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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para el tratamiento y/o la prevencion de la hepatitis C
Campo técnico
La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C.
Antecedentes de la técnica

Dos millones de personas padecen del virus de la hepatitis C (VHC) en Japdn, entre ellos 36.000 personas desarrollan
carcinoma hepatocelular cada afio donde muchos de dichos pacientes con cancer terminan muriendo. Aunque
actualmente el interferon (IFN) se usa como un farmaco anti-VHC, su efecto es limitado y esta asociado con serios
efectos secundarios. Por lo tanto, ha habido una necesidad del desarrollo de un farmaco mas seguro y mas eficaz.
Ademas, es necesario una accion urgente puesto que el riesgo de desarrollar cancer esta incrementando con el
envejecimiento de los pacientes infectados.

En las circunstancias actuales, se han desarrollado y usado farmacos para suprimir la replicaciéon del virus VHC tal
como analogos de acido nucleico e inhibidores de la proteasa para el tratamiento. Cuando se usan estos farmacos
para el tratamiento, sin embargo, es probable que surja un virus resistente a farmaco y el mecanismo de accién de los
farmacos sugiere que la eliminacion completa del virus es dificil y por tanto se requiere medicacién de por vida.
Recientemente, se ha desarrollado y usado un farmaco anti-VHC altamente activo pero el coste del tratamiento es
muy alto como unos 800.000-1.200.000 yenes por ciclo, lo que limita el nimero de pacientes que pueden recibir este
tratamiento. En tales circunstancias, encarecidamente se ha requerido el establecimiento de un tratamiento curativo
seguro y econémico que permita la retirada o la liberacion de la medicacion de por vida.

Los presentes inventores han establecido recursos de investigacion que se relacionan con la investigacion del VHC y
han establecido diferentes sistemas experimentales modelos preparando clones infecciosos de ADNc del VHC y
estableciendo animales infecciosos tales como ratones transgénicos y ratones quiméricos de higado humano que
pueden desarrollar la hepatitis C (por ejemplo, véase el documento no de patente 1: Wakita T., et al., J. Biol. Chem.,
1998, vol.273, pp. 9.001-9.006). Las caracteristicas principales de la infeccion por VHC incluyen una alta tasa de
infeccion persistente y transmisién para el desarrollo de hepatitis cronica. Durante un largo periodo de tiempo, los
presentes inventores se han dedicado al serio analisis e investigacion de este mecanismo desde el punto de vista de
la adquisicion y el déficit en la tolerancia inmunitaria usando el sistema experimental modelo anteriormente descrito y
demas (por ejemplo, véase en el documento no de patente 2: Inoue K., et al., Hepatology, 2007, vol.45, pp. 921-928).

Hasta ahora se han realizado muchos intentos de desarrollar una vacuna para prevenir la infecciéon por VHC pero no
se ha conseguido prevenir por completo la infeccién (por ejemplo, véase el documento no de patente 3: Choo QL., et
al., Pros. Natl. Acad. Sci. 1994, vol.91, pp. 1.294-1.298, Documento no de patente 4: Puig M., et. al., Vaccine 2004,
vol.22, pp. 991-1000, Documento no de patente 5: Abraham JD., Vaccine 2004, vol.22, pp. 3.917-3.928 y el documento
no de patente 6: EImowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad. Sci. 2007, vol.104, pp.8.427-8.432).

En general, se conoce un denominado método de sensibilizacién-refuerzo (prime-boost) como método para inducir
fuertemente la inmunidad mediada por célula, en el que se realiza una inmunizacién primaria con una vacuna de ADN
y, a continuacién, una inmunizacion de refuerzo con un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) (por ejemplo,
véase el documento no de patente 7: Houghton M., Immunol. Rev., enero de 2011, vol.239(1), p.99-108).

Sumario de la invencion
En estas circunstancias, se ha deseado el desarrollo de técnicas de tratamiento y prevencién que puedan inducir
inmunidad mediada por célula mas fuerte contra la hepatitis C y que sean eficaces en la eliminacion completa del

VHC.

La presente invencion se hizo considerando tales circunstancias y proporciona una composicion farmacéutica para su
uso en un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C y demés como se describe mas adelante.

(1) Una composicién farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante y

(i) un vector recombinante; o
(i) un virus vaccinia recombinante adicional,

para su uso en un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende
(a) administrar el primer virus vaccinia recombinante para una inmunizacioén primaria y, a continuacion, el vector

recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional para una inmunizacion de refuerzo; o
(b) administrar el vector recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacion, el primer virus vaccinia
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recombinante para una inmunizacion de refuerzo;

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc
del genoma del virus de la hepatitis C;

en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresion,
y todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C siempre que tenga una secuencia de nucleotidos
que difiera de la de todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el primer virus
vaccinia recombinante;

y en donde

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina no estructural del
virus de la hepatitis C; o

(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina estructural del virus
de la hepatitis C.

(2) Una composicion farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante para su uso en un método
para tratar y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende

(a) administrar el primer virus vaccinia recombinante para una inmunizacion primaria y, a continuacion,
administrar

(i) un vector recombinante; o
(i) un virus vaccinia recombinante adicional

para una inmunizacion de refuerzo; o
(b) administrar un vector recombinante para una inmunizacioén primaria y, a continuacion, administrar el primer
virus vaccinia recombinante para una inmunizacién de refuerzo;

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc
del genoma del virus de la hepatitis C;

y en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresion,
y todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleétidos
que difiera de la de todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el virus vaccinia
recombinante,

y en donde

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina no estructural del
virus de la hepatitis C; o

(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina estructural del virus
de la hepatitis C.

(3) Una composicion farmacéutica que comprende un vector recombinante para su uso en un método para tratar
y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende

(a) administrar un virus vaccinia recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacion, administrar
el vector recombinante para una inmunizacion de refuerzo; o

(b) administrar el vector recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacién, administrar un
virus vaccinia recombinante para una inmunizacién de refuerzo;

en donde el virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C;

y en donde el vector recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del genoma
del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleétidos que difiera de la de todo o una parte
del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el virus vaccinia recombinante,

y en donde

(A) el ADNc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de
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nucleotidos que codifica una proteina no estructural del virus de la hepatitis C; o

(B) el ADNCc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica una proteina estructural del virus de la hepatitis C.

(4) La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (3), en
donde los ADNc del genoma del virus de la hepatitis C codifican independientemente una proteina estructural del
virus de la hepatitis C, una proteina no estructural del virus de la hepatitis C, o una proteina estructural y una
proteina no estructural del virus de la hepatitis C.

(5) La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (3), en
donde los ADNc del genoma del virus de la hepatitis C son cada uno independientemente cualquier ADN de los
siguientes (a)-(f):

(a) ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:1;

(b) ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteina
estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C;

(c) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:2;

(d) ADN que comprende una secuencia de nucleotidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:2 y que codifica una proteina
estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C;

(e) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:3; o

(f) ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:3 y que codifica una proteina
estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C.

(6) La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (5), en
donde uno o mas de los promotores de expresién es un promotor hibrido.

(7) La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con el anterior punto (6), en donde la secuencia de
nucleotidos del promotor hibrido es ADN de los siguientes (a) o (b):

(a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:4; o
(b) ADN que comprende una secuencia de nucleotidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucledétidos representada por la SEQ ID NO:4 y que tiene actividad promotora.

(8) La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (7), en
donde el virus vaccinia recombinante, el primer virus vaccinia recombinante y/o el virus vaccinia recombinante
adicional es la cepa LC16m8.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama que muestra estructuras génicas de ratones modelo de la hepatitis C, una vacuna de
ADN que expresa el gen del VHC y un virus vaccinia recombinante.

La Figura 2 es un diagrama de los resultados que muestra que una vacuna de sensibilizacion-refuerzo que
comprende una combinacion de una vacuna de ADN del VHC y rVV indujo la reaccion de inmunidad mediada por
célula especifica al VHC en ratones Tg codificadores del VHC de longitud parcial.

La Figura 3 es un diagrama de los resultados que muestra que una vacuna de sensibilizacion-refuerzo que
comprende una combinacion de una vacuna de ADN del VHC y rVV redujo el nivel de expresion de la proteina
central (core) en el higado a un mayor alcance que una vacuna de ADN sola.

La Figura 4 es una fotografia que muestra los resultados del examen morfolégico de los higados después de una
administracion de vacuna de sensibilizacion-refuerzo en ratones Tg codificadores del VHC de longitud parcial.

La Figura 5 es un diagrama de los resultados que muestra que la activacién de la inmunidad mediada por célula
especifica era débil incluso con una vacuna de sensibilizacion-refuerzo en ratones Tg codificadores del VHC de
longitud completa.

La Figura 6 es un diagrama que muestra un proceso para desarrollar una novedosa vacunacion de sensibilizacion-
refuerzo.

La Figura 7 es un diagrama de los resultados (parte 1) que muestra que una combinacion de una vacuna de ADN
y un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia recombinante) que tienen diferentes regiones activo la
inmunidad mediada por célula especifica a un mayor alcance en ratones Tg codificadores del VHC de longitud
parcial.

La Figura 8 es un diagrama de los resultados (parte 2) que muestra que las combinaciones de una vacuna de ADN
y un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia recombinante) que tienen diferentes regiones activo la
inmunidad mediada por célula especifica a un mayor alcance en ratones Tg codificadores del VHC de longitud
parcial.

La Figura 9 es un diagrama de los resultados que muestra que una combinacion de una vacuna de ADN de N25y
CN2-rVV activé la inmunidad mediada por célula especifica incluso en ratones Tg codificadores del VHC de
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longitud completa fuertemente inmunodeprimidos.

La Figura 10 son fotografias que muestran los resultados del examen morfolégico de los higados de raton después
de una administracién de vacuna de sensibilizacion-refuerzo en ratones Tg codificadores del VHC de longitud
completa Rz15. En referencia a las figuras, el grupo rVV-N25 se refiere a aquellos administrados con ADN de N25
(vacuna primaria) y N25 rVV (vacuna de refuerzo), el grupo VHC-N25 se refiere a aquellos administrados con ADN
de N25 (vacuna primaria) y ADN de N25 (vacuna de refuerzo), y el grupo de vacuna de sensibilizacion-refuerzo se
refiere a aquellos administrados con ADN de N25 (vacuna primaria) y CN2-rVV (vacuna de refuerzo).

Modos para llevar a cabo la invenciéon

A continuacién en el presente documento, la presente invencion se describira en detalle. El alcance de la presente
invencién no debe estar limitado a estas descripciones y la presente invencion puede modificarse apropiadamente y
llevarse a cabo de una manera diferente de los siguientes ejemplos.

