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DESCRIPCION
Virus de la variolovacuna recombinante que tiene el gen del virus de la hepatitis C
Campo de la invencion

La presente invencidon se refiere a un agente profilactico y un agente terapéutico para la hepatitis C. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a un virus de la variolovacuna recombinante que puede expresar
un gen del virus de la hepatitis C como se define en la reivindicacion 1, y a un agente profilactico y un agente
terapéutico para la hepatitis C que comprende el virus de la variolovacuna recombinante.

Antecedentes de la invencion

En Japon, hay mas de dos millones de personas infectadas con el virus de la hepatitis C (VHC), entre los cuales
aproximadamente 36.000 personas desarrollan hepatocarcinoma todos los afios donde en la mayoria de los
pacientes con cancer produce la muerte. Actualmente, el interferon (IFN) se utiliza como el unico farmaco anti-VHC
eficaz, que tiene un efecto limitado y efectos secundarios graves. Por lo tanto, existe una demanda del desarrollo de
un farmaco mas seguro y mas eficaz. Ademas, dado que el envejecimiento de las personas infectadas aumenta el
riesgo de desarrollar cancer, hay una necesidad de un remedio urgente.

En el momento actual, se han desarrollado farmacos, tales como analogos de acidos nucleicos, inhibidores de la
proteasa y similares, que suprimen la replicacion viral del VHC vy utilizado para tratamiento. En el tratamiento con
estos farmacos, sin embargo, es probable que aparezca un virus resistente a farmacos y la eliminacion completa del
virus es dificil en vista de los mecanismos de esta accién del virus, por lo tanto es necesaria una medicacién de por
vida. En tales circunstancias, ha habido un fuerte deseo de establecer un tratamiento curativo que permite la retirada
y el alivio de la medicacion de por vida.

Los presentes inventores han establecido diversos sistemas de modelos experimentales, a saber, fuentes de
investigacion en asociacion con los estudios del VHC mediante la preparacion de un clon de ADNc infeccioso del
VHC y el establecimiento de animales infectados, tales como ratones transgénicos infecciosos con VHC y ratones
quiméricos de higado humano y similares (por ejemplo, véase el Documento 1 no de patente). Las principales
caracteristicas de la infeccion por el VHC incluyen el establecimiento de la infeccion persistente a una velocidad alta
y la progresidon a la hepatitis cronica. Los presentes inventores han sido sometidos a exhaustivos analisis y
exploraciones a lo largo de los afios usando los sistemas de modelos experimentales mencionados anteriormente y
similares de evaluacién de este mecanismo de accidén en términos de adquisicion de tolerancia inmunolégica y
descomposicion de los mismos (por ejemplo, véase el documento no de patente 2).

Hasta ahora se han realizado numerosos intentos de desarrollar una vacuna para prevenir la infeccién por el VHC,
pero hasta el momento ninguno de ellos ha proporcionado una prevencion completa de la infeccion (por ejemplo,
véanse los documentos no de patente 3, 4, 5y 6).

Documento de patente US2006/0134065
Documento de patente W0O2006/013815

Documento no de patente 1: Wakita T., et al., J. Biol. Chem., 1998, vol.273, p9001-9006
Documento no de patente 2: Inoue K., et al., Hepatology, 2007, vol.45, p921-928

Documento no de patente 3: Choo QL., et al., Pros. Natl. Acad. Sci. 1994, vol.91, 1294-1298
Documento no de patente 4: Puig M., et. al., Vaccine 2004, vol.22, 991-1000

Documento no de patente 5: Abraham JD., Vaccine 2004, vol.22, 3917-3928

Documento no de patente 6: EImowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad. Sci. 2007, vol.104, 8427-8432
Documento no de patente 7: EI-Gogo, S. et al., The J. of Gene Med., 2008, 10: 177-186

Divulgacion de la invencion

El objetivo resuelto por la presente invenciéon es proporcionar un agente terapéutico o un agente profilactico que
comprenda un virus de la variolovacuna recombinante eficaz en la prevencion del inicio de la infeccion de la hepatitis
C.

Los presentes inventores han ido mas lejos a través de una investigacion importante basada en los resultados de los
analisis y examenes mencionados anteriormente sobre la infeccion por VHC y concibieron una idea de que una
fuerte activacién inmune provocada por una vacuna de la variolovacuna recombinante puede dar lugar a un potente
método de prevencion de la infeccidn por hepatitis C. Por otra parte, los presentes inventores también consideraron
que la fuerte activacion del sistema de eliminacion inmunoldgica provocada por una vacuna de variolovacuna
recombinante o similar podria proporcionar una potente terapia curativa de la hepatitis C, y, por tanto, el objetivo del
control completo de las afecciones patologicas de una enfermedad viral de mala curacién parecia ser posible. Los
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presentes inventores también se han dedicado a estudios con el fin de resolver el problema anterior basandose en
sus resultados de muchos afios de investigacion sobre infecciones virales. Como resultado, tuvieron éxito en la
preparacion de un virus de la variolovacuna recombinante que es eficaz en la prevencién del inicio de la infeccion de
la hepatitis C, logrando asi la presente invencion.

Por tanto, la presente invencion es del siguiente modo.

(1) Un virus de la variolovacuna recombinante que comprende un promotor de la expresion y un ADNc de
genoma del virus de la hepatitis C.

Un ejemplo de un virus de la variolovacuna incluye la cepa LC16m8. El ADNc del genoma del virus de la hepatitis C
es aquel que codifica una proteina no estructural del virus de la hepatitis C, en concreto:

(a) ADN representado por la SEQ ID NO: 2;

(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas que tiene 95 % o mas de homologia
con la secuencia de nucleodtidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteina no estructural del
virus de la hepatitis C.

Por otra parte, un ejemplo del promotor de la expresion contenido en el virus de la variolovacuna recombinante de la
presente invencion incluye un promotor hibrido. Especificamente, los ADN de (a) y (b) siguientes se ejemplifican
como una secuencia de nucleétidos del promotor hibrido:

(a) ADN que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 4; y
(b) ADN que hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 4 en condiciones rigurosas y que tiene una actividad promotora.

(2) Una composicion farmacéutica que comprende el virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con (1)
anterior.

La composicion farmacéutica puede usarse como un agente profilactico o un agente terapéutico para la hepatitis C.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra una estructura génica de un plasmido usado para preparar un virus de la variolovacuna
recombinante del VHC.

La figura 2 muestra las posiciones y los nombres de los cebadores usados para confirmar la transferencia de
genes del VHC mediante PCR.

La figura 3 muestra imagenes de electroforesis en gel de agarosa que muestran los resultados obtenidos
mediante la confirmacioén de la transferencia de genes del VHC mediante PCR.

La figura 4 muestra imagenes de las membranas de PVDF que muestran los resultados obtenidos mediante la
confirmacion de la expresion de proteinas del VHC mediante el método de transferencia de tipo Western.

La figura 5 muestra un método para confirmar la capacidad del VHC-VVR para inducir inmunidad
humoral/celular.

La figura 6 muestra los resultados obtenidos midiendo el efecto del VHC-VVR como una vacuna mediante el
método de ELISA con respecto a su capacidad para inducir la inmunidad humoral.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos midiendo el efecto del VHC-VVR como una vacuna mediante un
ensayo ELISPOT con respecto a su capacidad para inducir la inmunidad celular.

La figura 8 muestra la expresion del gen interruptor Cre/loxP en un ratén transgénico que expresa hepatitis genes
del virus de la hepatitis C.

La figura 9 muestra los cambios diarios en la cantidad de la proteina del ndcleo del VHC en el higado del raton
transgénico después de la expresion génica del VHC (panel A) y la alteracion del tejido en el higado del raton
transgénico debido al inicio de la hepatitis (panel B).

La figura 10 muestra el esquema de administracion del virus de la variolovacuna recombinante del VHC a los
ratones transgénicos del VHC.

La figura 11 muestra el efecto terapéutico tras la administracion del virus de la variolovacuna recombinante del
VHC a los ratones transgénicos del VHC.

Mejores modos para realizar la invencion

En lo sucesivo en el presente documento, un virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la presente
invencion y una aplicacion del mismo se describird con mas detalle aunque el alcance de la presente invencion no
debe limitarse a estas descripciones, y se pueden realizar modificaciones apropiadas aparte de los siguientes
ejemplos sin apartarse del alcance de la invencion.

El alcance de la presente invencion viene definida por las reivindicaciones y cualquier informacién que no entre
dentro de las reivindicaciones se proporciona Unicamente a efectos informativos.
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1. Sumario

Entre las diversas vacunas, las vacunas vivas son algunas de las vacunas particularmente eficaces, pero
generalmente se sabe que el desarrollo de una vacuna atenuada para un nuevo virus requiere un periodo muy largo
de tiempo, lo que es probable que sea el caso para el VHC también.

Una técnica de ingenieria genética para la preparacion de un virus de la variolovacuna recombinante (RW) como
una vacuna viva es una de las técnicas conocidas empleadas en tal caso. Por ejemplo, se ha demostrado que los
virus de la variolovacuna recombinantes para el virus de la rabia o de la peste bovina desarrollados por los
presentes inventores ejercen efectos superiores en la prevencion del inicio de la infeccion en las pruebas de campo
y similares (por ejemplo, véase, Tsukiyama K., et al., Arch. Virol., 1989, vol.107, p.225-235).

Por otra parte, los presentes inventores han tenido éxito en la preparacion de un virus de la variolovacuna
recombinante que tiene ADNc de SDRA-CoV, un patégeno conocido de neumonia atipica SDRA (documento
WO02006/038742) y se confirmd que se trataba de una formulacion que tiene un efecto profilactico superior, que
puede usarse para la administracion repetida (por ejemplo, véase, Kitabatake M., et al., Vaccine, 2007, vol.25,
p.630-637).

Un virus de la variolovacuna usado como un padre recombinante para la preparaciéon de RW tiene que ser una cepa
de vacuna que tiene una seguridad establecida. La cepa LC16m8 del virus de la variolovacuna (por ejemplo, véase,
Clinical Virology vol.3, No.3, 269, 1975) se conoce como dicha cepa de vacuna. La cepa LC16m8 deriva de la cepa
Lister y actualmente la Unica cepa de la vacuna que en realidad ha sido administrada como una vacuna profilactica
cuya seguridad y eficacia se han confirmado.

