID. 
NO.:6 usando ELISpot, ensayos de proliferación, análisis citométrico de flujo multiparamétrico y ensayos de 10 
citotoxicidad. El suero de cada extracción de sangre se puede archivar, enviar y determinar. 
 
En diversas realizaciones, se realiza una evaluación de infección por Ébola o un ensayo de replicación del Ébola en 
individuos que reciben tratamiento según los métodos y las composiciones de la invención. Se pueden realizar una o 
más de cualquier prueba según sea necesario o de manera programada, tal como antes del tratamiento, en las 15 
semanas 0, 3, 6, etc. Se puede realizar un conjunto diferente de pruebas simultáneamente con la inmunización frente 
a momentos sin inmunización. La infección por Ébola puede incluir una o más pruebas inmunoespecíficas del Ébola 
antes del tratamiento, en un momento después de al menos algunas de las inmunizaciones y aproximadamente cada 
semana o tres meses después de completar un número seleccionado, por ejemplo, 2, 3 o 4, de primeros tratamientos 
y, por ejemplo, hasta la retirada del tratamiento. 20 
 
Las respuestas inmunitarias contra un antígeno diana descrito en el presente documento, tal como las SEQ. ID. NO.:1, 
SEQ. ID. NO.:2, SEQ. ID. NO.:4, SEQ. ID. NO.:5 o SEQ ID. NO.:6 se pueden evaluar a partir de una muestra, tal como 
una muestra de sangre periférica de un individuo que usa una o más pruebas adecuadas para la respuesta inmunitaria, 
tales como ELISpot, citometría de flujo de citocinas o respuesta de anticuerpos. Se puede determinar una respuesta 25 
inmunitaria positiva midiendo una respuesta de linfocitos T. Una respuesta de linfocitos T puede considerarse positiva 
si el número medio de puntos ajustados para el fondo en seis pocillos con antígeno supera el número de puntos en 
seis pocillos de control en 10 y la diferencia entre los valores individuales de los seis pocillos que contienen antígeno 
y los seis pocillos de control es estadísticamente significativa a un nivel de p≤0,05 usando la prueba de t de Student. 
Se pueden realizar ensayos de inmunogenicidad antes de cada inmunización y en momentos programados durante el 30 
periodo del tratamiento. Por ejemplo, un momento para un ensayo de inmunogenicidad aproximadamente en la 
semana 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 20, 24, 30, 36 o 48 de un tratamiento puede programarse 
incluso sin una inmunización programada en este momento. En algunos casos, un individuo se puede considerar 
evaluable para la respuesta inmunitaria si recibe al menos un número mínimo de inmunizaciones, por ejemplo, 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9 o más inmunizaciones. 35 
 
Determinación de la respuesta clínica 
 
En algunas realizaciones, la determinación de la progresión de la enfermedad o la respuesta clínica se realiza según 
los criterios de RECIST 1.1 entre pacientes con enfermedad medible/evaluable. En algunas realizaciones, las terapias 40 
que usan los métodos y composiciones de la invención afectan a una respuesta completa (RC; desaparición de todos 
los antígenos o síntomas de sitios diana o desaparición de todos los sitios no diana y normalización del nivel de 
antígenos o síntomas para sitios no diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias 
que usan los métodos y las composiciones de la invención efectúan una respuesta parcial (RP; una disminución de al 
menos 30 % en la suma del LD de sitios diana, tomando como referencia la suma basal de LD para sitios diana) en 45 
un individuo que recibe la terapia. 
 
En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y las composiciones de la invención efectúan una 
enfermedad estable (EE; ni reducción suficiente de antígenos o síntomas para calificarse como RP ni aumento 
suficiente para calificarse como EP, tomando como referencia la menor suma de LD desde que comenzó el tratamiento 50 
para sitios diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y 
las composiciones de la invención efectúan una respuesta incompleta/enfermedad estable (EE; persistencia de uno o 
más sitios no diana) y/o mantenimiento de antígenos o síntomas por encima de los límites normales para sitios no 
diana) en un individuo que recibe la terapia. En algunas realizaciones, las terapias que usan los métodos y las 
composiciones de la invención efectúan una enfermedad progresiva (EP; un aumento de al menos 20 % en la suma 55 
del LD de antígenos o síntomas, tomando como referencia la menor suma de LD registrada desde que comenzó el 
tratamiento o la aparición de uno o más antígenos o síntomas nuevos o la persistencia de uno o más antígenos o 
síntomas no diana y/o el mantenimiento del nivel de antígenos por encima de los límites normales en un individuo que 
recibe la terapia. 
 60 
KITS 
 
Las composiciones, inmunoterapia o vacunas se pueden proporcionar en forma de kit. Los kits de la presente 
divulgación pueden comprender además instrucciones con respecto a la dosificación y/o administración, incluyendo 
información del régimen de tratamiento. 65 
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En algunas realizaciones, los kits comprenden las composiciones y los métodos para proporcionar inmunoterapia 
combinada del Ébola de múltiples dianas. En algunas realizaciones, los kits comprenden las composiciones y los 
métodos para el tratamiento combinado de múltiples dianas de una infección por Ébola. En algunas realizaciones, los 
kits pueden comprender además componentes útiles para administrar los componentes del kit e instrucciones sobre 
cómo preparar los componentes. En algunas realizaciones, el kit puede comprender además software para realizar 5 
supervisión del paciente antes y después del tratamiento con pruebas de laboratorio adecuadas o comunicar los 
resultados y los datos del paciente al personal médico. Los componentes que comprenden el kit pueden estar en forma 
seca o líquida. Si están en forma seca, el kit puede incluir una solución para solubilizar el material seco. El kit también 
puede incluir factor de transferencia en forma líquida o seca. Si el factor de transferencia está en forma seca, el kit 
incluirá una solución para solubilizar el factor de transferencia. El kit también puede incluir recipientes para mezclar y 10 
preparar los componentes. El kit también puede incluir un instrumento para ayudar con la administración, tal como, 
por ejemplo, agujas, tubos, aplicadores, inhalador, jeringa, pipeta, pinzas, cuchara de medición, cuentagotas o 
cualquier vehículo de suministro aprobado médicamente de este tipo. Los kits o sistemas de suministro de fármacos 
de la presente invención también incluirán normalmente un medio para contener composiciones de la presente 
divulgación en confinamiento estrecho para venta y distribución comercial. 15 
 
Ejemplos 
 
EJEMPLO 1: Múltiples inyecciones del vector de adenovirus Ad5Nulo producen anticuerpos antiadenovirus 
 20 
Este ejemplo muestra que múltiples inyecciones de Ad5-nulo dan como resultado la producción de anticuerpos 
antiadenovirus en los sujetos inyectados. 
 
