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DESCRIPCIÓN 
 
Composición farmacéutica para el tratamiento y/o la prevención de la hepatitis C 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a una composición farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C. 
 
Antecedentes de la técnica 
 10 
Dos millones de personas padecen del virus de la hepatitis C (VHC) en Japón, entre ellos 36.000 personas desarrollan 
carcinoma hepatocelular cada año donde muchos de dichos pacientes con cáncer terminan muriendo. Aunque 
actualmente el interferón (IFN) se usa como un fármaco anti-VHC, su efecto es limitado y está asociado con serios 
efectos secundarios. Por lo tanto, ha habido una necesidad del desarrollo de un fármaco más seguro y más eficaz. 
Además, es necesario una acción urgente puesto que el riesgo de desarrollar cáncer está incrementando con el 15 
envejecimiento de los pacientes infectados. 
 
En las circunstancias actuales, se han desarrollado y usado fármacos para suprimir la replicación del virus VHC tal 
como análogos de ácido nucleico e inhibidores de la proteasa para el tratamiento. Cuando se usan estos fármacos 
para el tratamiento, sin embargo, es probable que surja un virus resistente a fármaco y el mecanismo de acción de los 20 
fármacos sugiere que la eliminación completa del virus es difícil y por tanto se requiere medicación de por vida. 
Recientemente, se ha desarrollado y usado un fármaco 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 número de pacientes que pueden recibir este 
tratamiento. En tales circunstancias, encarecidamente se ha requerido el establecimiento de un tratamiento curativo 
seguro y económico que permita la retirada o la liberación de la medicación de por vida. 25 
 
Los presentes inventores han establecido recursos de investigación que se relacionan con la investigación 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 hígado humano que 
pueden desarrollar la hepatitis C (por ejemplo, véase el documento no de patente 1: Wakita T., et al., J. Biol. Chem., 30 
1998, vol.273, pp. 9.001-9.006). Las características principales de la infección por VHC incluyen una alta tasa de 
infección persistente y transmisión para el desarrollo de hepatitis crónica. Durante un largo periodo de tiempo, los 
presentes inventores se han dedicado al serio análisis e investigación de este mecanismo desde el punto de vista de 
la adquisición y el déficit en la tolerancia inmunitaria usando el sistema experimental modelo anteriormente descrito y 
demás (por ejemplo, véase en el documento no de patente 2: Inoue K., et al., Hepatology, 2007, vol.45, pp. 921-928). 35 
 
Hasta ahora se han realizado muchos intentos de desarrollar una vacuna para prevenir la infección por VHC pero no 
se ha conseguido prevenir por completo la infección (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 40 
no de patente 6: Elmowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad. Sci. 2007, vol.104, pp.8.427-8.432). 
 
En general, se conoce un denominado método de sensibilización-refuerzo (prime-boost) como método para inducir 
fuertemente la inmunidad mediada por célula, en el que se realiza una inmunización primaria con una vacuna de ADN 
y, a continuación, una inmunización de refuerzo con un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) (por ejemplo, 45 
véase el documento no de patente 7: Houghton M., Immunol. Rev., enero de 2011, vol.239(1), p.99-108). 
 
Sumario de la invención 
 
En estas circunstancias, se ha deseado el desarrollo de técnicas de tratamiento y prevención que puedan inducir 50 
inmunidad mediada por célula más fuerte contra la hepatitis C y que sean eficaces en la eliminación completa del 
VHC. 
 
La presente invención se hizo considerando tales circunstancias y proporciona una composición farmacéutica para su 
uso en un método para tratar y/o prevenir la hepatitis C y demás como se describe más adelante. 55 
 

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

(i) un vector recombinante; o 
(ii) un virus vaccinia recombinante adicional, 60 

 
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 inmunización primaria y, a continuación, el vector 
recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional para una inmunización de refuerzo; o 65 
(b) administrar el vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, el primer virus vaccinia 
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recombinante para una inmunización de refuerzo; 
 

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, 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 expresión, 5 
y todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 
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 

 10 
(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína no estructural del 
virus de la hepatitis C; o 
(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 15 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus 
de la hepatitis C. 

 
(2) Una composición farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante para su uso en un método 20 
para tratar y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende 

 
(a) administrar el primer virus vaccinia recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, 
administrar 

 25 
(i) un vector recombinante; o 
(ii) un virus vaccinia recombinante adicional 

 
para una inmunización de refuerzo; o 
(b) administrar un vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, administrar el primer 30 
virus vaccinia recombinante para una inmunización de refuerzo; 

 
en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, 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 expresión, 35 
y todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 
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 

 40 
(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína no estructural del 
virus de la hepatitis C; o 
(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 45 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus 
de la hepatitis C. 

 
(3) Una composición farmacéutica que comprende un vector recombinante para su uso en un método para tratar 50 
y/o prevenir la hepatitis C, en donde el método comprende 

 
(a) administrar un virus vaccinia recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, administrar 
el vector recombinante para una inmunización de refuerzo; o 
(b) administrar el vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, administrar un 55 
virus vaccinia recombinante para una inmunización de refuerzo; 

 
en donde el virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del genoma 60 
del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos que codifica una proteína 65 
estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de 
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nucleótidos que codifica una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; o 
(B) el ADNc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína 
no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus de la hepatitis C. 

 5 
(4) La composición 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 proteína estructural del 
virus de la hepatitis C, una proteína no estructural del virus de la hepatitis C, o una proteína estructural y una 
proteína no estructural del virus de la hepatitis C. 
(5) La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (3), en 10 
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 nucleótidos representada por la SEQ ID NO:1; 
(b) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 15 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteína 
estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; 
(c) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:2; 
(d) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:2 y que codifica una proteína 20 
estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; 
(e) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:3; o 
(f) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:3 y que codifica una proteína 
estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C. 25 

 
(6) La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los anteriores puntos (1) a (5), en 
donde uno o más de los promotores de expresión es un promotor híbrido. 
(7) La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con el anterior punto (6), en donde la secuencia de 
nucleótidos del promotor híbrido es ADN de los siguientes (a) o (b): 30 

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

 35 
(8) La composición 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 descripción de los dibujos 40 
 