1. Sumario de la invencién

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion es una composicion farmacéutica para su uso en un método
para tratar y/o prevenir la hepatitis C (a continuacidén en el presente documento, también se refiere como una
"composicidon farmacéutica de la presente invencion") que comprende un (a) virus vaccinia recombinante de mas
adelante y un (b) vector recombinante, o un (c) virus vaccinia recombinante de mas adelante y un (d) virus vaccinia
recombinante de mas adelante,

en donde uno cualquiera del (a) virus vaccinia recombinante de mas adelante o el (b) vector recombinante de mas
adelante se administra para una inmunizacién primaria y, a continuacion, el otro para una inmunizacién de refuerzo, o
alternativamente uno cualquiera del (c) virus vaccinia recombinante de mas adelante o el (d) virus vaccinia
recombinante de mas adelante se administra para una inmunizacién primaria y, a continuacion, el otro para una
inmunizacioén de refuerzo. En este caso, los (a), (c) y (d) de mas adelante generalmente se refieren a las denominadas
vacunas vaccinia mientras que el (b) de mas adelante generalmente se refiere a una denominada vacuna de ADN,
pero ambos no se limitan particularmente a los mismos:

(a) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresioén, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C;

(b) un vector recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del genoma
del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleétidos que difiera de la de todo o una parte
del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el (a) virus vaccinia recombinante);

(c) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C;

(d) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleétidos que difiera de la de todo o
una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el (c) virus vaccinia recombinante).

Con el fin de inducir mas fuertemente inmunidad mediada por célula, un método de sensibilizacion-refuerzo
convencionalmente conocido generalmente emplea un método para tratar o prevenir inmunolégicamente la
enfermedad infecciosa o similar, en el que se conduce primero una inmunizacién primaria con una vacuna de ADN
que es seguida por una inmunizacion de refuerzo con un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) (documento
no de patente 7 previamente citado, etc.). De acuerdo con este método de sensibilizacion-refuerzo convencionalmente
conocido, el uso de los ADN que tienen secuencias de nucledtidos sustancialmente idénticas (usar los ADN de la
misma region del ADNc del genoma) para ADN incorporado en una vacuna de ADN usada para una inmunizacién
primaria (ADN derivado del ADNc del genoma del virus causante o similar) asi como el ADN incorporado en un virus
vaccinia recombinante usado para una inmunizacion de refuerzo ha sido un conocimiento técnicamente comun para
los expertos en la materia.

Los presentes inventores, sin embargo, encontraron que se podia inducir inmunidad mediada por célula especifica
mas significativa y mas fuerte cuando se usaban ADN que tenian diferentes secuencias de nucleétidos (usando ADN
de diferentes regiones del ADNc del genoma del virus causante o similar) como ADN incorporado en una vacuna para
una inmunizacion primaria y ADN incorporado en una vacuna para una inmunizacion de refuerzo, que cuando se
usaban los ADN de la misma region, lo cual era totalmente inesperado antes. También encontraron que este efecto
era mas notable en un modelo animal (ratén transgénico) que expresaba el gen del VHC de longitud completa es decir
es menos susceptible de inmunoestimulacion. Los presentes inventores ademas encontraron que este notable efecto
podia conseguirse usando la vacuna de ADN y el virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) para la inmunizacion
primaria y la inmunizacién de refuerzo de cualquier manera, y también usando virus vaccinia recombinante (vacunas
vaccinia) para tanto la inmunizacién primaria como la inmunizacion de refuerzo, lo cual ha sido totalmente inesperado
en los métodos de sensibilizacion-refuerzo convencionales. La presente invencion se logré en base a estos diferentes
descubrimientos conseguidos por intensos y continuos experimentos e investigaciones realizados por los presentes
inventores.
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2. Vacuna vaccinia (virus vaccinia recombinante)

Los virus vaccinia recombinantes de (a), (c) y (d) mencionados en el anterior punto 1 (en concreto, los virus vaccinia
recombinantes del VHC; las denominadas vacunas vaccinia) y un método para preparar los mismos se describiran
mas adelante.

Todos los genes que codifican la proteina del virus de la hepatitis C (VHC), los genes que codifican las regiones
proteicas estructurales que construyen la capside y los genes que codifican las regiones proteicas no estructurales
implicadas en la replicacion ya han sido clonadas e insertadas en plasmidos. Por lo tanto, los genes contenidos en un
virus vaccinia recombinante de la presente invencién pueden obtenerse por una técnica de ingenieria genética
habitual. Por ejemplo, puede emplearse un método de sintesis de acido nucleico que use un sintetizador de ADN
comunmente usado como técnica de ingenieria genética. Como alternativa, puede emplearse una técnica de PCR en
la que se aisla una secuencia del gen y se sintetiza como un molde y, a continuacién, se disefian cebadores especificos
para cada gen para amplificar la secuencia del gen con un equipo de PCR, o una técnica de amplificacion del gen que
usa un vector de clonacién. Los métodos anteriormente descritos facilmente pueden llevarse a cabo por los expertos
en la materia en referencia a "Molecular cloning, A Laboratory Manual" 32 Edicién. (Cold Spring Harbor Laboratory
Press (2001)) o similar. El producto resultante de la PCR puede purificarse empleando un método conocido.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el gen del VHC anteriormente descrito insertado
dentro del plasmido (genotipo 1b; acidos nucleicos n.° 1-9.611; nimero de registro de DDBJ/EMBL/GenBank;
AY045702) puede usarse como un molde. La PCR puede llevarse a cabo usando ADNc del gen del VHC como un
molde y cebadores especificos al gen del VHC para preparar cada una de las regiones del gen del VHC. De acuerdo
con la presente invencién, todos las regiones del gen del VHC se denominan "CNS", los genes que codifican
basicamente las regiones proteicas estructurales de una proteina estructural que construye la capside (parcialmente
incluido un gen que codifica una regién proteica no estructural) se denominan "CN2", y los genes que codifican
basicamente las regiones proteicas no estructurales implicadas en la replicacion (parcialmente incluido un gen que
codifica una region proteica estructural (especificamente, una parte de la regién E2 (pero no la regiéon E2 de longitud
completa) y la regiéon p7)) se denominan "N25".

Las secuencias de nucledtidos de CN2, N25 y CN5 estan representadas por las SEQ ID NO: 1, 2 y 3, respectivamente.
Ademas del ADN que tiene las secuencias de nucleétidos representada por las SEQ ID NO:1-3, también pueden
usarse en la presente invencion los siguientes ADN.

ElI ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO:1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina estructural y una proteina no
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN2).

ElI ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO:2 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina estructural y una proteina no
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de N25).

EI ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO:3 en condiciones rigurosas y que codifica una proteina estructural y una proteina no
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN5).

En el presente documento, la expresién "que codifica una proteina estructural del virus de la hepatitis C" significa que
codifica una proteina que construye la capside del virus, especificamente, codifica al menos la region central, la regién
E1 y la regién E2. Adicionalmente, la expresion "que codifica una proteina no estructural del virus de la hepatitis C"
significa que codifica una proteina generada en la célula tras la proliferacion del virus, especificamente para codificar
al menos la regién NS2, la region NS3, la region NS4a, la region NS4b, la region NS5a y la region NS5b. Ademas, la
expresion "que codifica una proteina estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C" significa que
codifica una proteina que construye la capside del virus asi como una proteina generada en la célula tras la
proliferacion del virus, especificamente para codificar al menos la regién central, la regién E1, la region E2, la region
NS2, la region NS3, la region NS4a, la region NS4b, la region NS5a y la region NS5b.

Ademas, los genes que codifican las proteinas estructurales y los genes que codifican las proteinas no estructurales
anteriormente descritos comprenden secuencias de longitud completa asi como secuencias parciales de las mismas.

En el caso de CN2, no tiene que ser de una longitud completa y puede ser una parte de la misma siempre que contenga
todas o algunas de la region central, la region E1, la region E2, la region p7 y la region NS2 (o una parte de la misma).
Por ejemplo, la regién E1 (589°-1.164°) y la regiéon E2 (1.165°-2.253°) pueden usarse entre la secuencia de nucledtidos
representada por la SEQ ID NO:1.

En el caso de N25, no tiene que ser de una longitud completa y puede ser una parte de la misma siempre que contenga
todas o alguna de la region E2 (especificamente una parte de la misma), la region p7, la regién NS2, la region NS3, la
region NS4a, la region NS4b, la region NS5a y la region NS5b. Por ejemplo, la region NS2 (805°-1.455°) y la region
NS3 (1.456°-3.348°) pueden usarse entre la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:2.
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En el caso de CN5, no tiene que ser de una longitud completa y puede ser una parte de la misma siempre que contenga
todas o algunas de la region central, la regiéon E1, la region E2, la regién p7, la region NS2, la region NS3, la region
NS4a, la region NS4b, la region NS5a y la region NS5b. Por ejemplo, la region E1 (589°-1.164°), la region E2 (1.165°-
2.253°), laregion NS2 (2.443°-3.093°) y la regién NS3 (3.094°-4.986°) pueden usarse entre la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO:3.

Las variantes de ADN anteriormente descritas pueden obtenerse por sintesis quimica o de una biblioteca de ADNc o
una biblioteca gendmica mediante una técnica de hibridacién conocida tal como la hibridacién en colonia, la hibridacion
en placa o la transferencia tipo Southern que usa ADN que tiene la secuencia de nucleétidos representada por las
SEQ ID:1-3 o un fragmento de la misma como sonda. Ejemplos de las condiciones rigurosas empleadas en la
hibridacion anteriormente descrita incluyen 0,1 x SSC-10 x SSC, SDS al 0,1 %-1,0% y 20 °C-80 °C. Mas
especificamente, las condiciones pueden incluir hibridacion previa a 37 °C-56 °C durante 30 minutos o mas, seguido
de 1-3 veces de lavado en 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % a temperatura ambiente durante 10-20 minutos. Para un
procedimiento mas detallado de la técnica de hibridacion, véase "Molecular Cloning, A Laboratory Manual" 32 Edicion
(Cold Spring Harbor Press (2001)) o demas.

Como alternativa, también puede usarse el ADN que tiene 50 % o mas, 60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 %
o0 mas, 95 % o mas, 98 % o mas 0 99 % o mas de homologia (identidad) con la secuencia de nucledtidos representada
por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteina estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C
(variante de ADN de CN2); el ADN que tiene 50 % o mas, 60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 %
0 mas, 98 % o méas 0 99 % o mas de homologia (identidad) con la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ
ID NO:2 y que codifica una proteina estructural y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C (variante de
ADN de N25); o el ADN que tiene 50 % o mas, 60 % o mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 %
o mas 0 99 % o mas de homologia (identidad) con la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:3 y
que codifica una proteina no estructural y una proteina estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN5).