Se demostró que el vector de adenovirus Ad5-nulo que no contiene ninguna secuencia de ácido nucleico heterólogo, 
generó una respuesta inmunitaria neutralizante en ratones. En un experimento, se inmunizaron ratonas Balb/c de 5-7 25 
semanas de edad con partículas víricas de Ad5-nulo a intervalos de 14 días. Para determinar la presencia de 
anticuerpos antiadenovirus, se usó un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para este ELISA, se 
aplicaron 109 partículas víricas sobre pocillos de microtitulación en 100 µl de tampón de carbonato/bicarbonato 0,05 M, 
pH 9,6, y se incubaron durante una noche a temperatura ambiente. Para una curva de referencia convencional de 
inmunoglobulina G (IgG), se aplicaron 200 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng y 0 ng de IgG de ratón purificada sobre pocillos 30 
de microtitulación como se ha descrito anteriormente. Después de la incubación, todos los pocillos se lavaron 3 veces 
con 250 µl de seroalbúmina bovina al 1 % (BSA) en solución salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,4. Después 
del lavado, se añadieron 250 µl de BSA/PBS a todos y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para 
bloquear los sitios no unidos. Después de la incubación, todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 µl de BSA/PBS. 
Después del lavado, se añadieron 200 µl de una dilución de suero 1/100 en BSA/PBS a los pocillos y se incubaron 35 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Para un control positivo, se añadieron 200 µl de una dilución 1/10000 de 
antisuero antiadenovirus en BSA/PBS a los pocillos. Los pocillos de control solo contenían BSA/PBS. Después de la 
incubación, todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 µl de BSA/PBS. Después del lavado, se añadieron a cada 
pocillo 200 µl de una dilución 1/10000 de IgG de cabra anti-ratón específica de cadena γ conjugada con peroxidasa 
(Sigma Chemicals) en BSA/PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubación, 40 
todos los pocillos se lavaron 3 veces con 250 µl de BSA/PBS. Después del lavado, se añadieron a cada pocillo 200 µl 
de reactivo de revelado (0,5 mg/ml de 1,2-fenilendiamina en tampón de fosfato de potasio 0,2 M, pH 5,0, que contenía 
peróxido de hidrógeno al 0,06 %) y se incubaron durante 30-40 minutos a temperatura ambiente. Después de la 
incubación, la reacción de color se detuvo mediante la adición de 50 µl de HCl 5 N a cada pocillo. Todos los pocillos 
se leyeron después en un lector de placas de micropocillos a 492 nm. Después de obtener las lecturas, las lecturas 45 
de densidad óptica de muestras desconocidas se correlacionaron con la curva patrón de IgG para obtener los ng de 
IgG unidos por pocillo. Esto se realizó usando el paquete estadístico INSTAT. 
 
ELISA para detectar anticuerpos contra AE 
 50 
Las placas de ELISA se recubrirán con 100 ng de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L en tampón de carbonato-
bicarbonato 0,05 M pH 9,6 y se incubarán durante una noche a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres 
veces con solución salina tamponada con fosfato que contenía Tween-20 al 1 % (PBS-T) y después se bloquearon 
con PBS que contenía BSA al 1 % durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después de tres lavados adicionales, 
se añadirá suero diluido 1/50 en PBS-T a los pocillos y las placas se incubarán durante 1 hora a temperatura ambiente. 55 
Se añadirá a los pocillos anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina (Ig) G (específica de la cadena γ) de ratón marcado 
con peroxidasa (Sigma-Aldrich) a una dilución 1:5000 después de los lavados y las placas se incubaron durante 1 
hora. Las placas se lavarán tres veces y se añadirá una solución de sustrato de 1,2-fenilendiamina a cada pocillo. La 
reacción se detendrá añadiendo ácido fosfórico al 10 %. La absorbancia se medirá a 492 nm en un lector de ELISA 
SpectraMax 190. Los equivalentes de nanogramos de IgG unidos a GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L, por pocillo 60 
se obtendrán por referencia a una curva patrón generada usando IgG de ratón purificada y se desarrollarán al mismo 
tiempo que el ELISA de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L. Los resultados se analizaron y cuantificaron usando 
el software SoftMax Pro 6.3. 
 
Se detectaron niveles significativos (P<0,001) de anticuerpo anti-IgG de adenovirus en ratones 2 semanas después 65 
de una primera inyección con 1010 Ad-5-nulo (FIG. 1). Se observó un nivel significativamente mayor (P<0,001) 2 
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semanas después de una segunda inyección con 1010 adenovirus. Se continuaron observando niveles 
significativamente mayores (P<0,001) de anticuerpo 2 semanas después de una tercera inyección con 1010 Ad5-nulo. 
Cada valor representa el promedio de determinaciones por triplicado de sueros agrupados de 5 ratones en cada grupo. 
Las inyecciones múltiples de Ad5-nulo dieron como resultado la producción de anticuerpos anti-adenovirus en los 
sujetos. 5 
 
Para determinar la presencia de anticuerpo neutralizante contra Ad, se utilizó el siguiente ensayo. Se cultivó una línea 
celular HEK-293T en 200 µl de medio de cultivo que consiste en DMEM que contiene suero de ternero fetal al 10 % 
(DMEM/FCS) en placas de cultivo tisular de micropocillos a una concentración celular de 2x103 células por pocillo 
durante 24 horas a 37 °C en CO2 al 5 %. Después de la incubación, se eliminaron 100 µl de medio de cultivo de pocillos 10 
por triplicado y se mezclaron con 20 µl de DMEM/FCS que contiene partículas víricas (PV). Después de mezclar, la 
mezcla de 120 µl se volvió a añadir a los micropocillos respectivos. En otro conjunto de pocillos por triplicado, se 
eliminaron 100 µl de medio de cultivo y se mezclaron con 20 µl de suero de ratón inmune a Ad termoinactivado (56 °C 
durante 1 h) previamente incubado con PV durante una hora a temperatura ambiente. Después de mezclar, la mezcla 
de 120 µl se volvió a añadir a los pocillos respectivos. En pocillos de control celular por triplicado, se añadieron 20 µl 15 
de DMEM/FCS para controlar el volumen medio de cultivo total. Los pocillos de control por triplicado solo con medio 
contenían 220 µl de DMEM/FCS. La placa de cultivo tisular se incubó durante 3 días adicionales a 37 °C en CO2 al 
5 %. Después de la incubación, se añadieron 40 µl de reactivo de viabilidad celular PROMEGA (reactivo de Owen) a 
todos los pocillos y se incubaron durante 75 minutos a 37 °C en CO2 al 5 %. En este ensayo, El reactivo de Owen 
(compuesto de tetrazolio MTS) es biorreducido por células viables en un producto de formazán coloreado que es 20 
soluble en medio de cultivo tisular. La cantidad de producto de formazán medida por absorbancia a 490 nm es 
directamente proporcional al número de células vivas en cultivo. Después de la incubación, se retiraron 150 µl de cada 
pocillo y se transfirieron a otra placa de micropocillos para lecturas de densidad óptica. Posteriormente se obtuvieron 
lecturas de densidad óptica a 492 nm usando un lector de placa de micropocillos. 
 25 
Para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra Ad, se inyectaron grupos de 5 ratones cada uno una 
vez, dos veces o tres veces con 1010 Ad5-nulo a intervalos de dos semanas. Dos semanas después de la inyección 
final del virus, se tomaron muestras de sangre de los ratones, se agruparon y se evaluaron para determinar anticuerpos 
neutralizantes como se ha descrito anteriormente usando 4x107 PV incubadas con o sin sueros termoinactivados. Las 
células cultivadas solas actuaron como un grupo de control. Los ratones normales y los ratones inyectados una vez 30 
con Ad5nulo no presentaron niveles significativos de anticuerpo neutralizante (FIG. 2). Los ratones inyectados dos 
veces con Ad presentaron niveles significativos (P<0,05) de anticuerpo neutralizante en comparación con células 
incubadas solo con virus. Los ratones inyectados tres veces con Ad5-nulo también presentaron niveles significativos 
(P<0,01) de anticuerpo neutralizante en comparación con células incubadas solo con virus. 
 35 
EJEMPLO 2: La vacuna de vector Ad5[E1-]-AE induce respuesta inmunitaria específica de AE tras la 
reinmunización en ratones inmunes a Ad5 
 