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 sensibilización-refuerzo que 
comprende una combinación de una vacuna de ADN del VHC y rVV indujo la reacción de inmunidad mediada por 45 
célula específica 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 sensibilización-refuerzo que 
comprende una combinación de una vacuna de ADN del VHC y rVV redujo el nivel de expresión de la proteína 
central (core) en el hígado a un mayor alcance que una vacuna de ADN sola. 
La Figura 4 es una fotografía que muestra los resultados del examen morfológico de los hígados después de una 50 
administración de vacuna de sensibilización-refuerzo en ratones Tg codificadores del VHC de longitud parcial. 
La Figura 5 es un diagrama de los resultados que muestra que la activación de la inmunidad mediada por célula 
específica era débil incluso con una vacuna de sensibilización-refuerzo en ratones Tg codificadores del VHC de 
longitud completa. 
La Figura 6 es un diagrama que muestra un proceso para desarrollar una novedosa vacunación de sensibilización-55 
refuerzo. 
La Figura 7 es un diagrama de los resultados (parte 1) que muestra que una combinación de una vacuna de ADN 
y un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia recombinante) que tienen diferentes regiones activó la 
inmunidad mediada por célula específica a un mayor alcance en ratones Tg codificadores del VHC de longitud 
parcial. 60 
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 activó la 
inmunidad mediada por célula específica 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 combinación de una vacuna de ADN de N25 y 65 
CN2-rVV activó la inmunidad mediada por célula específica incluso en ratones Tg codificadores del VHC de 
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longitud completa fuertemente inmunodeprimidos. 
La Figura 10 son fotografías que muestran los resultados del examen morfológico de los hígados de ratón después 
de una administración de vacuna de sensibilización-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 5 
de N25 (vacuna primaria) y ADN de N25 (vacuna de refuerzo), y el grupo de vacuna de sensibilización-refuerzo se 
refiere a aquellos administrados con ADN de N25 (vacuna primaria) y CN2-rVV (vacuna de refuerzo). 

 
Modos para llevar a cabo la invención 
 10 
A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá en detalle. El alcance de la presente 
invención no debe estar limitado a estas descripciones y la presente invención puede modificarse apropiadamente y 
llevarse a cabo de una manera diferente de los siguientes ejemplos. 
 
1. Sumario de la invención 15 
 
Como se ha descrito anteriormente, la presente invención es una composición farmacéutica para su uso en un método 
para tratar y/o prevenir la hepatitis C (a continuación en el presente documento, también se refiere como una 
"composición farmacéutica de la presente invención") que comprende un (a) virus vaccinia recombinante de más 
adelante y un (b) vector recombinante, o un (c) virus vaccinia recombinante de más adelante y un (d) virus vaccinia 20 
recombinante de más adelante, 
en donde uno cualquiera del (a) virus vaccinia recombinante de más adelante o el (b) vector recombinante de más 
adelante se administra para una inmunización primaria y, a continuación, el otro para una inmunización de refuerzo, o 
alternativamente uno cualquiera del (c) virus vaccinia recombinante de más adelante o el (d) virus vaccinia 
recombinante de más adelante se administra para una inmunización primaria y, a continuación, el otro para una 25 
inmunización de refuerzo. En este caso, los (a), (c) y (d) de más adelante generalmente se refieren a las denominadas 
vacunas vaccinia mientras que el (b) de más 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del 30 
genoma del virus de la hepatitis C; 
(b) un vector recombinante que comprende un promotor de expresión, y todo o una parte del ADNc del genoma 
del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del 35 
genoma del virus de la hepatitis C; 
(d) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresión, y todo o una parte del ADNc del 
genoma del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 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). 

 40 
Con el fin de inducir más fuertemente inmunidad mediada por célula, un método de sensibilización-refuerzo 
convencionalmente conocido generalmente emplea un método para tratar o prevenir inmunológicamente la 
enfermedad infecciosa o similar, en el que se conduce primero una inmunización primaria con una vacuna de ADN 
que es seguida por una inmunización de refuerzo con un virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) (documento 
no de patente 7 previamente citado, etc.). De acuerdo con este método de sensibilización-refuerzo convencionalmente 45 
conocido, el uso de los ADN que tienen secuencias de nucleótidos sustancialmente idénticas (usar los ADN de la 
misma región del ADNc del genoma) para ADN incorporado en una vacuna de ADN usada para una inmunización 
primaria (ADN derivado del ADNc del genoma del virus causante o similar) así como el ADN incorporado en un virus 
vaccinia recombinante usado para una inmunización de refuerzo ha sido un conocimiento técnicamente común para 
los expertos en la materia. 50 
 
Los presentes inventores, sin embargo, encontraron que se podía inducir inmunidad mediada por célula específica 
más significativa y más fuerte cuando se usaban ADN que tenían diferentes secuencias de nucleótidos (usando ADN 
de diferentes regiones del ADNc del genoma del virus causante o similar) como ADN incorporado en una vacuna para 
una inmunización primaria y ADN incorporado en una vacuna para una inmunización de refuerzo, que cuando se 55 
usaban los ADN de la misma región, lo cual era totalmente inesperado antes. También encontraron que este efecto 
era más notable en un modelo animal (ratón transgénico) que expresaba el gen del VHC de longitud completa es decir 
es menos susceptible de inmunoestimulación. Los presentes inventores además encontraron que este notable efecto 
podía conseguirse usando la vacuna de ADN y el virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) para la inmunización 
primaria y la inmunización de refuerzo de cualquier manera, y también usando virus vaccinia recombinante (vacunas 60 
vaccinia) para tanto la inmunización primaria como la inmunización de refuerzo, lo cual ha sido totalmente inesperado 
en los métodos de sensibilización-refuerzo convencionales. La presente invención se logró en base a estos diferentes 
descubrimientos conseguidos por intensos y continuos experimentos e investigaciones realizados por los presentes 
inventores. 

65 
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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 describirán 
más adelante. 
 5 
Todos los genes que codifican la proteína del virus de la hepatitis C (VHC), los genes que codifican las regiones 
proteicas estructurales que construyen la cápside y los genes que codifican las regiones proteicas no estructurales 
implicadas en la replicación ya han sido clonadas e insertadas en plásmidos. Por lo tanto, los genes contenidos en un 
virus vaccinia recombinante de la presente invención pueden obtenerse por una técnica de ingeniería genética 
habitual. Por ejemplo, puede emplearse un método de síntesis de ácido nucleico que use un sintetizador de ADN 10 
comúnmente usado como técnica de ingeniería genética. Como alternativa, puede emplearse una técnica de PCR en 
la que se aísla una secuencia del gen y se sintetiza como un molde y, a continuación, se diseñan cebadores específicos 
para cada gen para amplificar la secuencia del gen con un equipo de PCR, o una técnica de amplificación del gen que 
usa un vector de clonación. Los métodos anteriormente descritos fácilmente pueden llevarse a cabo por los expertos 
en la materia en referencia a "Molecular cloning, A Laboratory Manual" 3ª Edición. (Cold Spring Harbor Laboratory 15 
Press (2001)) o similar. El producto resultante de la PCR puede purificarse empleando un método conocido. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, el gen del VHC anteriormente descrito insertado 
dentro del plásmido (genotipo 1b; ácidos nucleicos n.º 1-9.611; número 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 20 
molde y cebadores específicos al gen del VHC para preparar cada una de las regiones del gen del VHC. De acuerdo 
con la presente invención, todos las regiones del gen del VHC se denominan "CN5", los genes que codifican 
básicamente las regiones proteicas estructurales de una proteína estructural que construye la cápside (parcialmente 
incluido un gen que codifica una región proteica no estructural) se denominan "CN2", y los genes que codifican 
básicamente las regiones proteicas no estructurales implicadas en la replicación (parcialmente incluido un gen que 25 
codifica una región proteica estructural (específicamente, una parte de la región E2 (pero no la región E2 de longitud 
completa) y la región p7)) se denominan "N25". 
 