Un promotor contenido en el virus vaccinia recombinante de la presente invencidon es un promotor hibrido que
comprende un cuerpo de inclusion tipo A de poxvirus (ATI) y repeticiones en tandem del promotor de expresion
temprana de la proteina del virus vaccinia de 7,5 kDa (p7.5) dentro de la region del gen de la hemaglutinina (HA) del
virus vaccinia. Este promotor puede estar ligado a un plasmido adecuado. Por ejemplo, se conoce pBMSF7C (Arch.
Virol. 138, 315-330, 1994; Publicacion de solicitud de patente pendiente de examen japonesa n.° Heisei 6-237773).

Una secuencia de nucleétidos de un promotor hibrido que puede usarse en la presente invencion esta representada
por la SEQ ID NO:4. Ademas del ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:4,
el ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO:4 en condiciones rigurosas y que tiene actividad promotora también puede usarse en
la presente invencion. Las "condiciones rigurosas" son las mismas que las anteriormente descritas. La expresion "que
tiene actividad promotora" significa que tiene actividad para iniciar la transcripcidon de un gen que codifica una proteina
estructural o una proteina no estructural. Adicionalmente, también puede usarse el ADN que tiene 50 % o mas, 60 %
0 mas, 70 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas o0 99 % o mas de homologia (identidad) con
la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:4 y que tiene actividad promotora.

Este promotor hibrido puede expresar una gran cantidad de proteina en una forma completamente glicosilada de
infeccion de virus vaccinia de temprana a tardia. De acuerdo con la presente invencién, un vector plasmidico que tiene
el gen del VHC (CNS5) insertado en direccion 3' del promotor pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN5. Adicionalmente,
de acuerdo con la presente invencion, un vector plasmidico que tiene basicamente un gen de la region proteica
estructural (parcialmente incluida una region proteica no estructural) (CN2) insertado en direccion 3' del promotor
pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN2. Ademas, un vector plasmidico que tiene basicamente un gen de la region
proteica no estructural (parcialmente incluida una region proteica estructural) (N25) insertado en direccion 3' del
promotor pPBMSF7C se denomina pBMSF7C-N25.

Un virus vaccinia recombinante puede prepararse introduciendo estos vectores plasmidicos en un virus vaccinia
hospedador. Puede emplearse cualquier técnica conocida para introducir el vector plasmidico en un hospedador. Por
ejemplo, pueden introducirse cada uno de los vectores plasmidicos pPBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25
en una célula animal infectada con la cepa del virus vaccinia atenuada LC16m8 para inducir la recombinacion
homologa en la region del gen de la hemaglutinina (HA) del virus vaccinia, preparando de este modo el virus vaccinia
recombinante (rVV-CN5, rVV-CN2 y rVV-N25) que expresa las respectivas proteinas del VHC.

En este caso, la cepa del virus vaccinia LC16m8 que se usa para preparar el virus vaccinia recombinante puede
proliferar en un animal individual, pero es una cepa atenuada cuya propiedad de proliferacion es extremadamente baja
en las células nerviosas. Esta cepa esta aprobada como una vacuna contra la viruela en Japon, donde no ha causado
serios efectos secundarios tras la vacunacion de aproximadamente 50.000 nifios (informe de investigaciéon del
"Smallpox Research Group, Ministry of Health and Welfare", Clinical Virology, Vol.3, No.3, 269, 1975). Por otra parte,
se informa que su capacidad de inducir inmunidad es comparable con la de la cepa Lister madre, y asi la cepa LC16m8
es una vacuna segura y eficaz.
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Puesto que el gen de la proteina del VHC esta insertado en la regién del gen de la HA del virus vaccinia en los rVV-
CN5, rVV-CN2 y rVV-N25 preparados, se suprime la expresién de la proteina HA y por tanto no se observa
hemaglutinacién. Por consiguiente, la hemaglutinacién de eritrocitos aviares con placas formadas por la infecciéon de
células animales con rVV-CN5, rVV-CN2 y rVV-N25 se usa como un indicador para el cribado del virus vaccinia
recombinante. El virus vaccinia recombinante de interés puede obtenerse seleccionando una placa blanca sin
hemaglutinina.

El virus obtenido de la placa blanca puede someterse a PCR usando el genoma del virus como modelo y los cebadores
especificos al gen del VHC para confirmar la transferencia del gen del VHC.

La expresion de la proteina del VHC puede confirmarse por el método de transferencia tipo Western usando células
animales infectadas con rVV-CN5, rVV-CN2 y rVV-N25 como muestras. En este caso, como anticuerpo, puede usarse
IgG purificada de un antisuero preparado por inmunizacion de polipéptido del VHC (J. Biol. Chem. 279:14.531-14.541,
2004) que usa la Proteina G.

Si no es la regiodn del gen de la HA, normalmente se usa la region del gen de la timidina cinasa (TK) como el sitio de
insercion para el gen de interés tras la preparacion del virus vaccinia recombinante. Si se inserta el gen de interés en
la regién del gen de la TK, se suprime la expresion de TK por lo que se sabe que la propiedad de proliferacion del
virus vaccinia recombinante se reduce. Mientras tanto, se informa que la supresion de la expresioén de la proteina HA
tiene poco efecto sobre la propiedad de proliferacion del virus vaccinia recombinante (Vaccine 12, 675-681, 1994). Por
consiguiente, de acuerdo con la presente invencion, la region del gen de la HA es preferible como sitio de insercién
para el gen de interés.

3. Vacuna de ADN (vector recombinante)

A continuacioén en el presente documento, se describira el (b) vector recombinante (la denominada vacuna de ADN)
mencionado en el anterior punto 1 y un método para preparar el mismo y demas.

Una vacuna de ADN es un vector de transporte de gen (plasmido o virus) que incorpora un gen deseado (ADN derivado
del genoma del VHC de acuerdo con la presente invencién), el cual se administra a un paciente o similar de manera
que la célula que incorpora esta vacuna de ADN genere una proteina o un péptido expresado de dicho gen deseado.
La proteina generada o similar estimula el sistema inmunitario e induce su anticuerpo. Puesto que la vacuna de ADN
permanece dentro del cuerpo durante un largo periodo de tiempo después de la administracion y continua la
generacion gradual de la proteina o similar, puede evitarse la reaccién inmunitaria excesiva y su estructura simple
permite la modificaciéon (Tang DC et al., Nature 356: 152-154, 1992; Barry MA et al., Nature 377: 632-635, 1995).
Ademas, es ventajoso porque la reaccién inmunitaria inducida en el hospedador es tipo Th2 (Tang DC et al., Nature
356: 152-154, 1992; Ulmer JB et al., Science 259: 1.745-1.749, 1993; Hoffman SL et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 772:
88-94, 1995).

La vacuna de ADN usada en la presente invencion puede ser un vector plasmidico o un vector virico que incorpora
ADNCc similar al ADNc derivado del genoma del VHC o similar (incluidas las variantes de dicho ADNc) incorporado en
el virus vaccinia recombinante descrito en el anterior punto 2 o un correspondiente ARN. Especificamente, ejemplos
preferidos de la vacuna de ADN usada en la presente invencion incluyen, pero sin limitacién, los vectores plasmidicos
anteriormente mencionados pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25.

4. Composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C

La composicion farmacéutica de la presente invencién es una composicion farmacéutica que comprende una
combinacién del (a) virus vaccinia recombinante y el (b) vector recombinante descritos en el anterior punto 1, o una
composicion farmacéutica que comprende una combinacion del (c) virus vaccinia recombinante y el (d) virus vaccinia
recombinante.

Para el uso combinacional anteriormente descrito, es importante que la secuencia de nucleétidos de todo o una parte
del ADNc del genoma del VHC contenido (incorporado) en el anterior (a) virus vaccinia recombinante sea diferente de
la secuencia de nucleétidos de todo o una parte del ADNc del genoma del VHC contenido (incorporado) en el anterior
(b) vector recombinante.

De manera similar, para el uso combinacional anteriormente descrito, es importante que la secuencia de nucleotidos
de todo o una parte del ADNc o el genoma del VHC contenido (incorporado) en el anterior (c) virus vaccinia
recombinante sea diferente de la secuencia de nucledtidos de todo o una parte del ADNc del genoma del VHC
contenido (incorporado) en el anterior (d) virus vaccinia recombinante.

Puesto que los ADN incorporados del genoma del VHC tienen diferentes secuencias de nucleétidos entre si como se
ha descrito anteriormente, pueden ejercer un notable efecto como se ha descrito anteriormente, en concreto un efecto
de induccién inmunitaria mediada por célula especifica muy fuerte.
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La combinacién de los ADN derivados del genoma del VHC incorporados en el anterior (a) virus vaccinia recombinante
y el anterior (b) vector recombinante, y la combinacion de los ADN derivados del genoma del VHC incorporados en el
anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d) virus vaccinia recombinante no estan particularmente limitados
y pueden seleccionarse arbitrariamente entre diferentes ADN derivados del genoma del VHC descritos en el anterior
punto 2 que pueden usarse en la presente invencion. Ejemplos de la combinacion incluyen, pero sin limitacién, una
combinacién donde N25 esta incorporado en el anterior (a) virus vaccinia recombinante mientras que CN2 esta
incorporado en el anterior (b) vector recombinante, o viceversa, y la combinaciéon donde N25 esta incorporado en el
anterior (c) virus vaccinia recombinante mientras que CN2 esta incorporado en el anterior (d) virus vaccinia
recombinante, o viceversa.

Ademas, en una composicion farmacéutica de la presente invencion, cuando se emplea la combinacién del anterior
(a) virus vaccinia recombinante y el anterior (b) vector recombinante, es importante que uno cualquiera de ellos se
administre para una inmunizacion primaria y, a continuacion, el otro para una inmunizacién de refuerzo. De manera
similar, cuando se emplea la combinacion del anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d) virus vaccinia
recombinante, es importante que uno cualquiera de ellos se administre para una inmunizacién primaria y, a
continuacion, el otro para una inmunizacién de refuerzo. De acuerdo con la presente invencion, la administracion para
la inmunizacion primaria puede realizarse en dosis multiple (preferentemente dos veces) y la administraciéon para la
inmunizacion de refuerzo puede realizarse en dosis multiple (preferentemente dos veces). Por ejemplo, una pauta
posoldgica preferible puede incluir administraciones para la inmunizacién primaria dos veces en la semana O y la
semana 2 seguido de una administracion para la inmunizacion de refuerzo en la semana 4, o una administracion para
la inmunizacién primaria en la semana 0 seguido de administraciones para la inmunizacion de refuerzo dos veces en
la semana 2 y en la semana 4. El método para inducir la inmunidad mediada por célula en la que se administran
secuencialmente diferentes tipos de vacunas en dos fases, es decir, la inmunizacion primaria y la inmunizacion de
refuerzo, es caracteristico del método de sensibilizacién-refuerzo.