Este ejemplo muestra que la plataforma de vector Ad5 [E1-, E2b-] induce respuestas de IMC contra los antígenos 
asociados al Ébola GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L en presencia de inmunidad preexistente a Ad5 en ratones. 40 
 
Se construirán y producirán Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, 
Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. En resumen, los transgenes se subclonarán en la región E1 
del vector Ad5 [E1-, E2b-] usando un enfoque basado en recombinación homóloga. El virus deficiente en replicación 
se propagará en la línea celular de empaquetamiento E.C7, se purificará con CsCl2 y se valorará. El título infeccioso 45 
vírico se determinará como unidades formadoras de placas (UFP) en una monocapa de células E.C7. La concentración 
de PV se determinará mediante rotura por dodecil sulfato de sodio (SDS) y espectrofotometría a 260 nm y 280 nm. 
 
Caracterización de vectores Ad5 CEA 
 50 
Se realizaron estudios iniciales para confirmar la expresión de genes de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L de 
dos plataformas de vectores Ad5-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L. Se determinó en primer lugar que los 
antígenos podían expresarse en células transfectadas con las plataformas de vectores de vacuna. Se obtuvieron 
células A549 de ATCC y se transfectaron con Ad5 [E1-]-GP, Ad5 [E1-]-NP, Ad5 [E1-]-VP40, Ad5 [E1-]-VP35, Ad5 [E1-
]-VP30, [E1-]-VP24 y/o [E1-]-L; o Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-55 
VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. El análisis de transferencia de Western reveló que 
las células transfectadas con las plataformas de vectores expresaron los antígenos indicados. 
 
Métodos 
 60 
Se inocularon células A549 a una MOI de 555 PV/célula con Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-
]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L. Las células se incubaron 
durante 48 horas a 37 °C en CO2 al 5 %. Después de 48 horas, las células se recogieron y se lavaron con PBS y se 
congelaron/descongelaron tres veces. El lisado celular completo se calentó a 70 °C durante 10 minutos antes de cargar 
en el gel. Se cargó control recombinante de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L a 30 ng/línea y el lisado preparado 65 
a 20 µl/carril. El tampón de carga de muestra se incluyó como un control negativo adicional y los controles positivos 
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fueron marcadores de Western Magic Mark CP y el GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y/o L recombinante. El gel se 
transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se bloqueó con solución de bloqueo SuperBlock durante 60 minutos. La 
membrana se exploró con anticuerpo primario monoclonal de ratón anti-GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L (1:1000) 
y un anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con HRP (1:2500). La membrana se lavó tres veces, después se 
incubó con reactivo quimioluminiscente SuperSignal y se visualizó la formación de bandas exponiendo la película de 5 
rayos X a la membrana seguido de revelado. 
 
Inducción de inmunidad a Ad5 en ratones 
 
Para evaluar los niveles de inmunidad a Ad5 que podrían inducirse, se inyectará por vía subcutánea en grupos de 10 
ratones C57B1/6 no expuestos a Ad5 la plataforma de vector Ad5 (PV). De veintiocho a cuarenta y dos días después, 
se recogerán muestras de suero y se evaluarán para determinar títulos finales de NAb de Ad5. Se pueden observar 
títulos de NAb de Ad5 indetectables (título final de NAb de Ad5 <1/25) en ratones de control normales. NAb de Ad5 
(títulos finales de 1/25 a 1/50) puede ser detectable después de una inyección pero puede aumentar drásticamente 
después de tres inyecciones de 1010 Ad5. Por lo tanto, en estudios inmunitarios adicionales de Ad5, se inyectarán en 15 
ratones dos veces 1010 PV de Ad5 para hacer a los animales inmunes a Ad5. 
 
Inmunización de ratones inmunes a Ad5 con Ad5 [E1-]-AE o Ad5 [E1-, E2b-]-AE. 
 
Estos experimentos se diseñarán para determinar y comparar el potencial de inducción de inmunización de vacunas 20 
Ad5 [E1-]-AE y Ad5 [E1-, E2b-]-AE en ratones inmunes a Ad5. Se inmunizarán grupos de ratonas C57B1/6, de 4 a 8 
semanas de edad, 2 veces a intervalos de 2 semanas con 1010 PV de Ad5-nulo. Dos semanas después de la última 
inmunización de Ad5-nulo, los ratones se inmunizarán 3 veces a intervalos semanales con 1010 PV de Ad5 [E1-]-AE o 
Ad5 [E1-, E2b-]-EA. Dos semanas después de la última inmunización, los ratones se sacrificarán y sus bazos y sueros 
se recogerán para análisis. 25 
 
Las respuestas de IMC se evaluarán mediante ensayos ELISpot realizados en esplenocitos expuestos a antígeno AE 
intacto. Se recogerán esplenocitos de ratones C57B1/6 inmunes a Ad5 que se inmunizaron por vía subcutánea con 
Ad5 E1-]-AE o Ad5 [E1-, E2b-]-AE y se evaluarán para determinar el número de células secretoras de IFN-γ e IL-2. Se 
pueden observar cantidades significativamente elevadas de células secretoras tanto de IFN-γ como de IL-2 en bazos 30 
analizados de ratones inmunizados con Ad5 [E1-, E2b-]-AE en comparación con ratones inmunizados con Ad5 [E1-]-
AE. Se puede mostrar que la inmunización de ratones inmunes a Ad5 con Ad5 [E1-, E2b-]-CEA induce respuestas 
IMC significativamente mayores. 
 