Las secuencias de nucleótidos de CN2, N25 y CN5 están representadas por las SEQ ID NO: 1, 2 y 3, respectivamente. 
Además del ADN que tiene las secuencias de nucleótidos representada por las SEQ ID NO:1-3, también pueden 30 
usarse en la presente invención los siguientes ADN. 
 
El ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 
representada por la SEQ ID NO:1 en condiciones rigurosas y que codifica una proteína estructural y una proteína no 
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN2). 35 
 
El ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 
representada por la SEQ ID NO:2 en condiciones rigurosas y que codifica una proteína estructural y una proteína no 
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de N25). 
 40 
El ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 
representada por la SEQ ID NO:3 en condiciones rigurosas y que codifica una proteína estructural y una proteína no 
estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN5). 
 
En el presente documento, la expresión "que codifica una proteína estructural del virus de la hepatitis C" significa que 45 
codifica una proteína que construye la cápside del virus, específicamente, codifica al menos la región central, la región 
E1 y la región E2. Adicionalmente, la expresión "que codifica una proteína no estructural del virus de la hepatitis C" 
significa que codifica una proteína generada en la célula tras la proliferación del virus, específicamente para codificar 
al menos la región NS2, la región NS3, la región NS4a, la región NS4b, la región NS5a y la región NS5b. Además, la 
expresión "que codifica una proteína estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C" significa que 50 
codifica una proteína que construye la cápside del virus así como una proteína generada en la célula tras la 
proliferación del virus, específicamente para codificar al menos la región central, la región E1, la región E2, la región 
NS2, la región NS3, la región NS4a, la región NS4b, la región NS5a y la región NS5b. 
 
Además, los genes que codifican las proteínas estructurales y los genes que codifican las proteínas no estructurales 55 
anteriormente descritos comprenden secuencias de longitud completa así 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 región central, la región E1, la región E2, la región p7 y la región NS2 (o una parte de la misma). 
Por ejemplo, la región E1 (589º-1.164º) y la región E2 (1.165º-2.253º) pueden usarse entre la secuencia de nucleótidos 60 
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 región E2 (específicamente una parte de la misma), la región p7, la región NS2, la región NS3, la 
región NS4a, la región NS4b, la región NS5a y la región NS5b. Por ejemplo, la región NS2 (805º-1.455º) y la región 65 
NS3 (1.456º-3.348º) pueden usarse entre la secuencia de nucleótidos 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 región central, la región E1, la región E2, la región p7, la región NS2, la región NS3, la región 
NS4a, la región NS4b, la región NS5a y la región NS5b. Por ejemplo, la región E1 (589º-1.164º), la región E2 (1.165º-
2.253º), la región NS2 (2.443º-3.093º) y la región NS3 (3.094º-4.986º) pueden usarse entre la secuencia de nucleótidos 5 
representada por la SEQ ID NO:3. 
 
Las variantes de ADN anteriormente descritas pueden obtenerse por síntesis química o de una biblioteca de ADNc o 
una biblioteca genómica mediante una técnica de hibridación conocida tal como la hibridación en colonia, la hibridación 
en placa o la transferencia tipo Southern que usa ADN que tiene la secuencia de nucleótidos representada por las 10 
SEQ ID:1-3 o un fragmento de la misma como sonda. Ejemplos de las condiciones rigurosas empleadas en la 
hibridación anteriormente descrita incluyen 0,1 x SSC-10 x SSC, SDS al 0,1 %-1,0 % y 20 °C-80 °C. Más 
específicamente, las condiciones pueden incluir hibridación previa a 37 °C-56 °C durante 30 minutos o más, 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 más detallado de la técnica de hibridación, véase "Molecular Cloning, A Laboratory Manual" 3ª Edición 15 
(Cold Spring Harbor Press (2001)) o demás. 
 
Como alternativa, también puede usarse el ADN que tiene 50 % o más, 60 % o más, 70 % o más, 80 % o más, 90 % 
o más, 95 % o más, 98 % o más o 99 % o más de homología (identidad) con la secuencia de nucleótidos representada 
por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteína estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C 20 
(variante de ADN de CN2); el ADN que tiene 50 % o más, 60 % o más, 70 % o más, 80 % o más, 90 % o más, 95 % 
o más, 98 % o más o 99 % o más de homología (identidad) con la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ 
ID NO:2 y que codifica una proteína estructural y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C (variante de 
ADN de N25); o el ADN que tiene 50 % o más, 60 % o más, 70 % o más, 80 % o más, 90 % o más, 95 % o más, 98 % 
o más o 99 % o más de homología (identidad) con la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:3 y 25 
que codifica una proteína no estructural y una proteína estructural del virus de la hepatitis C (variante de ADN de CN5). 
 
Un promotor contenido en el virus vaccinia recombinante de la presente invención es un promotor híbrido que 
comprende un cuerpo de inclusión tipo A de poxvirus (ATI) y repeticiones en tandem del promotor de expresión 
temprana de la proteína del virus vaccinia de 7,5 kDa (p7.5) dentro de la región del gen de la hemaglutinina (HA) del 30 
virus vaccinia. Este promotor puede estar ligado a un plásmido adecuado. Por ejemplo, se conoce pBMSF7C (Arch. 
Virol. 138, 315-330, 1994; Publicación de solicitud de patente pendiente de examen japonesa n.º Heisei 6-237773). 
 
Una secuencia de nucleótidos de un promotor híbrido que puede usarse en la presente invención está representada 
por la SEQ ID NO:4. Además del ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:4, 35 
el ADN que hibrida con el ADN que tiene una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 
representada por la SEQ ID NO:4 en condiciones rigurosas y que tiene actividad promotora también puede usarse en 
la presente invención. Las "condiciones rigurosas" son las mismas que las anteriormente descritas. La expresión "que 
tiene actividad promotora" significa que tiene actividad para iniciar la transcripción de un gen que codifica una proteína 
estructural o una proteína no estructural. Adicionalmente, también puede usarse el ADN que tiene 50 % o más, 60 % 40 
o más, 70 % o más, 80 % o más, 90 % o más, 95 % o más, 98 % o más o 99 % o más de homología (identidad) con 
la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:4 y que tiene actividad promotora. 
 