Los presentes inventores también encontraron, en el curso del desarrollo y el estudio de los virus de la variolovacuna
recombinantes contra la peste bovina, el VIH, el SDRA-CoV vy similares, que el uso de un promotor de la expresion
de genes que puede potenciar considerablemente la capacidad productora de anticuerpos y la capacidad para
inducir inmunidad celular es eficaz para el virus de la variolovacuna de la presente invencién. En concreto, los
presentes inventores encontraron que pSFJ1-10 o pSFJ2-16 se pueden utilizar como un vector plasmidico preferible
(por ejemplo, véase Jin N-Y, et al., Arch. Virol. 1994, vol.138, p.315-330, Elmowalid GA., et. al., Pros. Natl. Acad.
Sci. 2007, vol.104, 8427-8432; Arch. Virol. 138, 315-330, 1994; solicitud de patente japonesa abierta a consulta por
el publico n.° 6-237773, etc.).

Se divulga que, como resultado, los presentes inventores tuvieron éxito en la preparacion de un virus de la
variolovacuna recombinante del VHC mediante la integracion de un gen que codifica una proteina no estructural del
VHC y/o un gen que codifica una proteina estructural del VHC junto con un promotor en un virus de la variolovacuna.

Un virus parental de un virus de la variolovacuna recombinante de la presente invencién es un virus de la
variolovacuna como se ha descrito anteriormente. Un virus de la variolovacuna recombinante de la presente
divulgacion tiene un ADNc del VHC integrado en el genoma del virus de la variolovacuna. También se divulga que
una unidad de expresion obtenida mediante la clonacion de las regiones génicas enteras que codifican la proteina
del VHC, la region de la proteina de la capside externa o el gen de la region de proteina no estructural asociada con
la replicacion se transfieren a un vector de virus de la variolovacuna. Esta unidad de expresién se introduce en la
region de codificacion de HA del virus de la variolovacuna. Puesto que la transferencia del gen extrafio a la region de
codificacion de la HA no tiene influencia alguna en la actividad de proliferacion del virus de la variolovacuna, como
ya se sabe, se puede usar como virus parental una cepa de vacuna segura que tiene capacidad de proliferacion
débil (Vaccine 12, 675-681, 1994).

Las vacunas de variolovacuna recombinantes vivas contra el virus de la rabia, el virus de la peste bovina y similares
se han probado en el campo, donde se han demostrado sus excelentes efectos profilacticos contra el inicio de las
infecciones respectivas.

También se divulga que los presentes inventores prepararon un virus de la variolovacuna recombinante (RW)
mediante la insercion de un gen entero que codifica la proteina del virus de la hepatitis C (VHC), un gen que codifica
la regién de la proteina de la capside externa o un gen que codifica una region de proteina no estructural asociada
con la replicacién aguas abajo de un promotor hibrido, y la integracién de estos genes en la regién del gen de la
hemaglutinina (HA) de una cepa de virus de la variolovacuna atenuado.

El promotor hibrido incluye un promotor de inclusion de tipo A (ITA) de poxvirus y un promotor de la expresion
temprana de la proteina de 7,5 kDa del virus de la variolovacuna (p7,5) con multiples repeticiones (véase Jin N-Y, et
al., Arch. Virol. 1994, vol.138, p.315-330). Este promotor fue desarrollado y esta disponible del Dr. Hisatoshi Shida
en la Hokkaido University.

El VVR preparado se utilizé para infectar una célula animal, por la cual se confirmaron la expresion abundante de la
proteina del VHC, asi como la produccién temprana de un anticuerpo de titulos altos contra el VHC mediante la
vacunacion de un individuo animal. Ademas, se confirmé también que la inmunidad celular se activaba tras la
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vacunacion a un individuo animal mediante ensayo ELISPOT, logrando asi la presente invencion.
2. Preparacion del virus de la variolovacuna recombinante del VHC

Todo el gen que codifica la proteina del virus de la hepatitis C (VHC), un gen que codifica la region de la proteina de
la capside externa y un gen que codifica una regién de proteina no estructural asociada con la replicacién ya se han
clonado e insertado en un plasmido. Por lo tanto, un gen contenido en el virus recombinante de la presente
invencion se puede obtener segun una técnica habitual de ingenieria genética. Por ejemplo, como tal técnica de
ingenieria genética se puede usar un método de sintesis de acido nucleico que usa un sintetizador de ADN utilizado
generalmente. Por otra parte, después de aislar o sintetizar una secuencia génica como molde, se puede emplear un
método de PCR donde los cebadores especificos para cada gen estan disefiados para amplificar las secuencias de
genes con un dispositivo de PCR o un método de amplificacion génica usando un vector de clonacién. Los expertos
en la técnica pueden llevar a cabo facilmente métodos mencionados anteriormente de acuerdo con Molecular
cloning 22 Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) o similar. El producto de la PCR obtenido se puede
purificar de acuerdo con un método conocido.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el gen del VHC insertado en el plasmido descrito
anteriormente (Genotipo 1b; Numero de nucleotido: 1-9611; DDBJ/EMBL/nimero de acceso en GenBank:
AY045702) se puede usar como molde. Por lo tanto, el ADNc del gen del VHC se utiliza como molde con cebadores
especificos del gen del VHC para realizar la PCR, preparando de este modo cada region del gen del VHC. De
acuerdo con la presente descripcion, la totalidad de las regiones génicas del VHC, un gen que codifica la region de
la proteina estructural de la proteina de la capside externa y un gen que codifica la regién de la proteina no
estructural asociada con la replicacion se denominan "CN5", "CN2" y "N25", respectivamente.

Las secuencias de nucledtidos de CN2, N25 y CN5 estan representadas por las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3
respectivamente. Aparte del ADN de la secuencia representada por la SEQ ID NO: 2, se puede usar 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: 2 en condiciones rigurosas que tiene un 95 % o mas de homologia con la
secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2, y que codifica una proteina no estructural del virus de
la hepatitis C (ADN mutante de N25).

En el presente documento, la frase "que codifica una proteina estructural del virus de la hepatitis C" significa que el
gen codifica una proteina que constituye la capside externa del virus, especificamente, el gen codifica al menos la
region de nucleo, la region E1 y la region E2 (Figura 1A). Adicionalmente, la frase "que codifica una proteina no
estructural del virus de la hepatitis C" significa que el gen codifica una proteina producida en la célula tras la
propagacion del virus, especificamente, el gen codifica al menos la region NS2, la region NS3, la region NS4a, la
region NS4b, la regién NS5a y la region NS5b (Figura 1B).

Ademas se divulga que los genes descritos anteriormente que codifican la proteina estructural y la proteina no
estructural comprenden la secuencia de longitud completa, asi como una secuencia parcial de la misma. En el caso
de CN2, puede no ser necesariamente una secuencia de longitud completa y puede ser una parte de la misma
siempre que contenga todas o parte de la region del nucleo, la region E1 y la region E2. Por ejemplo, la region E1
(589-1164) y la region E2 (1165-2253) de la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 1 se divulgan
en el presente documento. En el caso de N25, puede no ser necesariamente una secuencia de longitud completa y
puede ser una parte de la misma siempre que contenga todas o parte de la regidon NS2, la region NS3, la region
NS4a, la region NS4b, la region NS5a y la region NS5b. En el caso de CN5, puede no ser necesariamente una
secuencia de longitud completa y puede ser una parte de la misma siempre que contenga todas o parte de la regién
del ndcleo, la region E1, la region E2, la region NS2 la region NS3, la region NS4a, la region NS4b, la region NS5a y
la regién NS5b. Por ejemplo, la region E1 (589 - 1164), la region E2 (1165 - 2253), la region NS2 (2443 -3093) y la
region NS3 (3094 - 4986) de la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 3 se divulgan en el
presente documento.

El ADN mutante descrito anteriormente se puede obtener mediante sintesis quimica o, como alternativa, se puede
obtener de una biblioteca de ADNc o una biblioteca genémica por un método de hibridacién conocido, tal como
hibridacion de colonias, hibridacion de placas, transferencia de tipo Southern o similares, usando ADN que tiene la
secuencia de nucledtidos representada por cualquiera de las SEC ID NOS: 1-3 o un fragmento de la misma como
sonda. Los ejemplos de condiciones rigurosas para la hibridacion mencionada anteriormente incluyen 0,1 x SSC a
10xSSC, de 0,1 % a 1,0 % de SDS y de 20 °C a 80 °C. Mas especificamente, después de realizar la prehibridacion a
37 °C a 56 °C durante 30 minutos o mas, el lavado se lleva a cabo durante 1 a 3 veces en 0,1 x SSC, 0,1 % de SDS
a temperatura ambiente durante de 10 a 20 minutos. Para el procedimiento especifico del método de hibridacién, se
puede hacer referencia a "Molecular Cloning, A Laboratory Manual 22 ed." (Cold Spring Harbor Press (1989)) o
similares.

Por otra parte, se puede usar el ADN que tiene 95 % o mas, 98 % o mas o 99 % o mas de homologia con la
secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteina no estructural del virus de la
hepatitis C.
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Un promotor contenido en el virus de la variolovacuna recombinante de la presente invencion es un promotor hibrido
que consiste en una inclusion de inclusion de tipo A (ITA) de poxvirus y un promotor temprano de la expresion de la
proteina de 7,5 kDa del virus de la variolovacuna (p7,5) con multiples repeticiones incluidas en la regién del gen de
la hemaglutinina (HA) del virus de la variolovacuna. Este promotor puede estar ligado a un plasmido apropiado, por
ejemplo, pPBMSF7C (Arco. Virol. 138,315-330, 1994; solicitud de patente japonesa abierta a consulta por el publico
n.° 6-237773).

Una secuencia de nucleétidos de un promotor hibrido que puede usarse para la presente invencion esta
representada por la SEQ ID NO: 4. Ademas del ADN que tiene la secuencia de nucledtidos 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
nucledtidos representada la por SEQ ID NO: 4 en condiciones estrictas y que tiene una actividad promotora también
puede usarse para la presente invencion. Las "condiciones estrictas" son las mismas que se han descrito
anteriormente. La frase "que tiene una actividad promotora" significa que tiene una actividad para transcribir un gen
que codifica una proteina no estructural.