Falta de efectos adversos en el hígado en ratones inmunizados 35 
 
Se realizarán estudios de toxicidad en suero de ratonas C57B1/6 inmunes a Ad5 inmunizadas con Ad5 [E1-]-AE, Ad5 
[E1-, E2b-]-AE como se ha descrito anteriormente. Los ratones no expuestos a Ad5 o inmunes a Ad5 en los que se ha 
inyectado tampón solo actuarán como controles. Tres días después de la tercera inmunización, se evaluarán los 
niveles de aspartato aminotransferasa (AST) en las muestras de sangre para determinar la toxicidad hepática debida 40 
al tratamiento. Los niveles de AST pueden no estar elevados con respecto a los controles después de la inmunización 
con cualquiera de los vectores. También se evaluarán los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y se pueden 
observar resultados similares. 
 
Inmunoterapia de Ad5 [E1-, E2b-]-CEA en ratones infectados por Ébola inmunes a Ad5 45 
 
En función de los resultados inmunológicos exitosos observados anteriormente, se realizaron estudios en los que se 
establecieron infecciones por Ébola en ratones y después se trataron como se describe a continuación. Después de 
la infección por Ébola, los ratones se tratarán con la plataforma de vector Ad5 [E1-, E2b-]-AE novedosa. Para 
determinar si los ratones infectados por Ébola inmunes a Ad5 podrían tratarse con el vector Ad5 [E1-, E2b-]-AE, se 50 
inyectarán en ratones C57B1/6 dos veces por vía subcutánea 1010 PV de Ad5 [E1-]-nulo a intervalos de 14 días para 
hacer a los ratones inmunes a Ad5. Dos semanas después de la última inyección, se inyectarán por vía subcutánea 
en dos grupos de 7 ratones C57B1/6 106 células que expresan AE. Siete días después, cuando la infección por Ébola 
puede ser palpable, se tratará un grupo de ratones mediante inyección subcutánea distal con 1010 PV de Ad5 [E1-, 
E2b-]-AE los días 7, 13 y 19. Un grupo de ratones C57B1/6 tratados solo con tampón de inyección actuarán como 55 
controles no tratados. Todos los ratones se supervisarán para determinar regresión de infección por Ébola durante un 
periodo de 21 días y se determinará el título de infección por virus del Ébola. Al final del estudio, se recogerán bazos 
de ratones y la respuesta IMC específica de CEA se determinará mediante ensayo ELISpot. 
 
Análisis de respuestas IMC mediante ensayo ELISpot. 60 
 
Se realizará un ensayo ELISpot para determinar los linfocitos secretores de IFN-γ. En resumen, se incubarán PBMC 
aisladas (2x105 células/pocillo) de muestras de pacientes individuales 36-40 h con un grupo de péptidos AE para 
estimular linfocitos T productores de IFN-γ. Se determinarán las respuestas de IMC a Ad5 después de la exposición 
de PBMC del paciente a Ad5-nulo (vector vacío). Las células que se estimularán con concanavalina A (Con A) a una 65 
concentración de 0,25 µg/pocillo actuarán como control positivo. Se contarán las células formadoras de manchas 
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(CFM) coloreadas usando un lector de placas Immunospot ELISpot y las respuestas se considerarán positivas si se 
detectan 50 CFM/106 células después de restar el control negativo y las CFM fueron ≥2 veces mayores que las de los 
pocillos de control negativo. 
 
Determinación de títulos de anticuerpos neutralizantes de Ad5 (NAb). 5 
 
Se determinarán los títulos finales de NAb de Ad5. En resumen, se mezclarán diluciones de sueros de prueba 
termoinactivados en 100 µl de DMEM que contienen de suero de ternero fetal al 10 % con 4x107 PV de Ad5 [E1-]-nulo 
y se incubarán durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se añadirán a micropocillos que contienen 
células HEK293 cultivadas en DMEM que contiene de suero de ternera termoinactivado al 10 % a 2x103 células/pocillo 10 
durante 24 horas a 37 °C en CO2 al 5 %. La mezcla se incubará durante 72 horas adicionales a 37 °C en CO2 al 5 %. 
Se usará un ensayo de biorreducción de tetrazolio MTS para medir la destrucción celular y los títulos finales de NAb 
de Ad5. Se asignará a los títulos finales con un valor inferior a 1:25 un valor de 0. 
 
Estadística. 15 
 
Se realizarán análisis estadísticos que comparan las respuestas inmunitarias empleando la prueba de Mann-Whitney 
(PRISM, Graph Pad). Se realizarán comparaciones de supervivencia empleando gráficos de Kaplan-Meier (PRISM, 
Graph Pad). El título de NAb de Ad5 y la IMC específico de AE se analizarán como variables continuas. La asociación 
del título de NAb de Ad5 con el cambio en la IMC específica de AE se ensayará con el coeficiente de correlación de 20 
Spearman. La asociación del título de NAb de Ad5 con la supervivencia se ensayará con la prueba de Wald del modelo 
de riesgos proporcionales. 
 
Un objetivo secundario será evaluar las respuestas inmunitarias específicas de AE después de tratamientos de 
inmunización con el producto. 25 
 
Se generarán células dendríticas a partir de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un sujeto 
infectado por Ébola; usando PBMC de este paciente después de la vacunación, se intentará establecer líneas 
individuales de linfocitos T específicas para AE. En resumen, las PBMC se aislarán usando un gradiente de medio de 
separación de linfocitos, se resuspenderán en medio AIM-V (2x107 células) y se permitirá que se adhieran en una 30 
placa de 6 pocillos durante 2 horas. Las células adherentes se cultivarán durante 5 días en medio AIM-V que contiene 
100 ng/ml de GM-CSF humano recombinante (rh) y 20 ng/ml de rhIL-4. El medio de cultivo se repondrá cada 3 días. 
 