Este promotor híbrido puede expresar una gran cantidad de proteína en una forma completamente glicosilada de 
infección de virus vaccinia de temprana a tardía. De acuerdo con la presente invención, un vector plasmídico que tiene 45 
el gen del VHC (CN5) insertado en dirección 3' del promotor pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN5. Adicionalmente, 
de acuerdo con la presente invención, un vector plasmídico que tiene básicamente un gen de la región proteica 
estructural (parcialmente incluida una región proteica no estructural) (CN2) insertado en dirección 3' del promotor 
pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN2. Además, un vector plasmídico que tiene básicamente un gen de la región 
proteica no estructural (parcialmente incluida una región proteica estructural) (N25) insertado en dirección 3' del 50 
promotor pBMSF7C se denomina pBMSF7C-N25. 
 
Un virus vaccinia recombinante puede prepararse introduciendo estos vectores plasmídicos en un virus vaccinia 
hospedador. Puede emplearse cualquier técnica conocida para introducir el vector plasmídico en un hospedador. Por 
ejemplo, pueden introducirse cada uno de los vectores plasmídicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 55 
en una célula animal infectada con la cepa del virus vaccinia atenuada LC16m8 para inducir la recombinación 
homóloga en la región 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 proteínas del VHC. 
 
En este caso, la cepa del virus vaccinia LC16m8 que se usa para preparar el virus vaccinia recombinante puede 60 
proliferar en un animal individual, pero es una cepa atenuada cuya propiedad de proliferación es extremadamente baja 
en las células nerviosas. Esta cepa está aprobada como una vacuna contra la viruela en Japón, donde no ha causado 
serios efectos secundarios tras la vacunación de aproximadamente 50.000 niños (informe de investigación 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 así la cepa LC16m8 65 
es una vacuna segura y eficaz. 
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Puesto que el gen de la proteína del VHC está insertado en la región del gen de la HA del virus vaccinia en los rVV-
CN5, rVV-CN2 y rVV-N25 preparados, se suprime la expresión de la proteína HA y por tanto no se observa 
hemaglutinación. Por consiguiente, la hemaglutinación de eritrocitos aviares con placas formadas por la infección de 
células animales con rVV-CN5, rVV-CN2 y rVV-N25 se usa como un indicador para el cribado del virus vaccinia 5 
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 
específicos al gen del VHC para confirmar la transferencia del gen del VHC. 10 
 
La expresión de la proteína 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 inmunización de polipéptido del VHC (J. Biol. Chem. 279:14.531-14.541, 
2004) que usa la Proteína G. 15 
 
Si no es la región del gen de la HA, normalmente se usa la región del gen de la timidina cinasa (TK) como el sitio de 
inserción para el gen de interés tras la preparación del virus vaccinia recombinante. Si se inserta el gen de interés en 
la región del gen de la TK, se suprime la expresión de TK por lo que se sabe que la propiedad de proliferación del 
virus vaccinia recombinante se reduce. Mientras tanto, se informa que la supresión de la expresión de la proteína HA 20 
tiene poco efecto sobre la propiedad de proliferación del virus vaccinia recombinante (Vaccine 12, 675-681, 1994). Por 
consiguiente, de acuerdo con la presente invención, la región del gen de la HA es preferible como sitio de inserción 
para el gen de interés. 
 
3. Vacuna de ADN (vector recombinante) 25 
 
A continuación en el presente documento, se describirá el (b) vector recombinante (la denominada vacuna de ADN) 
mencionado en el anterior punto 1 y un método para preparar el mismo y demás. 
 
Una vacuna de ADN es un vector de transporte de gen (plásmido o virus) que incorpora un gen deseado (ADN derivado 30 
del genoma del VHC de acuerdo con la presente invención), el cual se administra a un paciente o similar de manera 
que la célula que incorpora esta vacuna de ADN genere una proteína o un péptido expresado de dicho gen deseado. 
La proteína 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 administración y continua la 
generación gradual de la proteína o similar, puede evitarse la reacción inmunitaria excesiva y su estructura simple 35 
permite la modificación (Tang DC et al., Nature 356: 152-154, 1992; Barry MA et al., Nature 377: 632-635, 1995). 
Además, es ventajoso porque la reacción 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). 
 40 
La vacuna de ADN usada en la presente invención puede ser un vector plasmídico o un vector vírico que incorpora 
ADNc 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. Específicamente, ejemplos 
preferidos de la vacuna de ADN usada en la presente invención incluyen, pero sin limitación, los vectores plasmídicos 
anteriormente mencionados pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25. 45 
 
4. Composición farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C 
 
La composición farmacéutica de la presente invención es una composición farmacéutica que comprende una 
combinación del (a) virus vaccinia recombinante y el (b) vector recombinante descritos en el anterior punto 1, o una 50 
composición farmacéutica que comprende una combinación del (c) virus vaccinia recombinante y el (d) virus vaccinia 
recombinante. 
 
Para el uso combinacional anteriormente descrito, es importante que la secuencia de nucleótidos de todo o una parte 
del ADNc del genoma del VHC contenido (incorporado) en el anterior (a) virus vaccinia recombinante sea diferente de 55 
la secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos 
de todo o una parte del ADNc o el genoma del VHC contenido (incorporado) en el anterior (c) virus vaccinia 60 
recombinante sea diferente de la secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos entre sí como se 
ha descrito anteriormente, pueden ejercer un notable efecto como se ha descrito anteriormente, en concreto un efecto 65 
de inducción inmunitaria mediada por célula específica muy fuerte. 
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La combinación de los ADN derivados del genoma del VHC incorporados en el anterior (a) virus vaccinia recombinante 
y el anterior (b) vector recombinante, y la combinación de los ADN derivados del genoma del VHC incorporados en el 
anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d) virus vaccinia recombinante no están particularmente limitados 
y pueden seleccionarse arbitrariamente entre diferentes ADN derivados del genoma del VHC descritos en el anterior 5 
punto 2 que pueden usarse en la presente invención. Ejemplos de la combinación incluyen, pero sin limitación, una 
combinación donde N25 está incorporado en el anterior (a) virus vaccinia recombinante mientras que CN2 está 
incorporado en el anterior (b) vector recombinante, o viceversa, y la combinación donde N25 está incorporado en el 
anterior (c) virus vaccinia recombinante mientras que CN2 está incorporado en el anterior (d) virus vaccinia 
recombinante, o viceversa. 10 
 