En el presente documento también se describe un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C, que comprende:
administrar uno de un (a) virus vaccinia recombinante de mas adelante o un (b) vector recombinante de mas adelante
a un animal de prueba (paciente) para una inmunizacién primaria; y, a continuacion, administrar el otro para una
inmunizacién de refuerzo:

(a) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C; y

(b) un vector recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del genoma
del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucledtidos que difiera de la de todo o una parte
del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el (a) virus vaccinia recombinante).

En el presente documento también se describe el uso de una composicion farmacéutica de la presente invencién para
tratar y/o prevenir la hepatitis C, especificamente, el uso del anterior (a) virus vaccinia recombinante y el anterior (b)
vector recombinante, en particular, el uso de uno del anterior (a) virus vaccinia recombinante o el anterior (b) vector
recombinante para una inmunizacion primaria y el otro para una inmunizacion de refuerzo.

En el presente documento también se describe un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C, que comprende:
administrar uno de un (c) virus vaccinia recombinante de mas adelante o un (d) virus vaccinia recombinante de mas
adelante a un animal de prueba (paciente) para una inmunizacién primaria; y, a continuacién, administrar el otro para
una inmunizacion de refuerzo:

(c) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C; y

(d) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresién, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleétidos que difiera de la de todo o
una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el (c) virus vaccinia recombinante).

En el presente documento también se describe el uso de una composicion farmacéutica de la presente invencién para
tratar y/o prevenir la hepatitis C, especificamente, el uso del anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d)
virus vaccinia recombinante, en particular, el uso de uno del anterior (c) virus vaccinia recombinante o el anterior (d)
virus vaccinia recombinante para una inmunizacién primaria y el otro para una inmunizacion de refuerzo.

Una composicidon farmacéutica de la presente invencidon puede introducirse en un organismo mediante cualquier
método conocido, por ejemplo, pero sin limitacién, por inyeccion intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o
subcutanea; inhalacion nasal, bucal o pulmonar; o administracion oral. De manera adicional, el virus vaccinia
recombinante contenido en la composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse en combinacion
con un farmaco antivirico existente (por ejemplo, interferon). Una realizacion de estas administraciones
combinacionales no esta particularmente limitada. El virus recombinante de la presente invencion puede administrarse
simultdneamente con el farmaco antivirico existente, o pueden introducirse en un organismo de acuerdo con un método
en el que se administra uno después del otro tras un determinado periodo de tiempo.
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Ademas, una composicién farmacéutica de la presente invenciéon también puede mezclase con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable conocido tal como un excipiente, un agente espesante, un aglutinante y un lubricante,
un tampén, un agente de tonicidad, un agente quelante, un colorante, un conservante, una fragancia, un agente
aromatizante, un edulcorante o similares.

Una composicién farmacéutica de la presente invencion puede administrarse por via oral o parenteral de acuerdo con
su forma que incluye agentes orales tales como un comprimido, una capsula, un agente en polvo, un agente granular,
una pildora, una solucién, un jarabe o similar, o agentes parenterales tales como una inyeccioén, un agente tépico, un
supositorio o unas gotas de ojo. Ejemplos preferibles incluyen inyecciones locales tales como inyecciones
intradérmicas, intramusculares e intraperitoneales.

Aunque una dosis puede elegirse apropiadamente de acuerdo con el tipo del principio activo, la via de administracion,
el sujeto de administracioén, la edad, el peso, el sexo y los sintomas del paciente, y otras condiciones, la dosis diaria
del virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) o el vector recombinante (vacuna de ADN) es de aproximadamente
1.000-1.000.000.000 UFP (unidades formadoras de placa) y preferentemente aproximadamente 100.000-100.000.000
UFP en el caso de la administraciéon oral, mientras que es de aproximadamente 100-1.000.000.000 UFP y
preferentemente de aproximadamente 1000-100.000.000 UFP en el caso de la administracion parenteral. El virus
vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) o el vector recombinante (vacuna de ADN) puede administrarse una vez o
varias veces al dia.

Es preferible que el titulo del anticuerpo o la actividad de inmunidad mediada por célula como vacuna se mida de
antemano para el virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) o el vector recombinante (vacuna de ADN) usado en
la presente invencion.

Por ejemplo, el titulo de anticuerpo contra rVV-CN5, rVV-CN2, rVV-N25 o la cepa madre LC16m8 como el virus
vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) puede determinarse inoculando conejos con estas cepas viricas y recogiendo
secuencialmente los sueros para medir los valores de ELISA contra el VHC en los sueros. El titulo del anticuerpo del
vector recombinante (vacuna de ADN) también puede medirse de la misma manera que se ha descrito anteriormente.

Ademas, la actividad de inmunidad mediada por célula puede medirse inoculando ratones con rVV-CN5, rVV-CN2,
rVV-N25, o la cepa madre LC16m8 y, a continuacion, aislando las células del bazo de los ratones inmunizados para
determinar si se induce o no LTC (linfocito T citotoxico) especifico al VHC por ensayo ELISPOT. La actividad de
inmunidad mediada por célula del vector recombinante (vacuna de ADN) también puede medirse de la misma manera
que se ha descrito anteriormente.

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describirA mas especificamente a modo de
ejemplos, aunque la presente invencion no debe limitarse a los mismos.

Ejemplo 1

Ratén transgénico

Se usaron ratones transgénicos (VHC-Tg) (CN2-29¢")/MxCret*”) (MxCre/HCR6-CN2), RzCN5-15(t-)/MxCrel*-
)J(MxCre/HCR6-RzB15)) en los que la expresion del gen del VHC puede inducirse en cualquier momento mediante la
administracion de poli(l:C) (Figura 1B), y C56BL/6.

Los ratones VHC-Tg que se administraron con poli(l:C) para permitir la expresion continua de la proteina del VHC
durante 3 meses se usaron para los experimentos. Los ratones CN2-29¢)/MxCre*") codificaban una parte del gen del
VHC mientras que los ratones RzCN5-15(*)/MxCre*") codificaban el gen del VHC de longitud completa.

Ejemplo 2

Preparacion de la vacuna de la expresion del gen del VHC (vacuna de ADN)

Se usaron vacunas de ADN del VHC (VHC-CN2 (o ADN de CN2 ) y VHC-N25 (o ADN de N25 )) preparadas a partir
del vector plasmidico pPBMSF7C que contenian todas las regiones del gen del VHC (Figura 1A) mediante la insercion
de las regiones del gen que codifican basicamente las regiones proteicas estructurales (CN2) del VHC vy las regiones
del gen que codifican basicamente las regiones proteicas no estructurales (N25) del VHC en los vectores plasmidicos
pCAGGS, respectivamente por el método PCR y la reaccion de la enzima de restriccion como una vacuna primaria
(vacuna para una inmunizacién primaria) o una vacuna de refuerzo (vacuna para una inmunizacion de refuerzo) (Figura
1C). Se us6 una vacuna de ADN sin las regiones del gen del VHC (vacio) como control para estas vacunas.
Adicionalmente, se usaron rVV-CN2 y rVV-N25, en concreto, los virus vaccinia recombinantes (rVV) obtenidos
insertando las mismas secuencias que las secuencias incorporadas en las vacunas de ADN en las cepas de virus
vaccinia LC16m8, como o bien la vacuna primaria o la vacuna de refuerzo (Figura 1C).
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Ejemplo 3

Preparacion de los virus vaccinia recombinantes (vacunas vaccinia)

Todas las regiones del gen del virus de la hepatitis C (CN5) y las regiones del gen que codifican las regiones proteicas
estructurales que construyen la capside (CN2) y las regiones del gen que codifican las regiones proteicas no
estructurales implicadas en la replicacion (N25) (numero de registro DDBJ/EMBL/GenBank; AY045702) se insertaron
cada una en sitios Sbfl y Sgfl del plasmido pBMSF7C (véase la publicacion de la solicitud de patente pendiente de
examen japonesa n.° Heisei 6-237773) para preparar los vectores plasmidicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y
pBMSF7C-N25, en los que los genes derivados del genoma del VHC se insertaron en direccién 3' del promotor hibrido
ATI/p7.5 dentro de la region del gen de la hemaglutinina (HA).

Células de cultivo primario de rifién de conejo se sembraron en un matraz T175. Una vez que las células alcanzaron
confluencia, se usé la cepa del virus vaccinia atenuada LC16m8 para infeccion a mdi=10 y 30 °C durante dos horas.
El término mdi (multiplicidad de infeccidn) se refiere a UFP por célula. Después de la infeccion, se retird por aspiracion
la solucién del virus y las células se lavaron con PBS(-). Posteriormente, las células se sometieron a un tratamiento
con 0,05 % de tripsina/EDTA 0,5 mM/PBS(-), lavadas con un medio 10% de FCS/MEM, PBS(-) y un tampon HeBS vy,
a continuacion, las células se suspendieron en 600 pl de un tampén HeBS. Se diluyeron 40 ug de cada uno de los
vectores plasmidicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 en un tampén HeBS a una cantidad total de
200 pl, lo cual se afiadio a la suspension celular y se mezcld y se dejo reposar sobre hielo durante 10 minutos. La
suspensién celular afiadida con el vector plasmidico se transfiri6 dentro de una cubeta de 0,4 cm y se sometid a
electroporacion (0,2 kV, 960 pF) usando un electroporador (Bio-Rad). Inmediatamente después de la electroporacion,,
se afiadio 1 ml de un medio 10 % de FCS/MEM a la suspensién celular para dilucion. Esta suspension celular se
afnadio a células RK13 o células de cultivo primario de rifidn de conejo que se habian sembrado en un matraz T175
por adelantado y se cultivé a 30 °C durante 24 horas.

Después de 24 horas de cultivo, el sobrenadante del cultivo se retird por aspiracién y las células se lavaron con PBS(-
). Posteriormente, las células se sometieron a un tratamiento con 0,05 % de tripsina /EDTA 0,5 mM/PBS(-) y, a
continuacion, se suspendieron en un medio 10 % de FCS/MEM. La suspension celular se recogi6, se sometié a
tratamiento ultrasénico (30 s x 4 veces) en agua fria y, a continuacion, se centrifugd (2.000 rpm, 10 min). El
sobrenadante resultante se usé como la solucién del virus. La solucion del virus se diluyé en un medio 10 % de
FCS/MEM, y se us6 para infectar células de cultivo primario de rifién que se habian sembrado en una placa de 100 mm
a 30 °C durante una hora. Después de retirar la solucién del virus por aspiracion, las células se lavaron con PBS(-).
Se afiadié un medio 10 % de FCS/ 0,5 % de metilcelulosa/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas después,
el sobrenadante se retiré por aspiracion y el resultante se lavé con PBS(-). Se afiadié una solucién de eritrocitos
aviares diluidos en PBS(+) a la placa de 100 mm para cultivar a 37 °C durante 30 minutos. La solucién de eritrocitos
se retir6 por aspiracion y las células se lavaron con PBS(-) dos veces. Las placas que no absorbieron los eritrocitos
aviares se recogieron usando una pipeta Pipetman. Las placas recogidas se sometieron a PCR y secuenciacion
genética para confirmar la transferencia del gen del VHC. Las placas confirmadas con transferencia del gen se
sometieron a purificacion de placa repetida durante tres veces.