EJEMPLO 3: Producción de BPL de vacuna de múltiples dianas de uso clínico 
 35 
Este ejemplo muestra la producción de vacunas de múltiples dianas de uso clínico usando principios de buenas 
prácticas de laboratorio (BPL). Anteriormente, el producto de Ad5 [E1-, E2b-]-CEA(6D) se produjo usando un 
biorreactor celular de 5 l en condiciones de BPL de acuerdo con los principios de buenas prácticas de fabricación. Este 
ejemplo puede mostrar que los productos de Ad5 [E1-, E2b-]-AE GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L se pueden 
producir en un biorreactor celular de 5 l usando enfoques similares. 40 
 
En resumen, los viales de la línea celular de fabricación E.C7 se descongelarán, se transferirán a matraces T225 y se 
cultivarán inicialmente a 37 °C en CO2 al 5 % en DMEM que contiene FBS al 10 %/L-glutamina 4 mM. Después de la 
expansión, las células E.C7 se expandirán usando CellSTACKS de 10 capas (CS-10) y se pasarán a medio sin suero 
(MSS) FreeStyle. Las células E.C7 se cultivarán en MSS durante 24 horas a 37 °C en CO2 al 5 % a una densidad 45 
diana de 5x105 células/ml en el biorreactor celular. Las células E.C7 se infectarán después con Ad5 [E1-, E2B-]-GP, 
Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, 
E2b-]-L, respectivamente, y se cultivarán durante 48 horas. 
 
Se realizará procesamiento de flujo medio de manera idéntica a la usada para preparar producto de Ad5 [E1-, E2B-]-50 
GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o 
[E1-, E2b-]-L de uso clínico. 30 minutos antes de la recogida, se añadirá benzonasa nucleasa al cultivo para promover 
mejor sedimentación celular para concentración. Después de sedimentación por centrifugación, se desechará el 
sobrenadante y los sedimentos se resuspenderán en tampón de lisis que contiene polisorbato-20 al 1 % durante 90 
minutos a temperatura ambiente. El lisado se tratará después con benzonasa y la reacción se detendrá mediante la 55 
adición de NaCl 5 M. La suspensión se centrifugará y se desechará el sedimento. El lisado se clarificará mediante 
filtración y se someterá a un procedimiento de intercambio iónico de dos columnas. 
 
Para purificar los productos de vacuna, se realizará un procedimiento de intercambio aniónico de dos columnas. Una 
primera columna se empaquetará con resina Q Sepharose XL, se desinfectará y se equilibrará con tampón de carga. 60 
El lisado clarificado se cargará en la columna y se lavará con tampón de carga. El producto de vacuna se eluirá y el 
pico de elución principal (eluato) que contiene Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 
[E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-]-L se llevará a la siguiente etapa. Una 
segunda columna se empaquetará con resina Source 15Q, se desinfectará y se equilibrará con tampón de carga. El 
eluato de la primera columna de intercambio aniónico se cargará en la segunda columna y el producto de vacuna se 65 
eluirá con un gradiente que comienza a 100 % de tampón A (Tris 20 mM, MgCl2 1 mM, pH 8,0) que funciona al 50 % 
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de tampón B (Tris 20 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 2 M, pH 8,0). El pico de elución que contiene Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 
[E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y/o [E1-, E2b-
]-L se recogerá y almacenará durante una noche a 2-8 °C. La fracción de elución máxima se procesará a través de un 
sistema de filtración de flujo tangencial (TFF) para concentración y diafiltración frente a tampón de formulación (Tris 
20 mM, NaCl 25 mM, glicerol al 2,5 % (v/v), pH 8,0). Después del procesamiento, el producto final de vacuna se 5 
esterilizará por filtrado, se distribuirá en alícuotas y se almacenará a ≤-60 °C. Normalmente se produce un producto 
muy purificado que se acerca al 100 % de pureza y se predicen resultados similares para estos productos. 
 
La concentración y el número total de producto de PV producido se determinarán mediante espectrofotometría. La 
pureza del producto se evaluará mediante HPLC. La actividad infecciosa se determinará realizando un ensayo de 10 
tinción de hexones de Ad5 para partículas infecciosas usando equipos. 
 
Se realizarán transferencias de Western usando lisados de células transfectadas con vector para verificar la expresión 
de AE. Se realizarán pruebas de control de calidad para determinar que los productos finales de vacuna están exentos 
de micoplasmas, no tienen carga biológica microbiana y presentan niveles de endotoxina inferiores a 2,5 unidades de 15 
endotoxina (UE) por ml. Para confirmar la inmunogenicidad, los vectores individuales se probarán en ratones. 
 
EJEMPLO 7: Inmunogenicidad de vectores víricos de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24, L de dianas individuales 
y múltiples 
 20 
Se inyectarán sc en ratonas C57BL/6 1010 PV de Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 
[E1-, E2B-]-VP35, Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 o [E1-, E2b-]-L, o una combinación de 1010 PV de dos o 
más virus en una relación de 1:1:1. Se inyectarán en ratones de control 3x1010 PV de Ad-nulo (sin inserción de 
transgén). Las dosis se administrarán en 25 µl de tampón de inyección (HEPES 20 mM con sacarosa al 3 %) y los 
ratones se vacunarán tres veces a intervalos de 14 días. Catorce días después de la inyección final se recogerán 25 
bazos y sueros. Los sueros se congelarán a -20 °C. Se generarán suspensiones de esplenocitos se generarán 
aplastando suavemente los bazos a través de un filtro de células de nailon de 70 µm (BD Falcon, San José, CA). Los 
glóbulos rojos se eliminarán mediante la adición de tampón de lisis de glóbulos rojos (Sigma-Aldrich, San Luis, MO) y 
los esplenocitos se lavarán dos veces y se resuspenderán en R10 (RPMI 1640 complementado con L-glutamina 
(2 mM), HEPES (20 mM), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 µg/ml y suero bovino fetal al 10 %. Los esplenocitos 30 
se analizarán para determinar la producción de citocinas mediante ELISPOT y citometría de flujo. 
 
Estudios de inmunogenicidad: 
 
Dos semanas después de la última inmunización, Se determinará la actividad de IMC empleando ensayos ELISpot 35 
para células secretoras de IFN-γ (CFM) después de la exposición de esplenocitos a agrupaciones de péptidos AE. 
 
En resumen, las respuestas de IMC contra AE según lo evaluado mediante ensayos ELISpot para esplenocitos 
secretores de IFN-γ (CFM) se detectarán en ratones inmunizados para múltiples dianas pero no en ratones de control 
(en los que se ha inyectado el vector vacío Ad5-Nulo). La especificidad de las respuestas de ensayo ELISpot se 40 
confirmará por la falta de reactividad a antígenos peptídicos irrelevantes SIV-nef o SIV-vif. Un control positivo incluirá 
células expuestas a concanavalina A (Con A). 
 