Además, en una composición farmacéutica de la presente invención, cuando se emplea la combinación del anterior 
(a) virus vaccinia recombinante y el anterior (b) vector recombinante, es importante que uno cualquiera de ellos se 
administre para una inmunización primaria y, a continuación, el otro para una inmunización de refuerzo. De manera 
similar, cuando se emplea la combinación del anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d) virus vaccinia 15 
recombinante, es importante que uno cualquiera de ellos se administre para una inmunización primaria y, a 
continuación, el otro para una inmunización de refuerzo. De acuerdo con la presente invención, la administración para 
la inmunización primaria puede realizarse en dosis múltiple (preferentemente dos veces) y la administración para la 
inmunización de refuerzo puede realizarse en dosis múltiple (preferentemente dos veces). Por ejemplo, una pauta 
posológica preferible puede incluir administraciones para la inmunización primaria dos veces en la semana 0 y la 20 
semana 2 seguido de una administración para la inmunización de refuerzo en la semana 4, o una administración para 
la inmunización primaria en la semana 0 seguido de administraciones para la inmunización 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 inmunización primaria y la inmunización de 
refuerzo, es característico del método de sensibilización-refuerzo. 25 
 
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 más adelante o un (b) vector recombinante de más adelante 
a un animal de prueba (paciente) para una inmunización primaria; y, a continuación, administrar el otro para una 
inmunización de refuerzo: 30 
 

(a) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresión, 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del genoma 
del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleótidos que difiera de la de todo o una parte 35 
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 composición farmacéutica de la presente invención para 
tratar y/o prevenir la hepatitis C, específicamente, 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 40 
recombinante para una inmunización primaria y el otro para una inmunización 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 más adelante o un (d) virus vaccinia recombinante de más 
adelante a un animal de prueba (paciente) para una inmunización primaria; y, a continuación, administrar el otro para 45 
una inmunización de refuerzo: 
 

(c) un virus vaccinia recombinante que comprende un promotor de expresión, 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del 50 
genoma del virus de la hepatitis C (siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 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 composición farmacéutica de la presente invención para 
tratar y/o prevenir la hepatitis C, específicamente, el uso del anterior (c) virus vaccinia recombinante y el anterior (d) 55 
virus vaccinia recombinante, en particular, el uso de uno del anterior (c) virus vaccinia recombinante o el anterior (d) 
virus vaccinia recombinante para una inmunización primaria y el otro para una inmunización de refuerzo. 
 
Una composición farmacéutica de la presente invención puede introducirse en un organismo mediante cualquier 
método conocido, por ejemplo, pero sin limitación, por inyección intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o 60 
subcutánea; inhalación nasal, bucal o pulmonar; o administración oral. De manera adicional, el virus vaccinia 
recombinante contenido en la composición farmacéutica de la presente invención puede administrarse en combinación 
con un fármaco antivírico existente (por ejemplo, interferón). Una realización de estas administraciones 
combinacionales no está particularmente limitada. El virus recombinante de la presente invención puede administrarse 
simultáneamente con el fármaco antivírico existente, o pueden introducirse en un organismo de acuerdo con un método 65 
en el que se administra uno después del otro tras un determinado periodo de tiempo. 
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Además, una composición farmacéutica de la presente invención también puede mezclase con un vehículo 
farmacéuticamente aceptable conocido tal como un excipiente, un agente espesante, un aglutinante y un lubricante, 
un tampón, un agente de tonicidad, un agente quelante, un colorante, un conservante, una fragancia, un agente 
aromatizante, un edulcorante o similares. 5 
 
Una composición farmacéutica de la presente invención puede administrarse por vía oral o parenteral de acuerdo con 
su forma que incluye agentes orales tales como un comprimido, una cápsula, un agente en polvo, un agente granular, 
una píldora, una solución, un jarabe o similar, o agentes parenterales tales como una inyección, un agente tópico, un 
supositorio o unas gotas de ojo. Ejemplos preferibles incluyen inyecciones locales tales como inyecciones 10 
intradérmicas, intramusculares e intraperitoneales. 
 
Aunque una dosis puede elegirse apropiadamente de acuerdo con el tipo del principio activo, la vía de administración, 
el sujeto de administración, la edad, el peso, el sexo y los síntomas del paciente, y otras condiciones, la dosis diaria 
del virus vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) o el vector recombinante (vacuna de ADN) es de aproximadamente 15 
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 administración 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 administración parenteral. El virus 
vaccinia recombinante (vacuna vaccinia) o el vector recombinante (vacuna de ADN) puede administrarse una vez o 
varias veces al día. 20 
 
Es preferible que el título 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 invención. 
 25 
Por ejemplo, el título 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 víricas y recogiendo 
secuencialmente los sueros para medir los valores de ELISA contra el VHC en los sueros. El título del anticuerpo del 
vector recombinante (vacuna de ADN) también puede medirse de la misma manera que se ha descrito anteriormente. 
 30 
Además, 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 continuación, aislando las células del bazo de los ratones inmunizados para 
determinar si se induce o no LTC (linfocito T citotóxico) específico 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. 35 
 
A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá más específicamente a modo de 
ejemplos, aunque la presente invención no debe limitarse a los mismos. 
 
Ejemplo 1 40 
 
Ratón transgénico 
 
Se usaron ratones transgénicos (VHC-Tg) (CN2-29(+/-)/MxCre(+/-) (MxCre/HCR6-CN2), RzCN5-15(+/-)/MxCre(+/-

)(MxCre/HCR6-RzB15)) en los que la expresión del gen del VHC puede inducirse en cualquier momento mediante la 45 
administración de poli(I:C) (Figura 1B), y C56BL/6. 
 
Los ratones VHC-Tg que se administraron con poli(I:C) para permitir la expresión continua de la proteína 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. 50 
 
Ejemplo 2 
 
Preparación de la vacuna de la expresión del gen del VHC (vacuna de ADN) 
 55 
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 plasmídico pBMSF7C que contenían todas las regiones del gen del VHC (Figura 1A) mediante la inserción 
de las regiones del gen que codifican básicamente las regiones proteicas estructurales (CN2) del VHC y las regiones 
del gen que codifican básicamente las regiones proteicas no estructurales (N25) del VHC en los vectores plasmídicos 
pCAGGS, respectivamente por el método PCR y la reacción de la enzima de restricción como una vacuna primaria 60 
(vacuna para una inmunización primaria) o una vacuna de refuerzo (vacuna para una inmunización de refuerzo) (Figura 
1C). Se usó una vacuna de ADN sin las regiones del gen del VHC (vacío) 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). 65 
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Ejemplo 3 
 
Preparación 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 5 
estructurales que construyen la cápside (CN2) y las regiones del gen que codifican las regiones proteicas no 
estructurales implicadas en la replicación (N25) (número de registro DDBJ/EMBL/GenBank; AY045702) se insertaron 
cada una en sitios Sbfl y Sgfl del plásmido pBMSF7C (véase la publicación de la solicitud de patente pendiente de 
examen japonesa n.º Heisei 6-237773) para preparar los vectores plasmídicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y 
pBMSF7C-N25, en los que los genes derivados del genoma del VHC se insertaron en dirección 3' del promotor híbrido 10 
ATI/p7.5 dentro de la región del gen de la hemaglutinina (HA). 
 