Los virus aislados después de las tres veces de purificacion de placa se sometieron a cultivo a escala pequefia. La
colonia obtenida después de la tercera purificacion se suspendié en 700 ul de medio 10 % de FCS/MEM y se sometio
a un tratamiento ultrasénico en agua fria. Después de la centrifugacion (2.000 rpm, 10 min), se afadié 500 pl del
sobrenadante a células de cultivo primario de rifidn que se habian sembrado en un matraz T25 para infeccién a 30 °C
durante 2 horas. Después de la infeccion, se retir6 por aspiracion la solucidn del virus y las células se lavaron con
2,5 ml de medio 10 % de FCS/MEM. El medio se retir6 por aspiracion y se afiadio de nuevo 2,5 ml del medio 10 % de
FCS/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas después, las células se rasparon del matraz usando un
raspador y se recogio la suspension celular. La suspension celular recogida se sometié a un tratamiento ultrasénico
(30 s, 4 veces) en agua fria seguido de centrifugacién. El sobrenadante resultante se recogié como una solucion del
virus. La solucion del virus recogida se diluy6 en serie y se afadié a células RK13 o células de cultivo primario de rifidn
de conejo que se habian sembrado en una placa de 6 pocillos para infecciéon a 30 °C durante una hora. La solucién
del virus se retiré por aspiracion, las células se lavaron dos veces con PBS(-) y, a continuacion, se afiadié un medio
10 % de FCS/0,5 % de metilcelulosa/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas después, se cont6 el nimero
de placas formadas en el pocillo para determinar el titulo.

Se condujo un cultivo a gran escala en base al titulo determinado. Se sembraron células RK13 o células de cultivo
primario de rifidn de conejo en diez matraces T175. Una vez que las células alcanzaron confluencia, se usé la solucion
del virus vaccinia recombinante para infeccién a mdi=0,1 y 30 °C durante dos horas. Después de la infeccion, se retird
por aspiracion la solucién del virus y las células se lavaron con 20 ml de medio 10 % de FCS/MEM. El medio se retird
por aspiracion y se afiadio de nuevo 20 ml del medio 10 % de FCS/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas
después, las células se rasparon del matraz usando un raspador y la suspensién celular se recogio, congeld y
almacen¢ a -80 °C. Después de tres ciclos de congelacion-descongelacion de esta suspension celular, el resultante
se sometio a tratamiento ultrasonico (30 s, 4 veces) en agua fria y se centrifugd. El sobrenadante resultante se recogié
como una solucion del virus. La solucién del virus recogida se transfirid dentro de un tubo de centrifuga de alta
velocidad y se centrifugé a 18.000 rpm durante 45 minutos para precipitar el virus. El sobrenadante se retiré por
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aspiracion y después de eso los sedimentos se resuspendieron en una cantidad pequefia de medio 10 % de FCS/MEM.
Mediante este procedimiento, puede prepararse una solucion del virus que tenga una concentraciéon 10 veces mayor
que la obtenida tras el cultivo en el matraz T175. Esta solucion del virus concentrada se diluy6 en serie y se usé para
infectar células RK13 o células de cultivo primario de rifién que se habian sembrado en una placa de 6 pocillos para
determinar el titulo del virus en la solucién por un método similar al método anteriormente descrito. Esta solucién del
virus concentrada que tenia el titulo determinado se usé en diferentes experimentos en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 4

Métodos de inmunizacién

Se administré 100 pug de vacuna de ADN suspendida en 25 pl de PBS dos veces en un intervalo de dos semanas a
los musculos de la parte posterior de las patas del ratén por electroporacién (50 V, 99 ms, 8 veces). Se administré por
via intradérmica el virus vaccinia recombinante en la espalda a 1 x 108 ufp/50 pl. Dos semanas después de la Ultima
administracion, se extirparon los bazos y los higados para analisis.

Ejemplo 5

Determinacion de la capacidad inductora de inmunidad mediada por célula especifica por método ELISPOT

Se estimularon células del bazo (1 x 10%) que se sometieron a un tratamiento de hemolisis de eritrocitos o células CD8*
y CD4* (2 x 10°) obtenidas separando las células del bazo usando perlas magnéticas (Miltenyi Biotec) con células
estimuladoras que se habian tratado previamente con mitomicina (células tumorales en las que se sobreexpreso6 cada
sitio del gen del VHC (EL-4/CN2, /C, /E2, INS2, IN3-4A)) (1 x 10*) y se cultivaron a 37 °C durante 48 horas en una
incubadora de CO:2 al 5 % para determinar las células productoras de IPN-y especifico al antigeno del VHC por un
método ELISPOT.

(Dia 1)

Un anticuerpo anti-IFN-y de ratén purificado (R4-6A2) (1 mg/ml) (Pharmingen) se ajusté para tener una concentracion
final de 8 pg/ml (diluido 1:125 en PBS estéril), se sembré a 75-100 pl/pocillo en placa de nitrocelulosa de 96 pocillos y
se dejo reposar a 4 °C durante la noche.

(Dia 2)

Se tomaron del ratéon células del bazo y una cantidad moderada de ellas se dejaron en suspensién en RPMI de lavado.
Como RPMI de lavado, se usé6 RPMI complementado con 2,5 % de FCS. El resultante se centrifugé a 1.200 rpm y
4 °C durante 5 minutos para recoger las células. Las células se trataron con ACK (cloruro de amonio potasio), se
dejaron que se suspendieran en RPMI de lavado y se centrifugaron de nuevo a 1.200 rpm y 4 °C durante 5 minutos
para recoger las células. 500 pl del RPMI de lavado y, a continuacion, la célula suspendida se pasoé a través de un
filtro. Después de que se pasara la soluciéon completamente por el filtro, el resultante se lavé con 1,5 ml de RPMI de
lavado. Las células se lavaron una vez con RPMI complementado con 10 % de FCS y se dejaron que se
resuspendieran en un medio H-h a 1 x 107/ml.

1) Medio H-h: Una mezcla de cantidades iguales de RPMI complementado con 10 % de FCS y medio de CLICK
complementado con 10 % de FCS

2) RPMI complementado con 10 % de FCS: RPMI-1640 (SIGMA R8758), FCS (10 % final), 2-mercaptoetanol
(concentracion final 5 uM), penicilina-estreptomicina (concentracion final PC: 100 p/ml, SM:0,1 mg/ml), 7,5 % de
NaHCO3 4 ml

3) medio de CLICK complementado con 10 % de FCS: medio de CLICK (SIGMA C5572), FCS (concentracion final
10 %), 2-mercaptoetanol (concentracion final 5 uM), penicilina-estreptomicina (concentracion final PC: 100 p/ml,
SM:0,1 mg/ml), 7,5 % de NaHCO3 4 ml

Cultivo de iniciacion

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente descrita se lavé con PBS (100 ul/pocillo) durante tres veces, a
continuacion, se afiadi6 RPMI complementado con 10 % de FCS a 100 pl/pocillo, y se sometié a bloqueo a 37 °C
durante una hora en una incubadora de CO2. El medio se descargd y las células efectoras se sembraron en diluciones
en serie 1:2 de 1 x 108/100 pl/pocillo a 0,125 x 108/100 ul/pocillo.

Se afiadié una solucién de péptido (200 pug/ml) a 100 pl/pocillo (concentracion final de 100 pug/ml) y se cultivo a 37 °C
durante 24 horas en una incubadora de COx.

(Dia 3)

El medio se descargo y el resultante se lavo con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 pl/pocillo) durante diez veces. El anti-
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IFN-y de ratén biotinilado (XMG1.2) (0,5 mg/ml) (Pharmingen) se ajustd para tener una concentracion final de 2 ug/ml
(diluido 1:250 en PBS estéril) y se afiadié a 100 pl/pocillo. El resultante se dejé reposar a 4 °C durante una noche.

(Dia 4)

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente descrita se lavd con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 pl/pocillo)
durante diez veces. La estreptavidina-alkalina fosfatasa (1 mg/ml) (MABTECH AB) se ajust6 para tener una
concentracion final de 1 pg/ml (diluido 1:1.000 en PBS estéril) y se afiadio a 100 pl/pocillo.

La solucién resultante se dejé reposar a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Un tampdn de desarrollo de color
25x AP (BIO-RAD) se diluyd 1:25 en agua destilada, se afiadieron 1/100 volumen de cada uno de los reactivos de
color AP Ay B (BIO-RAD) para preparar la mezcla de reaccion. La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente
descrita se lavé con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 pl/pocillo) durante diez veces. La mezcla de reaccién se afiadié a
100 pl/pocillo y se dejoé reposar a temperatura ambiente durante 10-20 horas. Una vez que se desarroll6 el color y
surgié una mancha oscura, la mezcla de reaccion se descargo y el resultante se lavé rigurosamente con agua. El
fondo de la placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se raspd y se secé para contar el numero de manchas con el lector
de ELISPOT.

Se extirparon los bazos de los ratones C57BL/6 que habian sido administrados con vacuna VHC-N25 y rVV-N25 para
determinar la célula productora del IFN-y especifico al antigeno del VHC en las células del bazo por el método
ELISPOT. Las células del bazo del grupo control no mostraron ninguna mancha especifica después de la estimulacion
mientras que se confirmaba la produccion significativa de IFN-y en las células del bazo del grupo administrado con
VHC-N25 después de la estimulacion con células EL-4/E2, INS2 e /N3-4A (Figura 2). De manera similar, se confirmé
la produccion de IFN-y en el grupo de sensibilizacion-refuerzo contra células EL-4/E2, INS2 y /IN3-4A.