Una proteina se puede expresar en masa mediante este promotor hibrido en una forma completamente modificada
con azUcar desde la infeccién temprana a la infeccién tardia por el virus de la variolovacuna. De acuerdo con la
presente divulgacion, un vector plasmidico que tiene el gen del VHC (CN5) insertado aguas abajo de un promotor
pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN5. Adicionalmente, de acuerdo con la presente divulgaciéon, un vector
plasmidico que tiene un gen de la region de la proteina de la capside externa (CN2) insertado aguas abajo de un
promotor pBMSF7C se denomina pBMSF7C-CN2. Ademas, un vector plasmidico que tiene un gen de proteina no
estructural (N25) insertado aguas abajo del promotor pBMSF7C se conoce como pBMSF7C-N25.

Estos vectores plasmidicos se transfieren a un virus de la variolovacuna como huésped para preparar un virus de la
variolovacuna recombinante. Para la transferencia al vector plasmidico del huésped, se puede usar cualquier técnica
conocida. Se divulga que, por ejemplo, uno cualquiera de los vectores plasmidicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2
y pBMSF7C-N25 se puede introducir en una célula animal infectada con una cepa del virus de la variolovacuna
atenuado LC16m8 para inducir la recombinacion homologa en la region del gen de la hemaglutinina (HA) del virus
de la variolovacuna para preparar virus de la variolovacuna recombinantes VVR-CN5, CCR-CN2 y CCR-N25 que
expresan las respectivas proteinas del VHC.

La cepa LC16m8 del virus de la variolovacuna se utiliza para la preparaciéon de RW es una cepa atenuada que
puede proliferar en un individuo animal, pero tiene la propiedad de proliferacion extremadamente baja en las células
nerviosas. Esta cepa se ha aprobado como una vacuna contra la viruela en Japén y no se han producido efectos
secundarios graves por la vacunacion de aproximadamente 50.000 nifios (informe de investigacion por el grupo de
investigacion de la vacunacion de la viruela en el Ministry of Health and Welfare, Clinical Virology vol.3, No.3,269,
1975). Por otra parte, se informa que su capacidad de induccion de inmunidad es equivalente a la de la cepa Lister,
es decir, la cepa parental, y, por lo tanto, la cepa LC16m8 es una vacuna segura y eficaz.

Dado que los VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 preparados tienen el gen de la proteina del VHC insertado en la
region del gen de la HA del virus de la vacuna, la expresion de la proteina HA es defectuosa y, por lo tanto, no se
produce ninguna hemaglutinaciéon. De acuerdo con la divulgacion, se usan VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 para
infectar las células animales, y se realiza la deteccidon selectiva de VVR usando la reaccién de aglutinacion de
eritrocitos de pollo con la placa resultante como indicador. EI VVR de interés puede obtenerse seleccionando las
placas blancas en las que no se observa ninguna hemaglutinacion.

La transferencia de genes del VHC en el virus obtenido de las placas blancas se puede confirmar mediante la
realizacién de PCR utilizando el genoma del virus como molde y cebadores especificos de genes del VHC.

La expresién de la proteina del VHC puede confirmarse mediante transferencia de tipo Western utilizando células
animales infectadas con VVR-CN5, VVR-CN2 y VVR-N25 como muestras. En el presente documento, el anticuerpo
utilizado se puede obtener mediante la purificacién de IgG con la proteina G de un antisuero obtenido mediante
inmunizacién con un polipéptido del VHC (J. Biol.Chem. 279:14531-14541, 2004).

Aparte de la region del gen de la HA, normalmente se usa la region del gen de la timidina quinasa (TK) como el sitio
de insercion para el gen de interés tras la preparacion de RW pero se sabe que la insercion del gen de interés en la
region del gen de la TK reduce la proliferacion del VVR debido al defecto en la expresion de la TK. Por otra parte, se
informa de que el defecto en la expresion de la proteina HA tiene poco efecto sobre la proliferacion del VVR
(Vaccine 12, 675-681, 1994). Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, el sitio de insercion del gen de
interés es, preferentemente, la region del gen de la HA.

3. Composiciéon farmacéutica para la prevencioén o el tratamiento de la hepatitis C

La presente invencién proporciona un agente profilactico y terapéutico (una composicion farmacéutica) para la
hepatitis C que comprende el virus de la variolovacuna recombinante descrito anteriormente.
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Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede introducirse en un organismo mediante cualquier
método conocido tal como inyeccién intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; inhalacion nasal,
bucal o pulmonar; o administracién oral. Ademas, un virus recombinante contenido en una composiciéon farmacéutica
de la presente invencidon se puede usar en combinacién con un medicamento antiviral existente (por ejemplo,
interferon). Una realizacion de uso combinado no esta particularmente limitada y el virus recombinante de la
presente invencion y el farmaco antiviral existente puede introducirse en un organismo mediante un método donde
ambos se administran simultdneamente o mediante método donde uno se administra después del otro a un cierto
intervalo.

Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencidon se puede mezclar con un vehiculo conocido
farmacéuticamente aceptable tal como un excipiente, un agente de carga, un aglutinante y un lubricante, un tampoén,
un agente de tonicidad, un agente quelante, un colorante, un conservante, una fragancia, un agente aromatizante,
un agente edulcorante o similares.

La composiciéon farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por via oral o parenteral de acuerdo con
su forma, por ejemplo, como un agente administrado por via oral tal como un comprimido, una capsula, un agente en
polvo, un agente granular, una pildora, una solucion, jarabe o similares, o un agente administrado por via parenteral,
como una inyeccion, un agente tépico, un supositorio, una gota ocular o similares. Preferentemente, es, por ejemplo,
una inyeccion local tal como una inyeccion intradérmica, intramuscular o intraperitoneal.

Aunque la dosis se selecciona apropiadamente de acuerdo con el tipo del elemento activo, la via de administracion,
el objetivo de la administracion, la edad, el peso, el sexo y los sintomas del paciente y otras condiciones, la dosis
diaria del virus es de aproximadamente 1,000-1.000.000.000 UFP (unidades formadoras de placas) v,
preferentemente, de aproximadamente 100.000-100.000.000 UFP en el caso de la administracion oral, mientras que
es de aproximadamente 100-1.000.000.000 UFP y, preferentemente, de aproximadamente 1.000-100.000.000 UFP
en el caso de administracion parenteral. El virus puede administrarse una vez o varias veces al dia.

El virus recombinante de la presente invencién se puede usar como una vacuna para prevenir o tratar la hepatitis C.
Ademas, el desarrollo de una vacuna contra el VHC hasta la fecha se basa en la investigacion que se centra en los
anticuerpos contra el VCH y las células T citotoxicas (CTL). Por lo tanto, el titulo de anticuerpos o la actividad de la
inmunidad celular como vacuna se miden, preferentemente, de antemano.

Se divulga que, por ejemplo, los titulos de anticuerpos contra los VVR-CN5, VVR-CN2, VVR-N25 preparados o la
cepa LC16m8, es decir, la cepa parental, se pueden obtener mediante la vacunacién de un conejo con la cepa de
virus, la recogida de los sueros con el tiempo y la medicion del valor ELISA contra el VHC en el suero. En los sueros
de conejos vacunados con VVR-CN5- 0 VVR-CN2, los titulos de anticuerpos contra el VHC aumentaron tras cuatro
semanas desde la vacunacion.

También se divulga que la actividad de la inmunidad celular se puede medir mediante la vacunacién de un ratén con
VVR-CN5, VVR-CN2, VVR-N25 o la cepa LC16m8, es decir, la cepa parental, aislando las células de bazo del ratén
inmunizado, y determinando si o no los CTL especificos del VHC son inducidos por el ensayo ELISPOT. De acuerdo
con la presente divulgacion, cuando las células del bazo derivadas de ratones BALB/c vacunados con VVR-CN5 se
estimularon con un péptido sintético de una secuencia del epitopo del CRL especifico de E1 restringido a H H-2¢ se
detectaron células productoras de INF-y casi diez veces las de control. De acuerdo con lo anterior se encontré que la
vacunacion con VVR-CNS5 inducia CTL especificos de E1 en ratones BALB/c.

Por lo tanto, los VVR-VHC preparados por los presentes inventores han confirmado que inducen inmunidad humoral
y celular contra el VHC.

La presente invencion se describirda mas especificamente mediante los ejemplos siguientes. Estos ejemplos son solo
ilustrativos y no deben limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1
Preparacién del virus de la variolovacuna recombinante

Las regiones génicas completas (CN5), la region de la proteina de la capside externa (CN2) y la region génica de la
region de la proteina no estructural asociada a la replicacion (N25) del virus de la hepatitis C (DDBJ/EMBL/ nimero
de acceso en GenBank; AY045702) se integraron en los sitios Sbfl y Sgfl del plasmido pBMSF7C (solicitud de
patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 6-237773) para preparar los vectores plasmidicos pBMSF7C-
CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 que tienen los genes del VHC insertados aguas abajo del promotor hibrido
ATI-p7.5 en la region génica de la hemaglutinina (HA) (Figura 1).

Se sembraron células de rifidn de cultivo primario en un matraz T175. Una vez que las células alcanzaron la
confluencia, se usé la cepa del virus de la variolovacuna atenuado LC16m8 para la infeccion a un moi = 10 y a 30 °C
durante 2 horas. En el presente documento, moi (multiplicidad de infeccion) hace referencia a las UFP por célula.
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Después de la infeccion, la solucion de virus se eliminé mediante aspiracion y las células se lavaron con PBS (-). A
continuacion, después del tratamiento con 0,05 % de tripsina/EDTA 0,5 mM/PBS (-) y lavado con 10 % de
FCS/medio MEM, PBS (-) y tampdn de HeBS, las células se suspendieron en 600 pl de tampdn de HeBS. 40 ug de
cada uno de los vectores plasmidicos pBMSF7C-CN5, pBMSF7C-CN2 y pBMSF7C-N25 se diluyeron usando un
tampon HeBS para obtener una cantidad total de 200 pl, que se afiadié y se mezcld con la suspension celular y se
dejo reposar en hielo durante 10 minutos. La suspension celular afiadida con el vector plasmidico se transfirié a una
cubeta de 0,4 cm para realizar la electroporacion (0,2 kV, 960 yF) usando un electroporador (Bio-Rad). Después de
la electroporacion, se afiadio inmediatamente 1 ml de 10 % de FCS/medio MEM a la suspension celular para la
dilucién. Esta suspension celular se afiadio a las células RK13 o células de rifidn de cultivo primario que se habian
sembrado en un matraz T175 y se cultivaron a 30 °C durante 24 horas.