Células de cultivo primario de riñón de conejo se sembraron en un matraz T175. Una vez que las células alcanzaron 
confluencia, se usó la cepa del virus vaccinia atenuada LC16m8 para infección a mdi=10 y 30 °C durante dos horas. 
El término mdi (multiplicidad de infección) se refiere a UFP por célula. Después de la infección, se retiró por aspiración 15 
la solución 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 tampón HeBS y, 
a continuación, las células se suspendieron en 600 µl de un tampón HeBS. Se diluyeron 40 µg de cada uno de los 
vectores plasmídicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 en un tampón HeBS a una cantidad total de 
200 µl, lo cual se añadió a la suspensión celular y se mezcló y se dejó reposar sobre hielo durante 10 minutos. La 20 
suspensión celular añadida con el vector plasmídico se transfirió dentro de una cubeta de 0,4 cm y se sometió a 
electroporación (0,2 kV, 960 µF) usando un electroporador (Bio-Rad). Inmediatamente después de la electroporación,, 
se añadió 1 ml de un medio 10 % de FCS/MEM a la suspensión celular para dilución. Esta suspensión celular se 
añadió a células RK13 o células de cultivo primario de riñón de conejo que se habían sembrado en un matraz T175 
por adelantado y se cultivó a 30 °C durante 24 horas. 25 
 
Después de 24 horas de cultivo, el sobrenadante del cultivo se retiró por aspiración 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 
continuación, se suspendieron en un medio 10 % de FCS/MEM. La suspensión celular se recogió, se sometió a 
tratamiento ultrasónico (30 s x 4 veces) en agua fría y, a continuación, se centrifugó (2.000 rpm, 10 min). El 30 
sobrenadante resultante se usó como la solución del virus. La solución del virus se diluyó en un medio 10 % de 
FCS/MEM, y se usó para infectar células de cultivo primario de riñón que se habían sembrado en una placa de 100 mm 
a 30 °C durante una hora. Después de retirar la solución del virus por aspiración, las células se lavaron con PBS(-). 
Se añadió un medio 10 % de FCS/ 0,5 % de metilcelulosa/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas después, 
el sobrenadante se retiró por aspiración y el resultante se lavó con PBS(-). Se añadió una solución de eritrocitos 35 
aviares diluidos en PBS(+) a la placa de 100 mm para cultivar a 37 °C durante 30 minutos. La solución de eritrocitos 
se retiró por aspiración 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 secuenciación 
genética para confirmar la transferencia del gen del VHC. Las placas confirmadas con transferencia del gen se 
sometieron a purificación de placa repetida durante tres veces. 40 
 
Los virus aislados después de las tres veces de purificación de placa se sometieron a cultivo a escala pequeña. La 
colonia obtenida después de la tercera purificación se suspendió en 700 µl de medio 10 % de FCS/MEM y se sometió 
a un tratamiento ultrasónico en agua fría. Después de la centrifugación (2.000 rpm, 10 min), se añadió 500 µl del 
sobrenadante a células de cultivo primario de riñón que se habían sembrado en un matraz T25 para infección a 30 °C 45 
durante 2 horas. Después de la infección, se retiró por aspiración la solución del virus y las células se lavaron con 
2,5 ml de medio 10 % de FCS/MEM. El medio se retiró por aspiración y se añadió 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 recogió la suspensión celular. La suspensión celular recogida se sometió a un tratamiento ultrasónico 
(30 s, 4 veces) en agua fría seguido de centrifugación. El sobrenadante resultante se recogió como una solución del 50 
virus. La solución del virus recogida se diluyó en serie y se añadió a células RK13 o células de cultivo primario de riñón 
de conejo que se habían sembrado en una placa de 6 pocillos para infección a 30 °C durante una hora. La solución 
del virus se retiró por aspiración, las células se lavaron dos veces con PBS(-) y, a continuación, se añadió un medio 
10 % de FCS/0,5 % de metilcelulosa/MEM al cultivo a 30 °C durante 72 horas. 72 horas después, se contó el número 
de placas formadas en el pocillo para determinar el título. 55 
 
Se condujo un cultivo a gran escala en base al título determinado. Se sembraron células RK13 o células de cultivo 
primario de riñón de conejo en diez matraces T175. Una vez que las células alcanzaron confluencia, se usó la solución 
del virus vaccinia recombinante para infección a mdi=0,1 y 30 °C durante dos horas. Después de la infección, se retiró 
por aspiración la solución del virus y las células se lavaron con 20 ml de medio 10 % de FCS/MEM. El medio se retiró 60 
por aspiración y se añadió 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 suspensión celular se recogió, congeló y 
almacenó a -80 °C. Después de tres ciclos de congelación-descongelación de esta suspensión celular, el resultante 
se sometió a tratamiento ultrasónico (30 s, 4 veces) en agua fría y se centrifugó. El sobrenadante resultante se recogió 
como una solución del virus. La solución del virus recogida se transfirió dentro de un tubo de centrífuga de alta 65 
velocidad y se centrifugó a 18.000 rpm durante 45 minutos para precipitar el virus. El sobrenadante se retiró por 
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aspiración y después de eso los sedimentos se resuspendieron en una cantidad pequeña de medio 10 % de FCS/MEM. 
Mediante este procedimiento, puede prepararse una solución del virus que tenga una concentración 10 veces mayor 
que la obtenida tras el cultivo en el matraz T175. Esta solución del virus concentrada se diluyó en serie y se usó para 
infectar células RK13 o células de cultivo primario de riñón que se habían sembrado en una placa de 6 pocillos para 
determinar el título del virus en la solución por un método similar al método anteriormente descrito. Esta solución del 5 
virus concentrada que tenía el título determinado se usó en diferentes experimentos en los siguientes ejemplos. 
 