Se muestran los resultados contados. La Figura 2 muestra los resultados de la inoculacion de vacuna de
sensibilizacion-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25 en ratones Tg con VHC de longitud parcial. En comparacion con la
inoculacion con solo VHC-N25, la reaccion de inmunidad mediada por célula especifica al VHC se indujo mas
fuertemente. La Figura 3 muestra la cantidad de proteina central del VHC en el higado en ese momento, cuando la
eliminacion era mas fuerte con la inoculaciéon de vacuna de sensibilizacion-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25. La
Figura 4 muestra los tejidos hepaticos observados en ese momento, cuando la hepatitis mejoré mas con la inoculacion
de vacuna de sensibilizacion-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25. Como puede apreciarse en la Figura 5, sin embargo,
la induccioén de la reacciéon de inmunidad mediada por célula especifica al VHC era insuficiente con la inoculacién de
vacuna de sensibilizacién-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25 en ratones Tg con VHC de longitud completa. Por
consiguiente, las combinaciones de la inoculacién de vacuna de sensibilizacién-refuerzo eran variadas como se
muestra en la Figura 6 para investigacion.

Como resultado, se encontré que las combinaciones de diferentes regiones del gen como la inoculacién de vacuna de
sensibilizacion-refuerzo con VHC-N25 y rVV-CN2 inducian fuertemente la reaccion de inmunidad mediada por célula
especifica al VHC como se muestra en la Figura 7. Los resultados de los analisis de otras combinaciones variadas se
muestran en la Figura 8. Siempre que las diferentes regiones del gen se combinen tal cual, se encontré que no
solamente una inoculacidon de vacuna de sensibilizacion-refuerzo con VHC-ADN y rVV sino también una inoculacién
de vacuna de sensibilizacion-refuerzo con rVV que tenian diferentes regiones del gen inducian fuertemente la reaccion
de inmunidad mediada por célula especifica al VHC. Cuando se condujo una inoculacion de vacuna de sensibilizacion-
refuerzo con VHC-N25 y rVV-CN2 como combinacion de diferentes regiones del gen en ratones Tg con VHC de
longitud completa, se observé induccion muy fuerte de la reaccion de inmunidad mediada por célula especifica al VHC
como se muestra en la Figura 9.

Ejemplo 6

Anaélisis del higado

Después de la administracion de la vacuna, los higados se recogieron para preparar extractos de tejido hepatico, los
cuales se sometieron a fijacién con formalina. Los niveles de expresion de la proteina central del VHC en los extractos
del tejido hepatico se cuantificaron con kit ELISA con antigeno del VHC disponible en el mercado (Ortho Clinical
Diagnostics) (Figura 3). Los niveles de expresién de la proteina central del VHC en los higados disminuyeron en todos
los grupos administrados con vacuna en comparacion con el grupo administrado con vacio. En particular, se confirmé
que el nivel de expresion de la proteina central estaba muy reducido en el grupo inoculado con vacuna de
sensibilizacion-refuerzo (Figura 3). Las secciones de higado fijadas con formalina se incrustaron en parafina después
de preparar las secciones del tejido, las cuales se sometieron a tincion con hematoxilina/eosina (Figura 4). Como
resultado del examen morfolégico de los higados, se observé un nimero de anomalias morfolégicas tales como
hinchamiento de las células hepaticas y patrén trabecular irregular en los higados de los ratones CN2-29¢+-)/MxCre(*"
) a los que se les habia dejado expresar continuamente la proteina del VHC durante tres meses mientras que estas
anomalias se mejoraron en el grupo administrado con la vacuna. En particular, se confirmé una notable mejora en el
grupo inoculado con la vacuna de sensibilizacion-refuerzo (Figura 4).
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Ademas, también se observé un nimero de anomalias morfolégicas tales como hinchamiento de las células hepaticas
y patrén trabecular irregular en los higados de los ratones Rz15¢*/)/MxCre*-) a los que se les habia dejado expresar
continuamente la proteina del VHC durante tres meses mientras que estas anomalias se mejoraron en el grupo
administrado con la vacuna. En particular, se confirmé una notable mejora en el grupo inoculado con la vacuna de
sensibilizacion-refuerzo (Figura 10).

Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede proporcionar una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C que
puede activar ademas la inmunidad mediada por célula especifica y que es eficaz en eliminar completamente el VHC
en comparacion con un caso en donde se usa solo un virus vaccinia convencionalmente conocido o una vacuna de
ADN.
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accatgtggt
cccagttgta
tgagacagac
tacgtggatg
ggggggcggc
cacttacaca
atacaggctc
tgtagggggc
caacttggag
gcaggtgctg
ccatcagaac
tgcaatcaaa
tgcectgettg
ggtcctcaat
ctgtgcecgece
agtatggcceg
ggagatggct
accatactat
agccgaggcyg
catcatccte
gctcgecata
cgtacgegec
ttatgtccaa
tctaactcca
gceccgttgte
gtgtggggac

ggggccggec

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
3093



<211> 7410
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 2

acgcggccgce
aagacatgcg
cctacggact
tggctgacac
gccaacttta
gctgcatgca
ctcagceccege
ctaccggcete
ctgtacggta
cttttcctce
gcccaggccyg
gcgcatggca
ctggtcceceg
gccttaccac
gtgtttgtag
ctcatatggt
cccceccctea
ccagagctaa
ctccaggcta
tgcatgttgg
accgcactga
gcgggectge
aaggtcatca
gtctcegece
gggtggegge
tgcatcatca

gtctccaccg

cgcaaggcaa
ggggcccccce
gtttcecggaa
ccaggtgctt
ccatcttcaa
attggacccg
tactgctgte
tgtccactgg
tagggtcgge
tcctggegga
aggccgcectt
ttctctectt
gggcagcata
cacgagctta
gtctggtact
ggttgcaata
acattcgggg
tctttgacat
gcataactca
tgcggaaggt
caggtacgta
gagacctcge
cctgggggge
gaaggggtag
tcecttgetece
ctagcctcac

cgacacaatc
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ctggttegge
gtgtaacatc
gcaccccgcg
ggtagactac
ggttaggatg
aggggaacgt
tacaacagag
tttaattcat
agttgtttcc
cgcgegegte
agaaaacctg
ccttgtgtte
tgctttectat
cgctatggag
cttgactttg
ttttatcacc
gggccgcgat
caccaaactc
agtgccgtac
agccggggge
cgtttatgac
ggtggcagta
agacaccgca
ggagatactt
catcacggcce

aggccgggac

cttecectggeg

tgtacgtgga
99999999cg
gccacttaca
ccatacaggc
tatgtagggg
tgcaacttgg
tggcaggtgce
ctccatcaga
tttgcaatca
tgtgcetget
gtggtcctca
ttctgtgecg
ggagtatgge
cgggagatgg
tcaccatact
agagccgagg
gccatcatcc
ctgctecgeca
ttcgtacgeg
cattatgtcc
catctaactc
gagccegttg
gcgtgtgggg
ctggggcegg
tattcccaac
aaaaaccaag

acctgcgtca
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tgaacggcac
gcaataacac
caaaatgtgg
tctggcacta
gcgtggagca
aggataggga
tgcectgtte
acatcgtgga
aatgggacta
tgtggatgat
atgcggegtce
cctggtacat
cgctgetcect
ctgcatcgtg
ataaagagtt
cgcacctgca
tcctegegtg
tactcggtcce
cccaagggct
aaatggcctt
cactgcggga
tcttetetga
acattatctt
ccgatagtcect
agacgcgggg
tcgaggggga

atggcgegtg

tgggttcacc
cttgacctge
ttcgggacct
cccctgecact
caggctcgat
tagattggag
tttcaccacc
cgtgcaatac
tatcgtgata
gctgctgata
cgtggccgga
caagggcaag
gcttctgetg
cggaggcgceg
cctegecagg
agtgtggatc
tgtagtccac
gctcatggtg
cattcgtgca
tgtgaagctg
ctgggcccac
catggagacc
gggtctacct
tgaagggcag
cctacttggt

ggttcaagtg

ctggactgtce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



ttecatggtg
actaatgtag
ccatgcacct
gtgcgeegge
aaaggctcct
gctgetgtgt
gaaactacta
acattccaag
gctgcatatg
ttgggttttg
gtaagggcca
gacggcggtt
gactcgacta
cggctegteg
attgaggagg
attgaggtca
gagctcgecg
gatgtgtceg
acgggcttta
gtcgatttca
gtggcgcgat
gtgactccag
gacgcgggcet
tacctgaata
tccacaggcece
aacttccccet
ccatcatggg
acacccctge
accaaattca
ctagtaggceg
attgtgggta

taccgggagt

ccggctcaaa
acctggacct
gcggcagetce
ggggcgacag
cgggtggtece

gcacccgggg

tgecggtetcece
tggcceccatcet
cagcccaagg
gggcgtatat
tcaccacggg
gttccggggg
ccatettggg
tgctecgecac
tggcecctgte
tcaagggggg
caaagctatc
tcataccgac
ccggegactt
gcctggatcce
cacagcggcg
gagaacggcc
gtgcttggta
caccagggtt
tcacccacat
acctggtage
atcaaatgtg
tgtataggct
tcatggecatg
gagtccttge
ggatcatctt

tcgatgagat
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gaccttaget
cgtecggetgg
agacctctat
taggggaagc
gctgetetge
ggttgcgaag
ggtcttcacg
acacgcccct
gtataaggtg
gtctaaggca
cgccectatt
cgcctatgac
cattggcaca
cgctacgect
caacgctgga
aagacatctce
agccctcecgga
caacggagac
tgactcagtg
caccttcacc
gggtaggact
ctecgggeatg
cgagctcacg
gccegtetge
agatgcccat
ataccaagcc
gaagtgtctc
aggagccgte
catgtegget
agctctgget
gtccgggagg

ggaagagtgce

ggcccaaaag
caggcgecce
ttggtcacga
ctactctcete
ccttegagge
gcggtggatt
gataactcat
actggcagcg
ctcgtecectga
catggtatcg
acatactcca
atcataatat
gtectggace
ccgggatcgg
gaaatcccct
attttctgece
cttaatgctg
gtegttgtceg
atcgactgta
atcgagacga
ggtaggggca
ttcgattecct
cctgctgaga
caggaccatce
tttectgtcee
acagtgtgcg
atacggctca
caaaatgaga
gacctggagg
gcatattgcet
ccggectgtta

gcctcacace
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gteccaatcac
ccgggtegeg
gacatgctga
ccagacctgt
acgctgtggg
tcatacccgt
ccececeecgge
gcaagagcac
acccgtecegt
accccaacat
cctacggcaa
gtgatgagtg
aagcggagac
tcaccgtgece
tctacggcecaa
attccaagaa
tagcatatta
tggcaacaga
acacatgtgt
cgaccgtgec
ggagaggcat
cggtectgtg
cctcggttag
tggagttttg
agactaaaca
ccagagctca
aacccacgcet
tcaccctcac
tcgtcactag
tgacaacagg
ttecccgacag