Después de 24 horas de cultivo, se retir6 el sobrenadante del cultivo mediante aspiracién y las células se lavaron
con PBS (-). A continuacién, se realizé el tratamiento con 0,05 % de tripsina/EDTA 0,5 mM/PBS (-) y las células se
suspendieron en un 10% de FCS/medio MEM. Se recogio la suspension de células, se sometié a ultrasonidos (30 s
x 4 veces) en agua fria y después se centrifugd (2000 rpm, 10 min). El sobrenadante resultante se utilizé como una
solucion de virus. La solucién de virus se diluyd en 10 % de FCS/medio MEM y se us6 para infectar la célula de
rindn de cultivo primario que se habian sembrado en una placa de 100 mm a 30 °C durante una hora. La solucién de
virus se elimind mediante aspiracion y, a continuacion, las células se lavaron con PBS (-). Se afiadié 10 % de
FCS/0,5% de metilcelulosa/medio MEM para el cultivo a 30 °C durante 72 horas. Después de 72 horas de cultivo, se
retird el sobrenadante mediante aspiracion y se lavo con PBS (-). Una solucion de eritrocitos de pollo diluida en PBS
(+) se anadi6 a la placa de 100 mm para el cultivo a 37 °C durante 30 minutos. La solucién de eritrocitos se elimind
mediante aspiracion y, a continuacion, las células se lavaron dos veces con PBS (-). Las placas sobre las que no se
adsorbieron los eritrocitos de pollo se recogieron usando un Pipetman. La transferencia de genes del VHC en las
placas recogidas se confirmé mediante PCR y secuenciacion génica. Las placas confirmadas de la transferencia
génica se sometieron a purificacion en placa tres veces.

Los virus sometidos a tres veces purificacion en placa se sometieron a cultivo a pequeina escala. La colonia obtenida
después de la tercera purificacion se suspendié en 700 pl 10 % de FCS/medio MEM y se sometié a ultrasonidos en
agua fria. Después de la centrifugacion (2.000 rpm, 10 min), se afadieron 500 ul de sobrenadante a las células de
rindn de cultivo primario sembradas en T25 para la infecciéon a 30 °C durante 2 horas. Después de la infeccion, la
solucién de virus se retiré mediante aspiracion y las células se lavaron con 2,5 ml de 10 % de FCS/medio MEM. EI
medio se retird mediante aspiracion y se afadieron 2,5 ml de 10 % de FCS/medio MEM reciente para el cultivo a 30
°C durante 72 horas. Después de 72 horas, las células se rasparon del matraz con un raspador para recoger la
suspension de células. La suspension celular recogida se sometié a ultrasonidos (30 s, 4 veces) en agua fria,
seguido de centrifugacion, y el sobrenadante se recogié como la solucién de virus. La solucién de virus recogido se
diluy6 en serie y después se afiadid a las células RK13 o a las células de rifidn de cultivos primarios que se habian
sembrado en placas de 6 pocillos para la infeccion a 30 °C durante una hora. La soluciéon de virus se elimind
mediante aspiracion y las células se lavaron dos veces con PBS (-) y se afadi6 10 % de FCS/ 0,5 % de
metilcelulosa/medio MEM para el cultivo a 30 °C durante 72 horas. Después de 72 horas, se contd el nimero de
placas formadas en el pocillo para calcular el titulo.

Sobre la base de este titulo calculado, se realiz6 el cultivo a escala masiva. Las células RK13 o las células de rifién
de cultivos primarios se sembraron en diez matraces T175. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se
uso la solucion de virus de la variolovacuna recombinante para la infecciéon a un moi = 10 y a 30 °C durante 2 horas.
Después de la infeccion, la solucién de virus se retiré mediante aspiracion y las células se lavaron con 20 mil de 10
% de FCS/medio MEM. EI medio se retir6 mediante aspiracion y se afiadieron 20 ml de 10% de FCS/medio MEM
reciente para el cultivo a 30 °C durante 72 horas. Después de 72 horas, las células se rasparon de los matraces
usando un raspador y las suspensiones celulares se recogieron y se congelaron a -8 0 °C para su conservacion,
Esta suspension de células se sometid a tres rondas de congelacion y descongelacion, seguido de tratamiento con
ultrasonidos (30 segundos, 4 veces) en agua fria y centrifugacion para recoger el sobrenadante como una solucion
de virus. La solucion de virus recogida se transfirié a un tubo de centrifugacion de alta velocidad y se sometié a
centrifugacion a 18.000 rpm durante 45 minutos para permitir la precipitacion del virus. El sobrenadante se retird
mediante aspiracion y, a continuacion, los sedimentos se resuspendieron en una pequefa cantidad de 10 % de
FCS/medio MEM. Mediante este procedimiento se prepard una solucién de virus que se concentrd diez veces mas
fuerte que una con el cultivo en matriz T175. Esta solucion de virus concentrado se diluyo en serie y se utilizd para
infectar las células RK13 o las células de rifidn de cultivos primarios que se habian sembrado en una placa de 6
pocillos y los titulos de virus de las soluciones se calcularon de la misma manera que en el método descrito
anteriormente. Las soluciones concentradas de virus con titulos calculados se utilizaron en varios experimentos
descritos en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2
Confirmacion de la transferencia de genes del VHC mediante PCR

La PCR se realiz6 usando los siguientes cebadores especificos de genes del VHC y el genoma del virus de la
variolovacuna recombinante obtenido como molde para confirmar si el gen del VHC se habia introducido o no en el
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genoma del virus (Figuras 2 y 3).
(1) Secuencias de nucledtidos de los cebadores para clonacion
Dr: HCV-CL-FL (SEQ ID NO: 5)
5-GGGCGGCCCTGCAGGTAATACGACTCACTATAGGGCGTAGACCGT
GCATCATGAGCACAAATCCTAAACCCCAAAGAAAAACCAAACG-3
lv: HCV-CL-MRv (SEQ ID NO: 6)
5-GGGCGGCGCGATCGCCTATCATTAAAGGAGCCGCCACCCCTGCCCT
TCAAGACTATC-3
Dr: HCV-CL-MFw (SEQ ID NO: 7)
5-GGGCGGCCCTGCAGGTAATACGACTCACTATAGGGCGTAGACCGT
GCATCATGACGCGGCCGCCGCAAGGCAACTGGTTCGGC-3
lv: HCV-CL-Rv (SEQ ID NO: 8)

5-GGGCGGCGCGATCGCCTATCATTATCGGTTGGGGAGCAGGTAGAT
GCCTAC-3

(2) Secuencias de nucledtidos de cebadores para PCR para confirmar el inserto
<HA>

Dr: HA-1-S (SEQ ID NO: 9)
5-GGTCTTATATACACCGAGTAAGG-3

Iv: PBSF-110-350-R20 (SEQ ID NO: 10)
5-TCAGGAAAGACAGCCATAGC-3

<Regidn de la primera mitad >

Dr: PBSF-110-1204-S22 (SEQ ID NO: 11)
5-CATCACATTGAAACATTGGGAC-3

IV: 6-354-R20 (SEQ ID NO: 12)
5-GATTTGTGCTCATGATGCAC-3

Iv: 6-2139-R23 (SEQ ID NO: 13)
5-CCGAACCACATTTTGTGTAAGTG-3

<Regioén de la ultima mitad >

Dr: 6-3251-18S (SEQ ID NO: 14)
5-AGTAGAGCCCGTTGTCTT-3

Dr: 6-9168-S20 (SEQ ID NO: 15)
5-TACCTCTTCAACTGGGCAGT-3

Iv: HA-6-R (SEQ ID NO: 16)
5-CTAGTTCTGAGAAACCAGAGG-3

Especificamente, la composicion de la solucion de reaccion era de 1U de ADN polimerasa, dNTP 0,3 mM, cebador F
1 yM y cebador R 1 yM en 50 ul de tampdn que viene con una polimerasa disponible en el mercado. Las
condiciones del ciclo fueron 25 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C durante 0,5 minutos; hibridacién a 58 °C durante
0,5 minutos; y elongacion a 72 °C durante 2 minutos. El producto de PCR resultante se sometié a electroforesis
utilizando un gel de agarosa para confirmar la banda. Como resultado, si se observaba una banda uUnica que tiene la
longitud esperada basada en el disefio del cebador, se consideraba que el gen del VHC se habia transferido al
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genoma del virus recombinante mientras que el gen del VHC no se habia transferido si no se observaba dicha
banda.

Como se muestra en la Figura 3, como resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de la
PCR (fragmento amplificado), se encontré6 que el gen del VHC se habia transferido al genoma del virus
recombinante.

Ejemplo 3
Confirmacion de la expresion de proteinas del VHC mediante el método de transferencia de tipo Western

El virus de la variolovacuna recombinante RVV-S se utilizé para infectar células RK13 que se habian sembrado en
una placa de 6 pocillos a moi = 30 y a 30 °C durante 2 horas. Después de la infeccion, la solucién de virus se elimind
mediante aspiracién y las células se lavaron dos veces con PBS (-). A cada pocillo, se afiadieron 2 ml de 10% de
FCS/medio MEM para el cultivo a 30 °C durante 24 horas. Después de 24 horas, se retird el medio por aspiracion, y
se afiadieron 100 u/ de tampon de lisis (1 % de SDS, 0,5 % de NP-40, NaCl 0,15 M, Tris-HCI 10 mM (pH 7,4)) para
lisar las células y la solucion resultante se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml. La solucion recogida se sometio
a ultrasonidos en agua fria hasta que la viscosidad llegé a ser cero. La cantidad de proteina en la solucién preparada
se cuantificé segun el método de Lowry.

La electroforesis se llevo a cabo durante 50 ug de proteina con gel de acrilamida al 10%. Al final de la electroforesis,
se elimind el gel y la proteina en el gel se transfiri6 a una membrana de PVDF con un papel secante semiseco
pasando una corriente de 5,5 mA/cm? durante 60 minutos. Después de lavar la membrana con una solucién de TBS-
T, la membrana se sumergié en una solucion al 5 % de leche descremada-TBS-T para el bloqueo. Después del
blogueo, la membrana se lavé tres veces con una soluciéon de TBS-T. El anticuerpo primario fue un anticuerpo
monoclonal de ratén obtenido mediante la purificacion de Core-31-2, E1-384, E2-544, NS3-10-1, NS4B-52-1 y 14-5-
NS5B clon IgG. La cantidad de proteina del anticuerpo purificado se cuantific por el método de Lowry y se prepard
a 10 pg/ml para su uso. Al final de la reaccion con el anticuerpo primario, la membrana se lavo tres veces con una
solucién de TBS-T. El anticuerpo secundario utilizado fue IgG anti-conejo unida a HRPO (de Donkey, Amersham). Al
final de la reaccién con el anticuerpo secundario, la membrana se lavé de nuevo tres veces con una solucién de
TBS-T, y se afadid una solucion de ECL a la membrana para el desarrollo de la pelicula.