Ensayo ELISPOT 
 45 
Se determinarán linfocitos T secretores de IFN-γ o IL-2 específicos de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 o L mediante 
ensayo ELISPOT a partir de esplenocitos de ratón recién aislados. En resumen, se estimularán 2x105 esplenocitos 
con 0,2 µg/pocillo de péptidos de 15 unidades solapantes en un único grupo procedente de GP, NP, VP40, VP35, 
VP30, VP24 o L. Las células se estimularán con Con A a una concentración de 0,0625 µg/por pocillo como un control 
positivo y se usarán grupos de péptidos completos de 15 unidades procedentes de SIV-Nef y SIV-Vif como controles 50 
peptídicos irrelevantes. El número de CFM se determinará usando un lector de placas Immunospot ELISpot y los 
resultados se presentarán como el número de CFM por cada 106 esplenocitos. Para determinar el nivel de citotoxicidad 
celular dependiente del complemento (CDCC), se realizará una prueba de CDCC usando células diana de AE. 
 
Estimulación intracelular de citocinas 55 
 
Se prepararán esplenocitos. Se realizarán ensayos de estimulación usando 1x106 esplenocitos vivos por pocillo en 
placas con fondo en U de 96 pocillos. Se sintetizarán grupos de péptidos solapantes que abarcan las secuencias 
codificantes completas de GP, NP, VP40, VP35, VP30, VP24 y L como 15meros con solapamientos de 11 aminoácidos 
y los grupos de péptidos liofilizados se disolverán en DMSO. Los grupos de péptidos construidos de manera similar 60 
correspondientes a SIV-Vif y SIV-Nef actuarán como controles fuera de diana. Se estimularán esplenocitos en medio 
R10 (RPMI 1640, suero bovino fetal al 10 % y antibióticos) mediante la adición de agrupaciones de péptidos a 
2 µg/ml/péptido durante 6 horas a 37 °C y CO2 al 5 %, con inhibidor del transporte de proteínas (GolgiStop) añadido 
2 h después del comienzo de la incubación. Los esplenocitos estimulados se teñirán después con respecto a 
marcadores de superficie de linfocitos CD8α y CD4, se fijarán, se permeabilizarán y después se teñirán con respecto 65 
a la acumulación intracelular de IFN-γ y TNFα. Se usarán anticuerpos contra CD8α, CD4, IFN-γ y TNFα de ratón y se 
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realizó tinción en presencia de anti-CD 16/CD32. Se realizará citometría de flujo y se analizará en el software BD 
Accuri C6. 
 
Ensayo de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) 
 5 
Se cultivarán células AE durante una noche a una densidad de 2x104 células por pocillo en microplacas de cultivo 
tisular de 96 pocillos. Se añadirán sueros de ratón termoinactivados agrupados a una dilución 1:50 y se incubarán a 
37 °C durante 1 hora. Después se añadirá suero de conejo a una dilución 1:50 como fuente de complemento y las 
células se incubarán 2,5 horas adicionales a 37 °C. Los sobrenadantes de cultivo celular se analizarán usando el 
ensayo de citotoxicidad no radiactiva Promega Cytotox 96, según las instrucciones del fabricante. El porcentaje de 10 
lisis de células AE se calculará mediante la fórmula % de lisis = (experimental - espontánea diana) /(máxima diana - 
espontánea diana) x 100 %. 
 
Estudios de inmunoterapia contra el ébola: 
 15 
Se realizarán estudios para probar la capacidad anti-Ébola de vacunas múltiples basadas en Ad5 [E1-, E2b-] en 
estudios de inmunoterapia en ratones con infecciones de Ébola establecidas. En este estudio, se evaluará la actividad 
anti-Ébola de los componentes individuales de la vacuna múltiple basada en Ad5 [E1-, E2b-]. 
 
Se inyectarán grupos de ratones C57B1/6 por vía subcutánea en el flanco derecho con 5x105 células que expresan 20 
AE. Los ratones se tratarán con 3 inyecciones subcutáneas con 1x1010 PV cada una de Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (sin 
transgén, p. ej., vector vacío), Ad5 [E1-, E2B-]-GP, Ad5 [E1-, E2B-]-NP, Ad5 [E1-, E2B-]-VP40, Ad5 [E1-, E2B-]-VP35, 
Ad5 [E1-, E2b-]-VP30, [E1-, E2b-]-VP24 y [E1-, E2b-]-L, respectivamente. 
 
EJEMPLO 8: Uso de GP y NP de virus del Ébola como dianas de vacuna. 25 
 
Se han construido vacunas de vectores basados en Ad5 (Ad5 [E1-]) recombinantes de generación anterior que 
contienen componentes génicos del virus del Ébola, incluyendo GP y/o NP, se han producido y se han probado en un 
entorno de laboratorio. Se han obtenido efectos protectores preclínicos prometedores en ratones y primates no 
humanos (PNH) usando estas vacunas, pero se anuló la eficacia cuando los animales presentaron inmunidad 30 
preexistente o inducida por el vector Ad5 contra el adenovirus. 
 
En este ejemplo, se usarán los componentes GP y NP del virus del Ébola en una vacuna. Ya que las cepas de Zaire 
y Sudán son responsables de la mayoría de las muertes de casos específicos de especie, se usarán inicialmente 
componentes víricos de estas dos cepas. Se empleará GP porque es una glucoproteína de superficie que puede ser 35 
diana. Los genes de GP de ambas cepas aisladas del Ébola se usarán para inducir respuestas inmunitarias 
ampliamente reactivas contra el Ébola. Ya que NP se asocia con VP35, VP30 y ARN polimerasa dependiente de ARN 
al complejo de transcriptasa-replicasa funcional, se usará en la vacuna para inducir respuestas inmunitarias que 
interfieren con y/o previenen la replicación del virus. De esta manera, se desarrollará una vacuna ampliamente reactiva 
basada en una plataforma Ad5 [E1-, E2b-] que inducirá respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células 40 
(IMC) contra el Ébola. 
 
Uso de vectores basados en Ad5 [E1-, E2b-] recombinantes como vacunas. 
 
La vacuna se administrará directamente mediante inyección subcutánea para exposición de antígenos del Ébola 45 
definidos a células presentadoras de antígenos (APC) que inducen respuestas inmunitarias potentes. 
Amplificación de vacunas contra el Ébola de vector basado en Ad5 [E1-, E2b-]. 
 