tcececttacat

ccagatgtac
ttctctgaca
tgtcattccg
ctecctacttg
catctteegg
tgaatcaatg
cgtaccgcag
taaggtgccg
tgcegetacce
cagaactggg
gttececttgee
ccactcaact
ggctggageg
acaccccaat
agccatcecccc
gaagtatgac
tecggggtcett
cgctctaatg
cacccagaca
ccaagacgca
ctacaggttt
tgagtgctat
gttgcgggcet
ggagagcgtc
ggcaggagac
agctccacct
gcacgggcca
acaccccatg
cacctgggtg
cagtgtggtc
ggaagtcctc

cgaacaggga

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



atgcagcttg
caagcggagg
gcgaagcaca
cctgggaacce
tccacccaga
ccceccagtg
ataggtcttg
gcgetegtag
ttactccctg
ctgegtegge
ttcgectege
gcgegtgtta
cactggatca
gactggatat
cggttaccgg
gacggtatca
ggttccatga
atcaacgcat
ctatggeggg
gtgacgggca
ttcactgagg
cgggaggagg
tgcgagcccg
acagcagaga
tcagctagcece
ccggacgttg
acccgegtgg
gaggaggacg
ccccecggega
aaagacccgg

cctecgatac

ccgagcaatt
ctgctgcetee
tgtggaattt
ccgegatage
ataccctatt
ctgettegge
ggaaggtgct
cttttaagat
ccatcctete
acgtgggcce
ggggtaacca
ctcagatcct
atgaggactg
gcacggtgtt
gggtcccettt
tgcagaccac
ggatcgtcgg
acaccacagg
tggcegetga
tgaccactga
tggatggagt
tcacattcca
aaccggatgt
cggcaaagcg
agttatctge
acctcatcga
agtcagagaa
agagggaacc
tgcccatatg
actacgtcce

cacccccacg
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caagcagaag
cgtggtagaa
catcagcggg
atcactgatg
atttaacatc
tttegtggge
tgtggacatc
catgagcggce
tceeggegee
gggagagggg
cgtttecece
ctccggectt
ctccacgeca
gactgacttc
cttectegtgt
ctgceegtgt
gcctaaaacce
cccatgegea
ggagtacgtg
caacgtaaag
gcggttgeac
ggttgggcte
agcagtgcta
taggctgget
gccttecttg
ggccaaccte
taaggtagta
atcecgttgeg
ggcacgcccg

tcecggtggta

gagaaagagg

gcgcetceggat
tccaagtggce
atacagtacc
gcattcacag
tgggggggat
gceggtateg
ttggcgggat
gaggtgccct
ctagtcgtcg
gctgtacagt
gcgcactatg
accatcactc
tgctceggtt
aagacctgge
caacgcgggt
ggagcacaga
tgcagcagca
cccteceegg
gaggttacgce
tgceccatgece
aggtacgctc
aaccaatacc
acttccatgce
agggggtcte
aaggcgacat
ctgtggegge
attttggact
gcggagatct
gattacaacc
cacgggtgcece

acggtagtcc
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tgctgcaaac
gagcccttga
tagcaggctt
cctctatcac
gggtggctge
ccggtgegge
atggggcagg
ccaccgagga
gggtegtgtg
ggatgaaccg
tgcctgagag
agctgctgaa
cgtggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cgtggcatgg
cgccaaacta
gggtggggga
aggttccgge
cggcgtgecaa
tggttgggte
ttaccgaccc
cccectectt
gcactaccca
aggagatggg
ctttcegatcce
tgcggaaaac
ctecegttget
cgctaccacce

tgacagagtc

agccaccaag
gaccttctgg
gtccactctg
cagcccgcete
ccaactcgecce
tgtcggcage
ggtggctgge
cctggttaac
cgcagcaata
gctgatageg
cgacgctgeg
gaggcttcac
ggatgtttgg
gctecectgeceg
ctggcggggy
tgtcaaaaac
aacgttccce
ttccagggeg
tttccactac
ccctgaatte
acccctecta
acagctccca
ctcccacatce
ggccagttct
tcatgactce
cgggaacatc
gctcecgageg
caagaggttc
agagtcctgg
taccaaagct

cactgtgtct

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



tctgecttgg
agcggcacgg
gttgagtcgt
gacgggtctt
tcctacacat
atcaacccegt
cgcagcgcag
cactaccggg
ctatccatag
tatggggcaa
tggaaggact
gaggttttcet
ccagacttgg
cctcaggecg
ttecectggtga
tgttttgact
tgtgacttgg
gggggtcccce
ggcgtgctga
tgtcgagetg
atctgtgaga
atgactaggt
ataacatcat
tacctcaccc
actccagtta
atgattctga
ctggattgce
attgaacgac
aatagggtgg
cgggccagaa

aagtacctct

tcccagttgg

cggagcttge
caactgctcce
attcctccat
ggtctaccgt
ggacaggcgce
tgagcaactc
gcctacggceca
acgtgctcaa
aagaagcctg
aggacgtccg
tgctggaaga
gcgtccaacc
gggttcgtgt
tgatgggctc
atgcctggaa
cgacagtcac
cccccgaagce
tgaccaattc
cgaccagctg
caaagctccg
gtgcgggaac
attctgeecce
gttcctccaa
gcgacccecte
attcctggcet
tgacccattt
agatctacgg
tccatggtcet
cttecatgect
gtgtccgege
tcaactgggce

acttgtccag
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tactaagacc
teccegaccag
gccccectett
gagcgaggag
cttgatcacg
tttgttgegt
gaagaaggtc
ggagatgaag
taagctgacg
gaacctatcc
cactgagaca
agagaaagga
atgcgagaag
ctcatacgga
atcaaagaaa
tgagagtgac
cagacaggcc
aaaagggcag
cggtaatacc
ggactgcacg
ccaagaggat
ccccggggac
tgtgtecggtce
cacccccectt
aggcaacatc
cttctccate
ggcctgttac
tagcgcattt
caggaaactt
taagctgctg
agtaaggacc

ctggttcegtg

tttggcagct
gcttceccgacg
gagggagagc
gccggtgagg
ccatgegeeg
caccacaaca
acctttgaca
gcgaaggegt
cccecacatt
agcaaggccg
ccaattgaca
ggccgcaage
atggceccttt
ttccagtact
tgccetatgg
atcegtgttg
ataaagtcgc
aactgtggct
cttacatgtt
atgctcegtga
gaggcgaacc
ccgecccgac
gcgcacgatg
gcacgggctg
attatgtatg
cttectagece
tccattgagce
tcactccata
ggggtaccac
tccecaggggg
aagctcaaac

gctggttaca
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ccgggtegte
acggcgacca
cgggggaccc
acgtcatctg
cggaggaaag
tggtctatge
gactgcaagt
ccacagttaa
cggccagatc
ttaaccacat
ccaccgtcat
cagctegect
atgacgtggt
cccetggaca
gcttttcata
aggagtcaat
tcacagagcg
atcgceggtg
acttgaaggc
acggagacga
tacgagtctt
cagaatacga
catctggcaa
cgtgggagac
cgcccacctt
aggagcaact
cacttgacct
gttactctecc
ccttgegagt
ggagggctgce
tcactccaat

gcgggggaga

ggcecgtcegac
aggatctgac
cgatctecage
ctgctcaatg
caagttgecece
tacaacatcc
cctggacgac
ggctaaactc
caaatttggc
ccgetecgtg
ggcaaaaagt
tatcgtatte
ctccaccctt
gcgggtcgag
tgacacccge
ttaccaatgt
gctttacatt
ccgegegagt
ctctgecagece
cctegtegte
cacggaggct
cttggagcta
aagggtatac
agctagacac
atgggcaagg
tgaaaaagcc
acctcagatc
aggtgagatc
ctggagacat
cacttgtggt
cccggecageg

catatatcac

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320
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10

21

agcctgtcte gtgcccgace ccgetggtte atgttgtgece tactcecctact ttcagtaggg 7380
gtaggcatct acctgctcce caaccgataa 7410

<210> 3

<211>9048

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 3
cgtagaccgt gcatcatgag cacaaatcct aaaccccaaa gaaaaaccaa acgtaacacc 60
aaccgccgec cacaggacgt caagttcccecg ggtggtggte agatcgttgg tggagtttac 120
ctgttgecege gecaggggeccce caggttgggt gtgcgegega ctaggaagac ttccgagegg 180
tcacaacctc gtggaaggcg acaacctatc cccaaggectce gccagcccga gggcagggcec 240
tgggctcage ccgggtacce ttggececte tatggcaacg agggcatggg gtgggcagga 300
tggctcectgt caccecegegg ctecccggect agttggggece ccacggaccce ccggcgtagg 360
tcgegtaatt tgggtaaggt catcgatacc ctcacatgecg gettcgecga cctcatgggg 420
tacattccge tegteggege cccectaggg ggegttgeca gggccctgge acatggtgte 480
cgggttgtgg aggacggcgt gaactatgca acagggaatt tgecccggttg ctetttetet 540
atcttcctct tggectctget gtecctgtttg accatcccag cttcegetta tgaggtgege 600
aacgtatccg ggatatacca tgtcacgaac gactgctcca actcaagtat tgtgtatgag 660
gcagcggaca tgatcatgca taccccecggg tgegtgecct gegtteggga gggcaactcce 720
tcecegttget gggtggcact tactcccacg ctagecggeca ggaatgccag cgtceccccact 780
acggcaatac gacgccatgt cgatttgctc gttggggecgg ctgctttcectg ctceccgetatg 840
tatgtgggag atctctgegg atctgttttce cttgtctecce agetgttcac cttcectegece 900
cgcecggcatg agacaataca ggactgcaat tgctcaatct atccecggeca cgtgtcaggt 960
caccgcatgg cttgggacat gatgatgaac tggtcgccta caacggeccct ggtggtgtceg 1020
cagttactcec ggatcccaca agctatcgtg gacatggtgg cgggggctca ctggggtgtce 1080
ctagcegggee ttgcectacta ttccatggtg gggaactggg ctaaggtatt gattgtgatg 1140
ctactttttg ccggegtega cggggagacce cgtgtgacag gggggcagat agccagaaat 1200
gcctactege tcacgaccct cttttcatet gggtcggetce agaacatcca gectcataaac 1260
accaacggta gctggcacat caacaggact gccctgaact gcaatgactce cctcaacacce 1320
gggtttcttg ccgegetgtt ctacacgcac aagttcaacg cgtccggatg tccagagege 1380
ttggccaget gccgcecccat tgacaagttc gatcaggggt ggggtcccat cacttatget 1440
gagcagggcg gccaggacca gaggccttat tgectggcact acgcacctaa accatgtggt 1500
attgtatccg cgtcgaaggt gtgtggtcca gtgtattgtt tcaccccaag cccagttgta 1560