En consecuencia, como se muestra en la Figura 4, se encontré6 que la proteina del VHC se expresaba en los
genomas de los virus recombinantes RVV-CN2, RVV-N25 y RVV-CN5.

Ejemplo 4
Experimentos de vacunacion de conejos y ratones con virus de la variolovacuna recombinantes (Figura 5)
La figura 5 muestra un método para confirmar la capacidad de HCV-RVV para inducir inmunidad humoral/celular.

Se vacuné a conejos New Zealand hembra blancos por via transendotellal con los virus de la variolovacuna
recombinantes o la cepa parental LC16m8 obtenida en el Ejemplo 1a1x10° ufp. Se extrajo sangre de la vena de la
oreja después de 1, 2, 3, 4 y 6 semanas desde la vacunacion. Ademas después de seis semanas tras la vacunacion
viral inicial, se usé RVV-S de nuevo para la vacunacion a 1x10® ufp. De un modo similar, se extrajo sangre de nuevo
de la vena de la oreja después de 1, 2, 3, 4 y 6 semanas desde la segunda vacunacion. Toda la sangre recogida se
introdujo en tubos de vacio de recogida de sangre (TERUMO, nombre comercial: Venoject Il Tubos para extraccion
de sangre al vacio (estériles), 9 ml) y se sometio a centrifugacion (3.000 rpm, 20 minutos) para separar y recoger los
sueros. Los sueros se congelaron a -20 °C para su conservacion hasta el ensayo ELISA descrito mas adelante.

Ejemplo 5

Medicion de los titulos de anticuerpos contra la proteina del VHC en sueros de conejos vacunados con HCV-RVV
mediante el método ELISA

Una placa de 96 pocillos se recubrié con la proteina del nucleo y la proteina E2, al que se afiadié una dilucion de
100 veces de la muestra de suero congelado. Después de dejar reposar a temperatura ambiente durante una hora,
la placa de 96 pocillos se lavd con una solucion de TBS-T y luego se afiadié anti-lgG de conejo ligado a HRPO (de
Donkey, Amersham) a la placa de 96 pocillos como anticuerpo secundario. Después de la reaccién con el anticuerpo
secundario a temperatura ambiente durante una hora, la placa de 96 pocillos se lavé de nuevo tres veces con una
solucion de TBS-T, a la que se afiadié una solucién de desarrollo de color a 100 pl/pocillo. Después de dejar reposar
a temperatura ambiente durante 10-20 minutos, se midié la absorbancia a 450 nm se con un lector de microplacas.

Como resultado, como se muestra en la Figura 6, los titulos de anticuerpos mas altos se indujeron contra la proteina
del nucleo y E2 en el suero de conejos vacunados con RW-CN2- y RVV-CN5.
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Ejemplo 6

Confirmacion de las capacidades induccion de inmunidad celular de HCV-RW como vacunas mediante ensayo
ELISPOT

(Dia 1)

El anticuerpo anti-ratén de IFN-y purificado (R4-6A2) (1ug/ml) (Pharmingen) se sembré en una placa de nitrocelulosa
de 96 pocillos a 75-100 pi/pocillo, al tiempo que se ajustd la concentracion final a 8 ug/ml (125 veces diluido en PBS
estéril) y se dejo reposar a 4 °C durante la noche.

(Dia 2)

Se recogieron las células de bazo de raton y se dejaron suspender en una cantidad adecuada en el lavado con
RPMI. El lavado con RPMI utilizado se suplement6 con FCS al 2,5%. Las células se recogieron mediante
centrifugacion a 1200 rpm a 4 °C durante 5 minutos. Las células se trataron con ACK, se suspendieron en RPMI de
lavado en una cantidad adecuada y de nuevo se centrifugaron a 1200 rpm y a 4 °C durante 5 minutos para recoger
las células. Se forzd a 500 pl de RPMI de lavado seguido de la suspension celular a pasar a través de un filtro.
Después del pase completo, las células se lavaron con 1,5 ml de lavado RPMI. EI producto resultante se lavé una
vez con medio RPMI suplementado con 10 % de FCS, se suspendieron en medio H-h y se ajusté a 1x10"/ml.

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

2) RPMI suplementado con 10 % de FCS: RPMI-1640 (SIGMA R8758), FCS (final 10 %), 2-mercaptoetanol
(concentracion final 5 yM), penicilina- estreptomicina (concentracion final PC: 100 u/ml, SM: 0,1 mg/ml) y 4 ml
de NaHCO3 al 7,5 %.

3) Medio de CLICK suplementado con 10 % de FCS: Medio de CLICK (SIGMA C5572), FCS (concentracién
final 10 %), 2-mercaptoetanol (concentracion final 5uM), penicilina- estreptomicina (concentracion final PC: 100
u/ml, SM: 0,1 mg/ml) y 4 ml de NaHCO3 al 7,5 %.

Inicio del cultivo

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavé tres veces con PBS (100 pi/pocillo), se afiadid6 RPMI suplementado
con 10 % de FCS a 100 pl/pocillo y se introdujo en un incubador con CO; a 37 °C durante una hora para el bIo%ueo.
El medio se descartéby las células efectoras se sembraron en dilucién en serie de dos veces a partir de 1x10°/100
ul/pocillo a 0,125 x 10°/100 wl/pocillo.

Una solucién de péptido (200 ug/ml) se afiadié a 100 ul/pocillo (concentracion final 100 ug/ml) para el cultivo en un
incubador de CO» a 37 °C durante 24 horas.

(Dia 3)

Se descarté el medio y el resultante se lavé diez veces con PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 pi/pocillo). EI IFN-y
biotinilado anti-ratén (XMG1.2) (0,5 mg/ml) (Pharmingen) se ajustd a una concentracion final de 2 ug/ml (diluido 250
veces en PBS) y se afiadié a 100 ul/pocillo. La mezcla se deja reposar a 4 °C durante la noche.

(Dia 4)

La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavo diez veces con PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 ul/pocillo). La
estreptavidina-fosfatasa alcalina (1 mg/ml) (MABTECH AB) se ajusté a una concentracion final de 1 ug/ml (diluido
1000 veces en PBS) y se afiadié a 100 pl/pocillo.

La solucién turbia resultante se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Un tampdn de desarrollo de
color 25x AP (BIO-RAD) se diluy6 25 veces con AD y se afiadieron 1/100 cantidades de los reactivos de color Ay B
(BIO-RAD) para preparar una mezcla de reaccion. La placa de nitrocelulosa de 96 pocillos se lavd diez veces con
PBS, 0,05 % de Tween 20 (200 pi/pocillo). La mezcla de reaccion se afadio a 100 ul/pocillo y se dejoé reposar a
temperatura ambiente durante 10-20 minutos. Una vez que se desarrollé el color y aparecié un punto oscuro, la
mezcla de reaccion se descartd y se lavo minuciosamente en agua. Se despeg6 el fondo de la placa de nitrocelulosa
de 96 pocillos y se seco para contar el nimero de puntos con el lector ELISPOT.

Los recuentos resultantes se muestran en la Figura 7, donde se indujo una fuerte inmunidad celular.
Ejemplo 7

Examen del efecto terapéutico de las VHC-VVR contra la hepatitis C
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Un raton transgénico (Cre/loxP/HCV-Tg) (en la Figura 8, "loxP-HCV") al que se habia transferido con el gen del VHC
con un sistema Cre/loxP se apared con un ratén transgénico que expresaba Cre inducida por IFN (en la Figura 8,
"MxCre") para preparar un raton Tg (Cre/loxP/HCV-MxCre Tg) que expresa como un interruptor el gen del VHC en
un momento arbitrario (Figura 8) para analizar la afeccion patoldgica de los mismos. Para el analisis de la afeccion
patoldgica, se uso poli IC, es decir, un agente inductor de interferédn con el fin de permitir la expresion génica de la
enzima recombinante Cre con interferdn.

En el presente documento, en la Figura 8, el panel A muestra la expresion del gen del VHC por el sistema de
conmutacion Cre/loxP mientras que el panel B muestra el apareamiento entre el ratén transgénico loxP-HCV y el
ratén transgénico que expresa el gen de MxCre.

Como VHC-VVR se usaron VVR-CN2 que expresa predominantemente la proteina estructural del VHC, VVR-N25
que expresa la proteina no estructural asociada con la replicacion y VVR-CN5 que expresa la proteina completa
(Figura 1). Con el fin de evaluar los efectos terapéuticos de estas VHC-VVR, se vacuno a los ratones Cre/loxP/HCV-
MxCre Tg que expresaban de forma persistente la proteina del VHC durante 3 meses por via intradérmica una vez
con las VHC-VVR (1 x 10" UFP), y se obtuvieron muestras de los higados de los ratones después de cuatro
semanas después de la vacunacion (Figura 9). Posteriormente, se examinaron los niveles de expresion y la
morfologia de las proteinas del VHC en los higados de los ratones.

Los resultados se muestran en la Figura 10. En la Figura 10, el panel A muestra las transiciones de la cantidad de la
proteina del nucleo del VHC ("nucleo del VHC") y ALT (alanina aminotransferasa), donde la cantidad de proteina del
nucleo del VHC ("nucleo del VHC") y de ALT estan representados por un grafico de barras y una grafico de lineas,
respectivamente. La ALT es un indicador del grado de dafio hepatico. En el Panel B, " d0", "d90", "d180" y "d480"
indican alteracion del tejido en el higado antes de la expresion de genes del VHC y después de 90 dias, 180 dias y
480 dias después de la expresion de genes del VHC, respectivamente.

La proteina del VHC en el higado del raton Cre/loxP/HCV-MxCre Tg (en la Figura 10, "nucleo del VHC") no se
elimin6é por completo y se confirmd la expresion persistente durante mas de un afio, lo que indica una afeccion
patolégica de hepatitis crénica, tal como inflamacion o degeneracion adiposa, fibrosis y similares en el higado
(Figura 10).