Se construyeron cuatro vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-] (FIG. 8). Para la vacuna de la cepa de Zaire, las 
secuencias de nucleótidos de GP y NP del brote actual (aislado de virus del Ébola de Zaire H.sapiens-50 
wt/GIN/2014/Gueckedou-C07, n.º de referencia de GeneBank KJ660347) se optimizaron para uso codónico humano 
y se clonaron en el vector Ad5 [E1-, E2b-] bajo la regulación de promotor de CMV. Se rescataron partículas víricas 
mediante la transfección de células E.C7 que expresan de manera estable los genes adenovíricos de E1 y E2b con 
construcciones de plásmido Ad5 [E1-, E2b-] linealizado, produciendo un producto Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ y un producto 
Ad5 [E1-, E2b-]-NPEZ. 55 
 
Para la vacuna contra la cepa de Sudán, las secuencias de nucleótidos de GP y NP de una cepa de Sudán del virus 
del Ébola (aislado de virus del Ébola de Sudán EboSud-682 2012, genoma completo GenBank: KC545392.1) se 
optimizaron para uso codónico humano y se clonaron en el vector Ad5 [E1-, E2b-] bajo la regulación de promotor de 
CMV. Se rescataron partículas víricas mediante la transfección de células E.C7 que expresan de manera estable los 60 
genes adenovíricos de E1 y E2b con construcciones de plásmido Ad5 [E1-, E2b-] linealizado, produciendo un producto 
Ad5 [E1-, E2b-]-GPES y un producto Ad5 [E1-, E2b-]-NPES. 
 
Producción, purificación y prueba de vacunas basadas en Ad5 [E1-, E2b-] recombinante. 
 65 
Se prepararán vacunas adicionales para estudios posteriores con PNH. La línea celular E.C7 permite que los vectores 
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Ad5 [E1-, E2b-] crezcan con rendimientos altos y reproducibles. Los vectores Ad5 [E1-, E2b-] se fabricarán y producirán 
mediante liberación de células humanas E.C7 usando Triton X-100, purificación en gradientes de CsCl o cromatografía 
de intercambio iónico, y diálisis contra HEPES 20 mM (pH 7,4) que contiene sacarosa al 5 %. Las vacunas de virus 
basadas en Ad5 [E1-, E2b-] recombinante purificado se dividirán en alícuotas y se congelarán en un baño de hielo 
seco-etanol. La infecciosidad de las partículas víricas se mide usando un ensayo en placa. Las concentraciones de 5 
partículas víricas (PV) se calcularán a partir de la absorbancia a 260 nm y se usarán para determinar las cantidades 
de virus para inmunizaciones in vivo. Las transferencias Western de lisados de células A549 transfectadas verificarán 
la expresión del transgén del antígeno. Un ejemplo de expresión de GP del Ébola (cepa de Zaire) en un lisado celular 
de células E.C7 después de 24 horas de transfección con Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ se muestra en la FIG. 9. 
 10 
Estudio de inmunogenicidad de aumento de dosis. 
 
Estos estudios se realizarán usando un modelo de ratón inmune a Ad5 clínicamente relevante. Los ratones BALB/c se 
harán inmunes a Ad5 mediante dos inyecciones subcutáneas con 1010 PV de Ad5-nulo en intervalos de dos semanas. 
Dos semanas después de la segunda inyección, se probarán los sueros para determinar Ab neutralizante de Ad5 15 
(NAb) para verificar que los ratones son inmunes a Ad5. Los ratones y monos tratados de esta manera logran títulos 
de NAb de Ad5 de 1/100 a 1/200 y en un ensayo clínico el título de NAb de Ad5 preexistente medio entre todos los 
pacientes fue 1:18961:71 (media ± ETM). Se evaluarán respuestas inmunitarias que se inducen después de 
inmunización con dosis crecientes de Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ/NPEZ y Ad5 [E1-, E2b-]-GPES/NPES (una mezcla igualmente 
combinada). Se inmunizarán grupos de ratones inmunes a Ad5 (n=5/grupo) dos veces por vía subcutánea cada dos 20 
semanas usando dosis crecientes de 4x108, 4x109 o 4x1010 PV (una mezcla de vacuna que contiene cantidades 
iguales de Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ/NPEZ y Ad5 [E1-, E2b-]-GPES/NPES). Se inyectarán en ratones de control (n = 5) 4x1010 
PV de Ad5 [E1-, E2b-]-nulo en la misma pauta. Catorce días después de la inmunización final, se evaluarán las 
respuestas inmunitarias mediadas por anticuerpos (Ab) y células (IMC). Para la evaluación de IMC, se evaluarán los 
esplenocitos de ratones individuales usando ensayos ELISpot descritos previamente para medir el número de células 25 
linfoides secretoras de interferón-γ (IFN-γ) e IL-2 después de exposición a grupos de péptidos GP o NP. Las muestras 
de suero se evaluarán para determinar la actividad de Ab usando productos purificados disponibles en el mercado. 
 
Usando la mayor dosis inmunogénica, se realizará un estudio que emplee una o dos inmunizaciones subcutáneas 
para determinar si son necesarias una o dos dosis para vacunación eficaz. Se inmunizarán grupos de ratones 30 
(n=5/grupo) una o dos veces cada dos semanas utilizando la dosis más eficaz de vacuna. Se inyectará en ratones de 
control (n = 5) Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la vacuna) en la misma pauta. Catorce días después de 
la inmunización final, se evaluarán las respuestas de Ab e IMC como se ha descrito anteriormente. Estos estudios 
permitirán determinar si son necesarias una o dos inmunizaciones para inducir respuestas inmunitarias significativas. 
 35 
Estudios de inmunogenicidad en ratones inmunes a Ad5 mediante ELISA, ELISpot y citometría de flujo. 
 