Ejemplo 4 
 
Métodos de inmunización 10 
 
Se administró 100 µg de vacuna de ADN suspendida en 25 µl de PBS dos veces en un intervalo de dos semanas a 
los músculos de la parte posterior de las patas del ratón por electroporación (50 V, 99 ms, 8 veces). Se administró por 
vía intradérmica el virus vaccinia recombinante en la espalda a 1 x 108 ufp/50 µl. Dos semanas después de la última 
administración, se extirparon los bazos y los hígados para análisis. 15 
 
Ejemplo 5 
 
Determinación de la capacidad inductora de inmunidad mediada por célula específica por método ELISPOT 
 20 
Se estimularon células del bazo (1 x 105) que se sometieron a un tratamiento de hemolisis de eritrocitos o células CD8+ 
y CD4+ (2 x 105) obtenidas separando las células del bazo usando perlas magnéticas (Miltenyi Biotec) con células 
estimuladoras que se habían tratado previamente con mitomicina (células tumorales en las que se sobreexpresó cada 
sitio del gen del VHC (EL-4/CN2, /C, /E2, /NS2, /N3-4A)) (1 x 104) y se cultivaron a 37 °C durante 48 horas en una 
incubadora de CO2 al 5 % para determinar las células productoras de IPN-γ específico al antígeno del VHC por un 25 
método ELISPOT. 
 
(Día 1) 
 
Un anticuerpo anti-IFN-γ de ratón purificado (R4-6A2) (1 mg/ml) (Pharmingen) se ajustó para tener una concentración 30 
final de 8 µg/ml (diluido 1:125 en PBS estéril), se sembró a 75-100 µl/pocillo en placa de nitrocelulosa de 96 pocillos y 
se dejó reposar a 4 °C durante la noche. 
 
(Día 2) 
 35 
Se tomaron del ratón células del bazo y una cantidad moderada de ellas se dejaron en suspensión en RPMI de lavado. 
Como RPMI de lavado, se usó RPMI complementado con 2,5 % de FCS. El resultante se centrifugó 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 µl del RPMI de lavado y, a continuación, la célula suspendida se pasó a través de un 40 
filtro. Después de que se pasara la solución completamente por el filtro, el resultante se lavó 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 45 
complementado con 10 % de FCS 
2) RPMI complementado con 10 % de FCS: RPMI-1640 (SIGMA R8758), FCS (10 % final), 2-mercaptoetanol 
(concentración final 5 µM), penicilina-estreptomicina (concentración final PC: 100 µ/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 (concentración final 50 
10 %), 2-mercaptoetanol (concentración final 5 µM), penicilina-estreptomicina (concentración final PC: 100 µ/ml, 
SM:0,1 mg/ml), 7,5 % de NaHCO3 4 ml 

 
Cultivo de iniciación 
 55 
La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente descrita se lavó con PBS (100 µl/pocillo) durante tres veces, a 
continuación, se añadió RPMI complementado con 10 % de FCS a 100 µl/pocillo, y se sometió a bloqueo a 37 °C 
durante una hora en una incubadora de CO2. El medio se descargó y las células efectoras se sembraron en diluciones 
en serie 1:2 de 1 x 106/100 µl/pocillo a 0,125 x 106/100 µl/pocillo. 
 60 
Se añadió una solución de péptido (200 µg/ml) a 100 µl/pocillo (concentración final de 100 µg/ml) y se cultivó a 37 °C 
durante 24 horas en una incubadora de CO2. 
 
(Día 3) 
 65 
El medio se descargó y el resultante se lavó con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 µl/pocillo) durante diez veces. El anti-
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IFN-γ de ratón biotinilado (XMG1.2) (0,5 mg/ml) (Pharmingen) se ajustó para tener una concentración final de 2 µg/ml 
(diluido 1:250 en PBS estéril) y se añadió a 100 µl/pocillo. El resultante se dejó reposar a 4 °C durante una noche. 
 
(Día 4) 
 5 
La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente descrita se lavó con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 µl/pocillo) 
durante diez veces. La estreptavidina-alkalina fosfatasa (1 mg/ml) (MABTECH AB) se ajustó para tener una 
concentración final de 1 µg/ml (diluido 1:1.000 en PBS estéril) y se añadió a 100 µl/pocillo. 
 
La solución resultante se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Un tampón de desarrollo de color 10 
25x AP (BIO-RAD) se diluyó 1:25 en agua destilada, se añadieron 1/100 volumen de cada uno de los reactivos de 
color AP A y B (BIO-RAD) para preparar la mezcla de reacción. La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos anteriormente 
descrita se lavó con PBS, Tween 20 al 0,05 % (200 µl/pocillo) durante diez veces. La mezcla de reacción se añadió a 
100 µl/pocillo y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 10-20 horas. Una vez que se desarrolló el color y 
surgió una mancha oscura, la mezcla de reacción se descargó y el resultante se lavó rigurosamente con agua. El 15 
fondo de la placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se raspó y se secó para contar el número de manchas con el lector 
de ELISPOT. 
 
Se extirparon los bazos de los ratones C57BL/6 que habían sido administrados con vacuna VHC-N25 y rVV-N25 para 
determinar la célula productora del IFN-γ específico al antígeno del VHC en las células del bazo por el método 20 
ELISPOT. Las células del bazo del grupo control no mostraron ninguna mancha específica después de la estimulación 
mientras que se confirmaba la producción significativa de IFN-γ en las células del bazo del grupo administrado con 
VHC-N25 después de la estimulación con células EL-4/E2, /NS2 e /N3-4A (Figura 2). De manera similar, se confirmó 
la producción de IFN-γ en el grupo de sensibilización-refuerzo contra células EL-4/E2, /NS2 y /N3-4A. 
 25 
Se muestran los resultados contados. La Figura 2 muestra los resultados de la inoculación de vacuna de 
sensibilización-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25 en ratones Tg con VHC de longitud parcial. En comparación con la 
inoculación con solo VHC-N25, la reacción de inmunidad mediada por célula específica al VHC se indujo más 
fuertemente. La Figura 3 muestra la cantidad de proteína central del VHC en el hígado en ese momento, cuando la 
eliminación era más fuerte con la inoculación de vacuna de sensibilización-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25. La 30 
Figura 4 muestra los tejidos hepáticos observados en ese momento, cuando la hepatitis mejoró más con la inoculación 
de vacuna de sensibilización-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25. Como puede apreciarse en la Figura 5, sin embargo, 
la inducción de la reacción de inmunidad mediada por célula específica al VHC era insuficiente con la inoculación de 
vacuna de sensibilización-refuerzo con VHC-N25 y rVV-N25 en ratones Tg con VHC de longitud completa. Por 
consiguiente, las combinaciones de la inoculación de vacuna de sensibilización-refuerzo eran variadas como se 35 
muestra en la Figura 6 para investigación. 
 