Adicionalmente, en los higados de los ratones Cre/loxP/HCV-MxCre Tg después de cuatro semanas tras la
vacunacion con VHC-VVR, el nivel de expresion de la proteina del nucleo se redujo para el grupo de vacunacion con
VRR-N25 (Figura 11). Ademas, para el grupo de VVR-N25, la anomalia morfoldgica en el higado (estructura similar
a un cordon del higado, condiciones de las células hepaticas o similares) volvié a la normalidad (Figura 11).

En la Figura 11, "m8", "CN2", "CN5" y "N25" representan la cepa LC16m8, VVR-CN2, VVR-CN5 y VVR-N25,
respectivamente. El panel A muestra las cantidades de proteinas del nucleo del VHC en el higado, mientras que el
panel B muestra imagenes de los tejidos del higado después de cuatro semanas tras la vacunacion con VHC-VVR.
En el Panel B, "a" muestra la imagen del tejido hepatico antes de la expresion de genes del VHC, mientras que "b"
muestra las imagenes de los tejidos hepaticos tras cuatro semanas después de la vacunacion con VHC-VVR. Como
se puede apreciar en la figura 11, el higado del raton al que se ha administrado VVR-N25 volvié a la normalidad. Por
tanto, se ha demostrado que el virus de la variolovacuna de la presente invencién tiene un efecto terapéutico sobre
la hepatitis C.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencién se proporciona un nuevo virus de la variolovacuna recombinante que es eficaz
y muy seguro en la prevencion o tratamiento de la hepatitis C y un agente profilactico o terapéutico para la hepatitis
C (una vacuna para prevenir o tratar la hepatitis C) que comprende el nuevo virus.

[Listado de secuencias]

SEQ ID NO: 5: ADN sintético
SEQ ID NO: 6: ADN sintético
SEQ ID NO: 7: ADN sintético
SEQ ID NO: 8: ADN sintético
SEQ ID NO: 9: ADN sintético
SEQ ID NO: 10: ADN sintético
SEQ ID NO: 11: ADN sintético
SEQ ID NO: 12: ADN sintético
SEQ ID NO: 13: ADN sintético
SEQ ID NO: 14: ADN sintético
SEQ ID NO: 15: ADN sintético
SEQ ID NO: 16: ADN sintético
SEQ ID NO: 17: Péptido sintético
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SEQ ID NO: 18: Péptido sintético

SEQ ID NO: 19: Péptido sintético

SEQ ID NO: 20: Péptido sintético
5 LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Tokyo Metropolitan Organization for Medical Research The Chemo- Sero- Therapeutic Research
Institute

10 <120> Virus de la variolovacuna recombinante que tiene el gen del virus de la hepatitis C
<130> PCT09-0013

<150> JP 2008-057515
15 <151> 07-03-2008

<150> JP 2008-294361
<151> 18-11-2008

20 <160> 20

<170> Patentln versiéon 3.4

<210> 1
25 <211> 3093
<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C
<400 1
30
cetagaccet gcatcateag cacaaatcct aaaccccaaa gaaaaaccaa acgtaacace 60
aaccgccgce cacagegacgt caagttcecg geteeteetc agatcgttgg teggagtttac 120
ctgtteccgc gcageggecce cagettgget gtgcegcgcga ctagegaagac ttccgageesg 180
tcacaacctc gtgsaagecg acaacctate cccaaggctec gccageccsa EEECagRECC 240
tegectcage ccgegtacce tteggccccte tatsecaacg ageecatgeg gtggecagga 300
tegctectst cacccceceg ctoccggect agttgeeece ccacggacce ccgecgtage 360
tcecetaatt teggtaaget catcgatace ctcacatgcs scttegecega cotcategees 420
tacattccec tcgtcsscec ccccctaggg gecgttegcca ggeccctgec acatgstgte 480
cegettetee aggacggegt gaactatgca acagggaatt tgcccggtte ctetttetet 540
atcttectet teectcteet gtectettte accatcccag cttccgctta tgaggtecec 600
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aacgtatcce
gcagegsaca
tcccattget
acggcaatac
tatgteeeae
ceccggcate
caccecatee
cagttactce
ctagcgegce
ctacttttte
gectacteee
accaacggta
gegtttcttg
ttgeccagct
gagcagesce
attgtatcce
gteggracea
gtectgetee
aacggcacte
aataacacct
azatgtiestt

tegcactace

ggatatacca
teatcatgca
egetggcact
gacgccatgt
atctctecee
agacaataca
cttgegacat
ggatcecaca
ttacctacta
ccggcgtcga
tcacgaccct
gctggcacat
ccgegctett
gecgccecat
gecaggacea
cgtcgaaget
cceateggtt
ttaacaacac
gettcaccaa
tgacctecce
cgggacctte

cctegcactes
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tgtcacﬂaac
taccccceee
tactcccacg
cgatttecic
atctgtttte
geactgcaat
gatgatgaac
agctatcete
ttccateete
cEgrragace
cttttcatct
caacaggact
ctacacgcac
teacaagttc
gaggccttat
gtgtegteca
cegteteccet
8cgeccEcCe
gacatecgeeg
tacegactet
gctgacacee

caactttace

gactacteca
tecetgccct
ctagcgecca
gtteggecer
cttgtetece
tgctcaatet
tegtceccta
gacategtee
gegaacteee
cgtgtgacag
gegtcpecte
gecctgaact
aagttcaacg
gatcaggeget
tectegcact
gtgtattett
acgtataget
caaggcaact
ggcceccegt
ttccegaage
aggtsctiege

atcttcaage

14

actcaagtat
gegtteggea
ggaatgccag
ctectitcte
agctettcac
atccegecca
caacggccct
ceggeegctea
ctaagetatt
geseecagat
agaacatcca
gcaatgactc
cetccgeateg
geggteccat
acgcacctaa
tcaccecaag
BRRERLaRgaA
gettcegecte
gtaacatceg
accccgegsc
tagactacce

ttageateta

tetetatgag
gegcaactcee
cetccccact
ctccectate
cttetegcce
cetgtcaget
geteetgtcee
ctzeestate
gattgtgatg
agccagaaat
gctcataaac
cctcaacace
tccagagesc
cacttataect
accatgtest
cccagtteta

tgagacagac

tacgtggate -

282888 CREC
cacttacaca
atacaggctc

tetageeeec

660

720

780

840

300

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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gtegagcaca gectegatec tgcitgcaat tegacccgag gegaacgttg caacttegag 19?0
gatagegata gattggaget cagcccecta ctectgteta caacagagte gcaggtects 2040
ccctgttett tcaccaccet accgectctg tccactggtt taattcatet ccatcagaac 2100
atcgteeacg tgcaatacct gtacggtata gegtegecag ttgtttectt tgcaatcaaa 2160
tgegactata tceteatact tttcctecte ctgecegace cgcgcetcte tecctectte 2220
teeatgatec tecteatage ccageccgag gecgecttag aaaacctest egtectcaat 2280
gcgecetece tggccggage geatgecatt ctetecttee ttetgttett ctateccece 2340
tggtacatca aggecaagct ggtccccgge geageatatg ctttctatee agtatggceg 2400
ctgctecctee ttetegctgec cttaccacca cgagettace ctatggageg gragatgget 2460
geatcgtece gaggcgeget gtttgtaget ctgetactet tegactttetc accatactat 2520
aaagagttcc tceccagect catatggtee ttgcaatatt ttatcaccag agcceagece 2580
cacctecaag tgtggatccc cccccteaac attcggsese gecgegatec catcatecte 2640
ctegcgtgte tagtccaccc agagetaate tttgacatca ccaaactcct getegecata 2700
ctcgetccec tcatgetect ccaggctage ataactcaag teccgtactt cetacgeegce 2760
caaggectca ttcstgcatg catgttagte cegaaggtag ccgeggeeca ttatgtccaa 2820
atggccttte tgaagctgac cgcactgaca ggtacetacg tttatgacca tctaactcca 2880
ctgceegact gegcccacec gegcctegcga gacctcecgg tggcagtaga geccettete 2940
ttctctgaca tegagaccaa getcatcacc tgegeggcag acaccgeage gtgtegeeac 3000
attatcttee gtctacctgt ctececccea agggetagee agatacttct ggggcceece 3060
gatagtctig aagegcageg gtegcesctc ctt 3093

<210> 2

<211>7410

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400 2
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acgcgeccec
aagacatgcg
cctacggact
tegctgacac
gccaacttta
getgcateca
ctcagcccec
ctaccgectc
ctgtaceeta
cttttcctcc
ECCCagpces
gegcatgeca
ctagtccces
gccttaccac
gtgtttgtag
ctcatatest
cccecectea
ccagagctaa
ctccagecta

tgcatgttes

Cecaaggcaa
gegeccecece
gtttccggaa
ccagetectt
ccatcttcaa
attggaccce
tactectetc
tegtccactes
tagggtceec
tectgeceea
aggccgectt
ttctectectt
gegcageata
cacgagctta
gtctgetact
gettecaata
acattceeeg
tctttgacat
gcataactca

teceggaagst
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ctegttceec
gigtaacate
BCacCCCBCE
gatagactac
gegttageate
ageggaacgt
tacaacagag
tttaattcat
agttetttcc
cgcecgeste
agaaaadctg
cettgtatte
tectttctat
cectateeag
cttgactttg
ttttatcacc
gegccgcgat
caccaaactc
agtgccetac

dBCCEggeesc

tetacgtega
EEEEEBEECE
gccacttaca
ccatacaggc
tatgtageeg
tgcaacttag
tggcaggtéc
ctccatcaga
tttecaatca
tgtgcctect
gtestectea
ttctetecce
geagtatgec
cgegagatge
tcaccatact
agagccgage
gecatcatee
ctgcteecca
ttcgtacgce

cattatgtce

16

tgaacgecac
gcaataacac
caaaatgteg
tctegscacta
gegtegagea
ageataggga
tgccctette
acatcgtgea
aateegegacta
tetggategat
atgceecetc
ccteetacat
cgctgctect
ctecatcegts
ataaagagtt
cgcacctgca
tectegegte
tactcagtce
cccaageect

aaatggcctt

teggttcace
cttgacctec
ttceggacct
ccectgcact
cagectegat
tagatteggag
tttcaccace
cgtecaatac
tatcgtgata
getgctgata
cetggccega
caagegcaag
gctictecte
CE8gagececy
cctceccags
agtgtegatc
tetagtccac
gctcatgetg
cattcgteca