Para estos estudios, se usarán la dosis y frecuencia de vacunación más eficaces determinadas anteriormente. En un 
estudio de prueba de concepto en monos con vacuna contra la gripe, se observó que las respuestas de Ab, según lo 
evaluado por ensayos de inhibición de hemaglutinación (HAI), pueden necesitar hasta 30 días para desarrollar niveles 40 
máximos (FIG. 9). Por lo tanto, se evaluarán la actividad de Ab y respuestas IMC en ratones BALB/c inmunes a Ad5 
(n=5/grupo) a las dos semanas, 30 días y 60 días después de vacunación subcutánea con la dosis y frecuencia de 
vacunación más eficaces (mezcla de vacuna que contiene cantidades iguales de Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ/NPEZ y Ad5 
[E1-, E2b-]-GPES/NPES). Se inyectará en ratones de control Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la vacuna) 
en la misma pauta. Dos semanas, 30 días o 60 días después de la vacunación, se recogerán células de suero y bazo 45 
de ratones individuales. Se evaluarán los esplenocitos de ratones individuales para determinar respuestas de IMC 
usando ELISpot para medir el número de células linfoides secretoras de IFN-γ e IL-2 después de exposición a grupos 
de péptidos GP o NP. Ya que las respuestas de linfocitos T citotóxicos (CTL) también serán importantes en la 
evaluación de las vacunas, se analizará la secreción de granzima B mediante ensayos ELISpot en esplenocitos 
después de exposición a grupos de péptidos GP o NP para determinar la actividad de CTL, ya que este es un buen 50 
ensayo para medir la actividad de CTL funcional de CD8. Las muestras de suero se evaluarán para determinar la 
actividad de Ab frente a proteínas de virus del Ébola purificadas disponibles en el mercado empleando una técnica de 
ELISA. Para la actividad neutralizadora de virus, también se realizarán ensayos de neutralización de reducción de 
placas en sueros de ratones individuales. 
 55 
Según los estudios anteriores en los que se observan las mayores respuestas de IMC, también se realizarán estudios 
de citometría de flujo para caracterizar las respuestas inmunitarias de linfocitos T inducidas por inmunización con las 
vacunas. Se inmunizarán ratones BALB/c inmunes a Ad5 (n = 5) con la vacuna usando la dosis y frecuencia de 
vacunación más eficaces. Se inyectará en ratones de control (n = 5) Ad5 [E1-, E2b-]-nulo (cantidad de PV igual que la 
vacuna) en la misma pauta. Según el tiempo óptimo después de la vacunación, se extraerán los bazos y se 60 
determinarán los linfocitos T CD4+ y CD8+ mediante citometría de flujo para células que expresan IFN-γ y/o TNF-α 
después de la exposición a grupos de péptidos GP o NP. En resumen, se recogerán esplenocitos de ratones 
inmunizados y de control y se incubarán durante 5 horas con 0,5 µg/ml de grupos de péptidos GP o NP, en presencia 
de GolgiStop, un inhibidor del transporte de proteínas. Después, los linfocitos T CD4+ o CD8+ se fijarán, se 
permeabilizarán, se teñirán con respecto a IFN-γ o TNF-α y se analizarán mediante citometría de flujo. 65 
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Protección de ratones inmunes a Ad5 vacunados contra exposición a virus. 
 
En una prueba de viabilidad, se realizará un estudio de exposición en ratones. Dos grupos de ratones BALB/c 
(n=15/grupo) se volverán inmunes a Ad5 como se ha descrito anteriormente. Usando la dosis y frecuencia para 
vacunación más eficaces, un grupo se inmunizará con la vacuna (mezcla de vacuna que contiene cantidades iguales 5 
de Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ/NPEZ y Ad5 [E1-, E2b-]-GPES/NPES). Se inyectará en un grupo de control Ad5 [E1-, E2b-]-nulo 
(cantidad de PV igual que la vacuna) en la misma pauta. Cuando se obtienen títulos neutralizantes de virus inducidos, 
los ratones se expondrán mediante inoculaciones a una cepa letal del Ébola adaptada a ratones. Se supervisará la 
pérdida de peso y el tiempo hasta la muerte con respecto a los criterios de valoración. Se observará a los ratones 
diariamente para determinar signos clínicos de morbilidad durante más de 21 días después de la exposición. 10 
 
Estudios de fase 2 
 
En estudios de fase 2, se evaluará la inmunogenicidad de las vacunas contra el Ébola en PNH. Se determinará la 
dosis de inmunización adecuada, pauta de refuerzo y potencial de exposición al Ébola vivo. Además, se evaluará la 15 
plataforma basada en Ad5 [E1-, E2b-] que contiene genes de GP y NP fusionados de las cepas del virus del Ébola de 
Zaire y Sudán. De esta manera se producirán dos vectores recombinantes, un producto Ad5 [E1-, E2b-]-GPEZ/NPEZ y 
un productoAd5 [E1-, E2b-]-GPES/NPES. Al introducir múltiples genes en un vector basado Ad5 [E1-, E2b-] 
recombinante, el número de partículas víricas que serían necesarias se reducirá significativamente en comparación 
con la producción y combinación de cada uno de los 4 vectores recombinantes individuales. 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición que comprende un vector de adenovirus 5 que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una glucoproteína (GP) de un virus del Ébola, en donde el vector de adenovirus 5 comprende una supresión 
en una región del gen E1 y una supresión en una región del gen E2b y en donde el virus del Ébola es el virus del Ébola 5 
de Zaire (EBOV), virus del Ébola de Sudán (SUDV), virus del Ébola del bosque de Tai (TAFV), virus del Ébola de 
Bundibugyo (BDBV), virus del Ébola de Reston (RESTV) o cualquier combinación de los mismos. 
 
2. La composición de la reivindicación 1, en donde el vector de adenovirus 5 comprende además una supresión en 
una región del gen E3, una región del gen E4 o cualquier combinación de las mismas. 10 
 
3. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende además una citocina seleccionada 
del grupo que consiste en IFN-γ, TNFα, IL-2, IL-8, IL-12, IL-18, IL-7, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. 
 
4. La composición de la reivindicación 3, en donde la citocina es IL-7. 15 
 
5. Una composición según cualquier reivindicación anterior para su uso en un método para generar una respuesta 
inmunitaria contra un antígeno del virus del Ébola en un sujeto en donde el método comprende administrar la 
composición al sujeto. 
 20 
6. La composición para su uso según la reivindicación 5, en donde la administración se repite al menos una vez o al 
menos dos veces. 
 
7. La composición para su uso según la reivindicación 5 o 6, en donde la administración comprende al menos 1,0x1011, 
1,5x1011, 2,0x1011, 2,5x1011, 3,0x1011, 3,5x1011, 4,0x1011, 4,5x1011, 4,8x1011, 4,9x1011, 4,95x1011 o 4,99x1011 25 
partículas víricas (PV). 
 
8. La composición para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde, tras su administración, 
la composición es capaz de inducir una respuesta inmunitaria dirigida hacia células que expresan un antígeno del virus 
del Ébola de EBOV, en donde la respuesta inmunitaria comprende inmunidad mediada por células. 30 
 
9. La composición para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde la respuesta inmunitaria 
contra el antígeno del virus del Ébola aumenta en al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 veces por encima de 
la basal. 
 35 
10. La composición para su uso según la reivindicación 9, en donde la respuesta inmunitaria contra el antígeno del 
virus del Ébola se mide como una respuesta de anticuerpo específico de antígeno del virus del Ébola. 
 
11. La composición para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en donde la administración 
comprende la administración subcutánea. 40 
 
12. La composición para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde el sujeto comprende 
células que sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola. 
 
13. La composición para su uso según la reivindicación 12, en donde las células que sobreexpresan el antígeno del 45 
virus del Ébola sobreexpresan el antígeno del virus del Ébola al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15 o 20 veces por encima de una 
expresión basal de un antígeno del virus del Ébola en una célula no infectada. 
 
14. La composición para su uso según la reivindicación 12 o 13, en donde las células que sobreexpresan el antígeno 
del virus del Ébola comprenden células infectadas con Ébola, células sanguíneas, células epiteliales o cualquier 50 
combinación de las mismas. 
 
15. La composición para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 14, en donde el sujeto es un ser 
humano.  
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