Como resultado, se encontró que las combinaciones de diferentes regiones del gen como la inoculación de vacuna de 
sensibilización-refuerzo con VHC-N25 y rVV-CN2 inducían fuertemente la reacción de inmunidad mediada por célula 
específica al VHC como se muestra en la Figura 7. Los resultados de los análisis de otras combinaciones variadas se 40 
muestran en la Figura 8. Siempre que las diferentes regiones del gen se combinen tal cual, se encontró que no 
solamente una inoculación de vacuna de sensibilización-refuerzo con VHC-ADN y rVV sino también una inoculación 
de vacuna de sensibilización-refuerzo con rVV que tenían diferentes regiones del gen inducían fuertemente la reacción 
de inmunidad mediada por célula específica al VHC. Cuando se condujo una inoculación de vacuna de sensibilización-
refuerzo con VHC-N25 y rVV-CN2 como combinación de diferentes regiones del gen en ratones Tg con VHC de 45 
longitud completa, se observó inducción muy fuerte de la reacción de inmunidad mediada por célula específica al VHC 
como se muestra en la Figura 9. 
 
Ejemplo 6 
 50 
Análisis del hígado 
 
Después de la administración de la vacuna, los hígados se recogieron para preparar extractos de tejido hepático, los 
cuales se sometieron a fijación con formalina. Los niveles de expresión de la proteína central del VHC en los extractos 
del tejido hepático se cuantificaron con kit ELISA con antígeno del VHC disponible en el mercado (Ortho Clinical 55 
Diagnostics) (Figura 3). Los niveles de expresión de la proteína central del VHC en los hígados disminuyeron en todos 
los grupos administrados con vacuna en comparación con el grupo administrado con vacío. En particular, se confirmó 
que el nivel de expresión de la proteína central estaba muy reducido en el grupo inoculado con vacuna de 
sensibilización-refuerzo (Figura 3). Las secciones de hígado fijadas con formalina se incrustaron en parafina después 
de preparar las secciones del tejido, las cuales se sometieron a tinción con hematoxilina/eosina (Figura 4). Como 60 
resultado del examen morfológico de los hígados, se observó un número de anomalías morfológicas tales como 
hinchamiento de las células hepáticas y patrón trabecular irregular en los hígados de los ratones CN2-29(+/-)/MxCre(+/-

) a los que se les había dejado expresar continuamente la proteína del VHC durante tres meses mientras que estas 
anomalías se mejoraron en el grupo administrado con la vacuna. En particular, se confirmó una notable mejora en el 
grupo inoculado con la vacuna de sensibilización-refuerzo (Figura 4). 65 
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Además, también se observó un número de anomalías morfológicas tales como hinchamiento de las células hepáticas 
y patrón trabecular irregular en los hígados de los ratones Rz15(+/-)/MxCre(+/-) a los que se les había dejado expresar 
continuamente la proteína del VHC durante tres meses mientras que estas anomalías se mejoraron en el grupo 
administrado con la vacuna. En particular, se confirmó una notable mejora en el grupo inoculado con la vacuna de 
sensibilización-refuerzo (Figura 10). 5 
 
Aplicabilidad industrial 
 
La presente invención puede proporcionar una composición farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C que 
puede activar además la inmunidad mediada por célula específica y que es eficaz en eliminar completamente el VHC 10 
en comparación con un caso en donde se usa solo un virus vaccinia convencionalmente conocido o una vacuna de 
ADN. 
 
Listado de secuencias 
 15 

<110> TOKYO METROPOLITAN INSTITUTE OF MEDICAL SCIENCE NATIONAL INSTITUTES OF BIOMEDICAL 
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<120>Una composición farmacéutica para tratar y/o prevenir la hepatitis C 
 20 
<130> G1223WO 

 
<150> JP 2014-229283 
<151> 11/11/2014 

 25 
<160> 4 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición farmacéutica que comprende un primer virus vaccinia recombinante y 
 

(i) un vector recombinante; o 5 
(ii) 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 inmunización primaria y, a continuación, el vector 10 
recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional para una inmunización de refuerzo; o 
(b) administrar el vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, el primer virus vaccinia 
recombinante para una inmunización de refuerzo; 

 
en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, y todo o una parte del ADNc 15 
del genoma del virus de la hepatitis C; 
en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresión, y 
todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 
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; 20 
y en donde 
 

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína no estructural del virus 25 
de la hepatitis C; o 
(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus de 
la hepatitis C. 30 

 
2. Una composición 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 inmunización primaria y, a continuación, administrar 35 
 

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

 
para una inmunización de refuerzo; o 40 
(b) administrar un vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, administrar el primer 
virus vaccinia recombinante para una inmunización de refuerzo; 
 

en donde el primer virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, y todo o una parte del ADNc 
del genoma del virus de la hepatitis C; 45 
y en donde el vector recombinante o el virus vaccinia recombinante adicional comprende un promotor de expresión, y 
todo o una parte del ADNc del genoma del virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 
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 50 
 

(A) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína no estructural del virus 
de la hepatitis C; o 55 
(B) el ADNc del primer virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína 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 nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus de 
la hepatitis C. 

 60 
3. Una composición 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 inmunización primaria y, a continuación, administrar el 
vector recombinante para una inmunización de refuerzo; o 65 
(b) administrar el vector recombinante para una inmunización primaria y, a continuación, administrar un virus 
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vaccinia recombinante para una inmunización de refuerzo; 
 
en donde el virus vaccinia recombinante comprende un promotor de expresión, 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 expresión, y todo o una parte del ADNc del genoma del 5 
virus de la hepatitis C, siempre que tenga una secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos que codifica una proteína 10 
estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de nucleótidos 
que codifica una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; o 
(B) el ADNc del virus vaccinia recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína 
no estructural del virus de la hepatitis C y el ADNc del vector recombinante comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una proteína estructural del virus de la hepatitis C. 15 

 
4. La composición 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 proteína estructural del virus de la 
hepatitis C, una proteína no estructural del virus de la hepatitis C, o una proteína estructural y una proteína no 
estructural del virus de la hepatitis C. 20 
 
5. La composición 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): 
 25 

(a) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:1; 
(b) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:1 y que codifica una proteína estructural 
y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; 
(c) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:2; 30 
(d) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:2 y que codifica una proteína estructural 
y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C; 
(e) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:3; o 
(f) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 35 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:3 y que codifica una proteína estructural 
y una proteína no estructural del virus de la hepatitis C. 

 
6. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde 
uno o más de los promotores de expresión es un promotor híbrido. 40 
 
7. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde la secuencia de nucleótidos 
del promotor híbrido es ADN de los siguientes (a) o (b): 
 

(a) ADN que comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:4; o 45 
(b) ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 90 % o más de identidad con el ADN que 
comprende la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO:4 y que tiene actividad promotora. 

 
8. La composición 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 50 
cepa LC16m8.  
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