tgtgaagcte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140

1200



accgeactea
gcgeecctec
aaggtcatca
gtctccecce
ggeteacesc
tgcatcatca
gtctccacce
ttccatgete
actaatetag
ccatgcacct
gtececcgec
aaaggetect
getectetet
gaaactacta
acattccaag
getgcatate
ttegetttte
gtaageecca
gacggeegtt
gactcgacta
cegctegtes

attgaggage

caggtacgta
gagaccthc
cctegeeeec
gaageggtag
tcettectee
ctagcctcac
cgacacaatc
cceectcaaa
acctegacct
geeegcagete
gggecgacag
cgestegtce
gCaccceRee
tecestctee

tggcccatct
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cgtttatgac
ggteecasgta
agacaccgca
gegagatactt
catcacgegcce
aggeceggac
cttcctegee
gaccttagct
cetcgectee
agacctctat
tageggaagc
gctectctsc
gettecgaag
getcttcacg

acacgcecct

cagcccaage gtataagets
gescptatat gtctaageca
tcaccacggg cecccctatt
gttcceesee cecctateac
ccatcttege cattgecaca
tgctcgccac cectacgcct

tgeccctete caacecteea

catctaactc
gageccgtte
gegteteees
ctegegrcceg
tattcccaac
aaaaaccaag
acctgcgtcea
gecccaaaag
caggcgecec
ttegtcacea
ctactctctc
ccttcgagec
gegetegatt
gataactcat
actggcageg
ctcetectea
catgetatcg
acatactcca
atcataatat
gtcctegace
cceggateeg

gaaatccect

17

cactgcesga ctegsccecac
tettetetea categagace
acattatctt gestctacct
ccgatagtct tgaagggcag
agacgcgeeg cctacttegt
tcgageesga ggtteaagts
atgecgegtg ctegactgte
gtccaatcac ccagatgtac
ccgeetegeg ttctetgaca
gacatgctga tgtcattceg
ccagacctgt ctectactte
acgctgtese catcttecge
tcatacccet tgaatcaate
cceecccgge cgtaccecag
gcaagagcac taaggtecce
acccgtccet teccgctace
accccaacat cagaactgge
cctacggcaa gttecttegce
gtgatgagtg ccactcaact
aagcggagac gectggagee
tcaccgtece acaccccaat

tctacgecaa agecatccee

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



attgagetcea
gagcteecee
gatgtetcce
acggecttta
gtcgatttcea

gteggceceat

tcaaggaegs
caanctatc
tcataccgac
ccegceactt
gcctegatee

CAcagcesece

gtgactccag gagaacgecc

gacgcegect
tacctgaata
tccacagecc
aacttcccct
ccatcatese
acacccctsc
accaaattca
ctagtaggce
atteteeata

tacceegast

gtgctteeta
caccagggtt
tcacccacat
acctggtaec
atcaaatste
tgtatagect
tcatgscate
gagtccttec
geatcatctt

tcgatgagat

atgcagettg ccgagcaatt

caagcegage ctectectce

ECgaagcaca

cctegraace

tccacccaga

tetggaattt

tcgceatagc

ataccctatt
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aagacatctc
agecctceea
caacggagac
tgactcagtg
caccttcace
gegtaggact
ctcggecate
cgagcteacg
geeegtetac
agatgcccat
ataccahgcc
gaagtgtcte
aggageeste
catgtegeet
agctctgect
gtcceegage
geaagagtec
caagcagaag
cgteetagaa
catcagcezg
atcactgate

atttaacatc

attttetecc
cttaatecte
gtcetteteg
atcgacteta
atcgagacga
ggtaggegca
ttceattcct
cctgcteaga
caggaccatc
tttctetece
acagtgtece
atacgectca
caaaatgaga
gacciggage
gcatattgct:
ccggctgtta
gecteacace
gegctegeat
tccaagtgsc -
atacagtacc
gcattcacag

teeggerrat

18

attccaagaa
tagcatatta
tgecaacaga
acacatetet
cgaccgtece
ggagagecat
cegtcctate
cciceggttag
tegagttttsg
agactaaaca
ccagagetca
aacccacgct
tcaccctcac
tcgteactag
tgacaacagg
ttcceeacag
tcccttacat
tectecaaac
gagcecttea
tagcagectt
cctctatcac

geetgectec

gaagtatgac
tcgggitctt
cactctaatg
cacccagaca
ccaagacgca
ctacaggttt
tgagtectat
gttecegect
ggagageste
gecaggagac
agctccacct
gcacgggcea
acaccccatg
cacctegetg
cagtgtestc
ggaagtcete
cgaacagega
agecaccaag
gaccttctes
gtccactcte
cagccegcte

ccaactcegce

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



ccecccagts
ataggtcttg
scgcicgtag
ttactccctg
ctecgteeec
ttcecctcec
gegegtetta
cactgeatca
gactgeatat
ceggttacceg
gacgstatca
ggttccatea
atcaacgcat
ctatgecges
gtgacgesgca
ttcacteage
cgggaggags
tecgagcccs
acagcagaga
tcagctagce
ccggacetts

acccgcetae

ctecttcgec
gJaaggtgct
cttttaagat
ccatcctcte
acgteeecce
geggtaacca
ctcagatcct
atgaggacte
gecacegetgtt
gegtcecttt
tecagaccac
ggatcgteag
acaccacagg
tggccectea
tgaccactga
tggatggagt
tcacattcca
aaccggatst
cggcaaasce
agttatctec
acctcatcga

agtcagagaa
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tttcetessc
tgtegacatc
catgagceec
tccegecgcc
£8648aBEEE
cetttecece
ctccgecctt
ctccacgcca
gactgacttc
ctictcetst
ctecccetsat
gectaaaace
cccatgceca
geagtacgte
caacgtaaag
gegettecac
gettgasctc
agcagtecta
tagecteect
geettectte
ggccaacctc

taaggtagta

gccggtatce
ttescegggat
gaggtgcecct
ctagtcgtce
gctgtacast
gcecactatsg
accatcactﬁ
tgcteegstt
aagacctgsc
caacgegest
ggagcacaga
tgcagcagea
cectoceces
gaggttacec
tecccatgee
aggtacgctc
aaccaatace
acttccatgc
agegeetctc
aaggcgacat
ctgtgecesc

atttteeact

19

ccestecsec
ategescase
ccaccgagsa
gegtcgtate

ggatgaacce

tgcctgagag.

agctgctgaa
cgteggctaag
tccagtccaa
acaagggagt
tcaccggaca
cetegcates
cgccaaacta
geetegegea
aggttccesc
cgecetacaa
tgasttggstc
ttaccgacce
cecectectt
gcactaccca
aggagatgge

ctttegatcce

tetcgecasc
gnggctggc
ccteggttaac
cgcagcaata
gctgatages
ceacgetgeg
gagecttcac
geatgtttee
gctcctgecesg
ctegceggee
tetcaaaaac
aacgttcccc
ttccagegce
tttccactac
ccctgaattc
accectecta
acagetecca
ctcccacate
geccagttct
tcatgactcc
ceggaacatc

gcteceages

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100

5160



gaggagegace agagggaace
cccccggcgJ tgcecatatg
aaagacccge actacgtcce
cctccgatac cacccccace
tcteccttes cegagcttec

agcgecacgg caactgctcc

ES 2573704 T3

atccgttrce gcggagatcet

gecacgcccg gattacaace

gtteagtcgt
gacgggtctt
tcctacacat
atcaacccgt
cgcagcgcag
cactaccges
ctatccatag
tateesgcaa
tggaaggact
gagattttct
ccagacttee
cctcaggccs
ttcctagtea

tettttgact

attcctccat
getctaceet
ggacaggcec
tgagcaactc
gectacggca
acgtgctcaa
aagaagcctg
aggacgtcce
tectggaaga
gcgtecaace
gegttcgtst
tgateggecte
atgcctegaa

cgacagtcac

tgtgactteg cccccgaage

geeggtecce

tgaccaattc

tceggtegta

gagaaagage

-tactaagacc

tccegaccag
geeecctett
gagcgageag
cttgatcaceg
tttgttgest
gaagaaggtc
geagatgaag
taagctgacs
gaacctatce
cactgagaca
agagaaagea
atgcgagaag
ctcatacgea
atcaaagaaa
tgagagteac
cagacaggcc

daaaggscag

caceggtece
acggtagtce
tttegcagct
gettecgace
gaggegagagc
gecegteage
ccatgcgeeg
caccacaaca
acctttgaca
gcgaagecet
cccecacatt
agcaaggccs
ccaattgaca
ggccgcaage
atgecccttt

ttccagtact

tgceggaaaac caagagettce
ctecgtigct lagagtccteg

cgetaccace taccaaagcet

teacagagtc
cceegtegic
acggcgacca
cggggeaccce
acgtcatcte
CBgaggaaag
tegtctatee
gactgcaagt
ccacagttaa
cggccagate
ttaaccacat
ccaccgicat
cagctcegcct
atgacgtest

cccctegaca

teccctatge gettttcata

atccgtettg
ataaagicegc

aactgtgect

20

aggagtcaat
tcacagageg

atceccegte

cactgtgtct
ggccgtcgac
aggatctgac
cgatctcage
ctgctcaate
caagttecce
tacaacatce
cctgeaceac
gectaaacte
caaatttgsac
ccgctcegtg
gecaaaaagt
tatcetatte
ctccaccett
gcegetegag
tgacacccec
ttaccaatgt
getttacatt

ccecgegagt

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
5060
§120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