gtggggacga
gtgctgctcee
aacggcactg
aataacacct
aaatgtggtt
tggcactacc
gtggagcaca
gatagggata
ccetgttett
atcgtggacg
tgggactata
tggatgatgce
gcggegtcecg
tggtacatca
ctgctectge
gcategtgeg
aaagagttcc
cacctgcaag
ctcgegtgtg
cteggtecege
caagggctca
atggcctttg
ctgcgggact
ttctetgaca
attatcttgg
gatagtcttg
acgcggggec
gagggggagg
ggcgcgtget
ccaatcaccc

gggtcgegtt

ccgatcggtt
ttaacaacac
ggttcaccaa
tgacctgecce
cgggaccttg
cctgecactge
ggctcgatgce
gattggagcet
tcaccaccct
tgcaatacct
tcgtgatact
tgctgatage
tggceggage
agggcaagct
ttctgctgge
gaggcgeggt
tcgecagget
tgtggatccc
tagtccaccc
tcatggtgcet
ttecgtgcecatg
tgaagctgac
gggcccacgc
tggagaccaa
gtctacctgt
aagggcaggg
tacttggttg
ttcaagtggt
ggactgtctt
agatgtacac

ctctgacacc
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cggtgtccct
gcggccgecg
gacatgcggg
tacggactgt
gctgacacce
caactttacc
tgcatgcaat
cagcccgcta
accggctetg
gtacggtata
tttecctecte
ccaggccgag
gcatggcatt
ggtcececeggg
cttaccacca
gtttgtaggt
catatggtgg
cccectecaac
agagctaatc
ccaggctage
catgttggtg
cgcactgaca
gggcctgega
ggtcatcacc
ctecegeecga
gtggcggetce
catcatcact
ctccaccgeg
ccatggtgcecce
taatgtagac

atgcacctgce

acgtatagct
caaggcaact
ggcccceegt
ttccggaage
aggtgcttgg
atcttcaagg
tggacccgag
ctgctgtcta
tccactggtt
gggtcggcag
ctggcggacg
gcegecttag
ctctecttee
gcagcatatg
cgagcttacg
ctggtactcet
ttgcaatatt
attcgggggg
tttgacatca
ataactcaag
cggaaggtag
ggtacgtacg
gacctcgcgg
tggggggcag

aggggtaggg

cttgecteccca
agcctcacag
acacaatcct
ggctcaaaga
ctggacctcg

ggcagctcag
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ggggggagaa

ggttcggetg

gtaacatcgg
acccegegge
tagactaccc
ttaggatgta
gggaacgttg
caacagagtg
taattcatct
ttgtttcett
cgegegtetg
aaaacctggt
ttgtgttett
ctttctatgg
ctatggagcg
tgactttgte
ttatcaccag
gccgegatge
ccaaactcct
tgcegtactt
ccgggggeca
tttatgacca
tggcagtaga
acaccgcagc
agatacttct
tcacggccta
gccgggacaa
tcctggegac
ccttagetgg
tcggectggea

acctctattt

tgagacagac
tacgtggatg
ggggggcggce
cacttacaca
atacaggctc
tgtagggggc
caacttggag
gcaggtgctg
ccatcagaac
tgcaatcaaa
tgcctgettg
ggtcctcaat
ctgtgecgee
agtatggccg
ggagatggct
accatactat
agccgaggcg
catcatccte
gctcgccata
cgtacgegec
ttatgtccaa
tctaactcca
gccegttgte
gtgtggggac

ggggccggece

ttcccaacag
aaaccaagtc
ctgcgtcaat
cccaaaaggt
ggcgcccceccce

ggtcacgaga

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



catgctgatg
agacctgtct
gctgtgggcea
atacccgttg
ccececggeeg
aagagcacta
ccgtecgttg
cccaacatca
tacggcaagt
gatgagtgcc
gcggagacgg
accgtgcecac
tacggcaaag
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gcatattatc
gcaacagacg
acatgtgtca
accgtgecccc
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tecggttaggt
gagttttggg
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cccacgetge
accctcacac
gtcactageca
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cccgacaggg
ccttacatceg
ctgcaaacag

gceccettgaga

tcattceggt
cctacttgaa
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ccgctacctt
gaactggggt
tecettgecga
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ctggagcgceg
accccaatat
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agtatgacga
ggggtcttga
ctctaatgac
cccagacagt
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acaggtttgt
agtgctatga
tgcgggetta
agagcgtctc
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ctccacctec
acgggccaac
accccatgac
cctgggtget
gtgtggtcat
aagtcctcta
aacagggaat
ccaccaagca

ccttetggge
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gatctgacgt

ES 2869 575 T3
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tcctecatge
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ggggaccccg
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gaggaaagca
gtctatgcta
ctgcaagtcc
acagttaagg
gccagatcca
aaccacatcc
accgtcatgg
gctcgectta
gacgtggtct
cctggacage
ttttcatatg
gagtcaattt
acagagcggc
cgceggtgece
ttgaaggcct
ggagacgacc
cgagtcttca
gaatacgact
tctggcaaaa
tgggagacag
cccaccttat
gagcaacttg
cttgacctac
tactctccag
ttgcgagtct
agggctgcca
actccaatcc

gggggagaca

ctcctacttt

atctcagcga
gctcaatgtce
agttgcccat
caacatcccg
tggacgacca
ctaaactcct
aatttggcta
gctcegtgtg
caaaaagtga
tcgtattecce
ccacccttce
gggtcgagtt
acacccgctg
accaatgttg
tttacattgg
gcgcgagtgg
ctgcagcctg
tcgtcgtceat
cggaggctat
tggagctaat
gggtatacta
ctagacacac
gggcaaggat
aaaaagccct
ctcagatcat
gtgagatcaa
ggagacatcg
cttgtggtaa
cggcagegte
tatatcacag

cagtaggggt
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cgggtcttgg
ctacacatgg
caacccgttg
cagcgcaggce
ctaccgggac
atccatagaa
tggggcaaag
gaaggacttg
ggttttetge
agacttgggg
tcaggccgtg
cctggtgaat
ttttgactcg
tgacttggce
gggtcccctg
cgtgctgacg
tcgagctgeca
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agcaactctt
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ctgctcccca
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aggccgaaag
agacttgata
tgttgtgata
gcagtaatac
actgtccatc
taattacacg
aacctcgact
ggtgtgaaaa
gtctaattta
aaaaattgaa
tttattgcac

tgaaaaacta

cacggtgtg

atgatgatga
taccggagcce
ttcttectgt
atcatatatt
cagcagcagt
tagcaagaaa
cacatgcgat
attgtagtta
ctagaggatc
attgaaaaac
ttgcacggtg
aaactagtct
ggtgtgaaaa

gtctaattta
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tgatgatgat
tcaccctaga
agaagaacct
aaacacattg
tgataggtta
gataaatatg
agatggtagt
agttttgaat
ccattgtgaa
tagtctaatt
tgaaaaattg
aatttattgc
attgaaaaac

ttgcacggtg

gtcatagacg
ccaccgtttce
gatcctgtca
gatcataatc
gaacatcaca
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tattgcacgg
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acggtgtgaa
tagtctaatt

tgaaaaattg
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ttgaaacatt
tgttcccatg
atgggagatc
tataataaat
actagtctaa
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cggacactat
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante y

(i) un vector recombinante; o
(i) un virus vaccinia recombinante adicional,

para su uso en un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende

(a) administrar el primer virus vaccinia recombinante para una inmunizacion primaria y, a continuacion, el vector
recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional para una inmunizacion de refuerzo; o

(b) administrar el vector recombinante para una inmunizacion primaria y, a continuacion, el primer virus vaccinia
recombinante para una inmunizacion de refuerzo;

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc
del genoma del virus de la hepatitis C;

en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresion, y
todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C siempre que tenga una secuencia de nucleétidos
que difiera de la de todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el primer virus
vaccinia recombinante;

y en donde

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una
proteina estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina no estructural del virus
de la hepatitis C; o

(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una
proteina no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina estructural del virus de
la hepatitis C.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante para su uso en un método
para tratar y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende

(a) administrar el primer virus vaccinia recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacion, administrar

(i) un vector recombinante; o
(i) un virus vaccinia recombinante adicional

para una inmunizacion de refuerzo; o
(b) administrar un vector recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacién, administrar el primer
virus vaccinia recombinante para una inmunizacién de refuerzo;

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc
del genoma del virus de la hepatitis C;

y en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresion, y
todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucledtidos
que difiera de la de todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el virus vaccinia
recombinante,

y en donde

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una
proteina estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina no estructural del virus
de la hepatitis C; o

(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una
proteina no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante o el ADNc del virus vaccinia
recombinante adicional comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina estructural del virus de
la hepatitis C.

3. Una composicién farmacéutica que comprende un vector recombinante para su uso en un método para tratar y/o
prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende

(a) administrar un virus vaccinia recombinante para una inmunizacion primaria y, a continuacién, administrar el

vector recombinante para una inmunizacion de refuerzo; o
(b) administrar el vector recombinante para una inmunizacién primaria y, a continuacion, administrar un virus
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vaccinia recombinante para una inmunizacioén de refuerzo;

en donde el virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del
genoma del virus de la hepatitis C;

y en donde el vector recombinante comprende un promotor de expresion, y todo o una parte del ADNc del genoma del
virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleétidos que difiera de la de todo o una parte del ADNc
del genoma del virus de la hepatitis C contenido en el virus vaccinia recombinante,

y en donde

(A) el ADNc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina no estructural del virus de la hepatitis C; o

(B) el ADNc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica una proteina estructural del virus de la hepatitis C.

4. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
los ADNc del genoma del virus de la hepatitis C codifican independientemente una proteina estructural del virus de la
hepatitis C, una proteina no estructural del virus de la hepatitis C, o una proteina estructural y una proteina no
estructural del virus de la hepatitis C.

5. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
los ADNc del genoma del virus de la hepatitis C son cada uno independientemente cualquier ADN de los siguientes

(a)-(f):

(a) ADN que comprende la secuencia de nucleodtidos representada por la SEQ ID NO:1;

(b) ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteina estructural
y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C;

(c) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:2;

(d) ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:2 y que codifica una proteina estructural
y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C;

(e) ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO:3; o

(f) ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:3 y que codifica una proteina estructural
y una proteina no estructural del virus de la hepatitis C.

6. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde
uno o0 mas de los promotores de expresion es un promotor hibrido.

7. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la secuencia de nucleétidos
del promotor hibrido es ADN de los siguientes (a) o (b):

(a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:4; o
(b) ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene el 90 % o mas de identidad con el ADN que
comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:4 y que tiene actividad promotora.

8. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el

virus vaccinia recombinante, el primer virus vaccinia recombinante y/o el virus vaccinia recombinante adicional es la
cepa LC16m8.
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Fig.5
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