ES 2573704 T3

gecetectea cegaccagcte cegtaatace cttacatstt actteaagec ctctgcagee 6540
tgtcgalctg caaagctcce geactgcace atectcetea acggagalga cctestegte 6600
atctgtgaga gteceggaac ccaagaggat gaggcgaacc tacgastctt cacggagect 6660
atzactaget attctgcccc ccccegegac ccgccccgac cagaatacga cttggageta 6720
ataacatcat gttcctccaa tetgtcestc gegcacgate catctsgcaa aagggtatac 6780
tacctcaccc gcgaccccte cacceccctt goacegeete cgteggeagac agctagacac 6840
actccagtta attcctgect aggcaacatc attatgtatg cecccacctt atgegcaage 6900
atgattctea tgacccattt cttctccate cttctagece aggagcaact tgaaazagee 6960
ctggattgee agatctaces ggcctgttac tecattgage cacttgacct acctcagate 7020
attgaacgac tccatgetct tagcgcattt tcactccata gttactctce agetgagate 7080
aataggeteg cttcatgcct cageaaactt gegstaccac ccttgcgagt ctggagacat 7140
cgseccagaa gtetccgcec taagctecte tcccageses ggaggectec cactigtegt 7200
aagtacctct tcaactegec agtaagegacc aagctcaaac tcactccaat cccgecageg 7260
tcccagtteg acttgtccag ctgettegte ectgettaca gcegergaga catatatcac 7320
ageetgtete gtgcccgace cegetggtte atettgtece tactcctact ttcastagee 7380
gtaggecatct acctgctcce caaccgataa 7410

<210> 3

<211> 9048

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400 3

cgtagaccet gcatcatgag cacaaatcct aaaccccaaa gaaaaaccaa acetaacacce 60
aaccgecgee cacaggacgt caagttccce ggtegtegtc agatcgtige tegagtttac 120

ctetteccec gcageggcce cagettegeet gtgcecegcga ctaggaagac ttecgagesge 180

21



tcaiaacctc
teeggctcage
teectcctet
tcgegtaatt
tacattccgc
ceeettetes
atcttcctet
aacgtatccg
gCagcggaca
tcecettect
acggcaatac
tatgteggag
cgccgecate
caccecates
cagttactce
ctagceesce
ctacttttte
gectactege
accaacegta
gegtttette
ttgeccaget

8agCagesce

gtegaagece
ccgestacce
caccccecee
tgegtaagat
tcgtcegcse
aggacggcet
tegctetect
ggatatacca
tgatcateca
gegteecact
gacsccatgt
atctctgcee
agacaataca
cttgegacat
ggatcccaca
ttecctacta
ccgecgtega
tcacgaccct
getgegcacat
ccgegetgtt
geegeeccat

gccaggacca
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acaacctate
ttggccccte
ctccegecct
catcgatacc
ccccctages
gaactateca
gtectettte
tegtcacgaac
taccccceeg
tactcccace
cgatttectc
atctgtttte
geactgeaat
gatgatgaac
agctatcgtg
ttccatgete
cggggagace
cttttcatct
caacaggact
ctacacgeac
tgacaagttc

gagéccttat

cccaagecte
tatgscaacg
agttageecc
ctcacatgce
gecgttgcca
acagggaatt
accatcccag
gactgctcca
tgcegtgecct
ctagcegcca
gttgeegces
cttgtcteee
tgctcaatet
tegtceccta
gacatggtee
gggaacteeg
cetetgacag
gegteggcte
gecectgaact
aagttcaacg
gatcaggest

tectegecact

22

scca?cccga
aggecatgeg
ccacggacce
gettcgccea
geeccctgec
tgcccestte
cttecgctta
actcaagtat
gegttegega
ggaatgeccag
ctectttctg
agectgttcac
atcccgecca
caacggccct
cgeggectea
ctaagetatt
geeggcagat
agaacatcca
gcaatgactc
cgtccegeate
geegteccat

acgcacctaa

EBEEcCageece
gteggecagea
ccegcgtage
cctcateess
acatgetgtc
ctctttctet
teagatecec
tgigtatgag
gegcaactce
cgtccecact
ctceectate
cttctegeec
cegtgtcagst
ggtegtetce
ctegegtgtc
gattgteats
agccagaaat
gctcataaac
cctcaacace
tccagagcege
cacttategct

accatgtgset

240
300
360
420
480
540
600
660
720
730
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1328
1380
1440

1500



?ttgtatccg
gtegegacea
gtectgetee -
aacgecacte
aataacacct
aaatetestt
tgecactace
gtggagceaca
gataggeata
ccctattett
atcgtesace
teggactata
tegateatec
geescetecg
tegtacatca
ctectectec
geatcgtace
aaagagttcc
cacctgﬁaag
ctcecetate
cteegtecec

caagggctca

cgtceaagst
cceatceett
ttaacaacac
ggttcaccaa
teacctecce
ceggacctte
cctgcactec
gectcgatge
gattgegaect
tcaccacect
tecaatacct
tcegtgatact
tectgatagc
tegccegage
aggscaaget
ttctecteec
gaggcgcest
tcgccagect
tgtggatcce
tagtccacce
tcatggtéct

ttcgtecate
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gtgtegtcea
ceggtgtecct
ECEECCRCCE
gacatecege
tacggacfgt
gcteacaccee
caactttacc
tgcatgcaat
cageccgcta
accggctcte
gtacgetata
tttcctecte
ccageccegag
geatgecatt
getceccegs
cttaccacca
gtttetaget
catatgeteg
cceecteaac
agagctaate
ccagectagc

catgttagte

gtetattatt
acgtatagct
caaggcaact
ggccccccgt
ttccegaage
aggtecttee
atcttcaagg
tegacccgag
ctectetcta
tccactestt
gegtcegscag
ctgecgeacg
gcegccttag
ctetecttec
gcagcatate
cgagcttacg
ctegtactet
ttegcaatatt
attceseses
ttteacatca
ataactcaag

cggaagetag

23

traccccaag
ggegeeagaa
gettcescte
gtaacatcee
accccgcgge
tagactaccc
ttageatgta
gegaacette
caacagagte
taattcatct

ttetttectt

cccagtteta
tgagacagac
taceteeate
BEBEEEECERC
cacttacaca
atacaggctc
tetageessc
caacttggag
gcagetecte
ccatcagaac

tegcaatcaaa

cecgegtete tgcctectts

aaaaccteet
ttetettctt
ctttctates
ctatggaece
teactttete
ttatcaccag
gccgegatsc
ccaaactect
teccgtactt

ccgeerecca

ggtcctcaat
cigtgccgce
agtatggccg
ggagatgect
accatactat
agcceagece
catcatccte
gctceccata
cgtacgcece

ttatetccaa

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280

2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



atggccttte
cteceegeact
ttctcteaca
attatctige
gatagtctte
acecegescc
LAEEBEBARE
gececgtect
ccaatcaccc
gegtcgcett
catecteate
agacctetct
gcteteegca
atacccgttg
cccccgecee
aagageacta
ccgtecetts
cccaacatca
tacggcaast
gatgagtecc
ECEBABACES

accgtgccac

tgaagctgac
ggecccacge
tggagaccaa
gtctacctet
aagegcagee
tactteette
ttcaagtegt
ggactgtett
agatgtacac
ctctgacacc
tcattccest
cctacttgaa
tcttcceesc
aatcaatgga
taccgcagac
aggtgccesc
ccgctacctt

gaactegget
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cegcactgaca ggtacgtacf tttatgacca

gegcctecega
getcateace
ctccgeccga
gteecesctc
catcatcact
ctecaccece
ccatggtace
taatgtagac
atgcacctec
BCEBCCEECEE
aggctcctes
tgctetetec
aactactate
attccaagtsg
tgcatatgca
geetttteee

aagggccatc

gacctcgege
teegegegcag
aggeetages
ctigctecca
agecteacag
acacaatcct
ggctcaaaga
ctggacctce
gecagetcag
gacgacagta
geteggtceac
4CCCBEBBEeE
cggtcteces
gcccatctac
gcccaagegt
geegtatatet

aCCaCEBECE

tccttgccga cegcgetigt tecgeeesce

actcaactga ctcgactacc atcttgeeca

ctegagceges gotegtegte ctegecaccs

accccaatat tgasgaggte gccctgtceca

24

teggcagtaga
acaccgcage
agatactict
tcacgeccta
ECCEEEACaa
tcetgrceac
ccttagcteg
tceggctesca
acctctattt
geggaagccet
tectctecce
ttecgaagsc
tcttcacgga
acgcccctac
ataaggtect
ctaagegcaca
cccctattac
cctatgacat
ttgegcacagt
ctacgcctee

acgctggaga

tctaactcca
gcecgttete
gtgtegegac
gaegeceace
ttcccaacag
aaaccaagtc
ctgegtcaat
cccaaaaget
ggcgccecce
getcacgaga
actctetcce
ttcsagecac
getegattic
taactcatce
tegcagcsec
cgtcctgaac
testatceac
atactccacc
cataatatat
ccteggaccaa
gegatcgstc

aatccccette

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4140



tacggcaaag ccatccccat
tccaagaaga agtatgacea
gcatattatc geggtcttea
gcaacagacg ctctaatgac
acatgtgtca cccagacagt
accgtgccce aagacgcast
agaggcatct acaggttigt
gtcctetete agtactatea
tcegttaget tecegegcita
gagtttteeg agagcgtctc
actaaacagg caggagacaa
agagctcaag ctecacctee
cccacgetge acgggccaac
accctcacac accecatgac
gtcactagca cctegetect
acaacaggca gtetestceat
cccgacageg aagtcctcta
ccttacatcg aacagegaat
ctgcaaacag ccaccaasca
gececttgaga cetteteese
gcagecttet ccactctécc

tctatcacca geccgctcete
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tgagetcatc
gctcgcceca
tgtetccetc
gegectttace
cgatttcasc
gececgatca
gactccagga
cecgegctet
cctzaataca
cacaggectc
cttcccctac
atcatgggat
acccctgcte
caaattcatc
agtagecega
tetgsetage
ccgggagttc
geagcettece
agcggagect
gaagcacatg
tgggaaccce

cacccagaat

aaggggFgaa
aagctatcag
ataccgacca
gecgactttie
ctggatccca
cagcgecere
gaacggecect
gcttgetace
ccagegttsc
acccacatag
ctggtagcat
caaatgtgsga
tataggctag
ategcateca
glccttecae
atcatcttat
gatgagatge
gagcaattca
getgcteecs
tegaatttca
gceatagcat

accctattat

25

gacatctcat
cccteggact
acggagacgt
actcagtgat
ccttcaccat
gtaggactgeg
cgggcatsett
agctcacgcc
ccgtctgcca
atgcccattt
accaagccac
agtgtctcat
gagccgteca
tetcggctga
ctctgectec
CCBEgagece
aagagtecec
dgcagaagec
tegtagaatc
tcagceeeat

cactgateec

tttcteccat
taatgcteta
cgttgteete
cegactgtaac
cgagacgace
taggegcage
cgattcctce
tecteagace
ggaccgtctg
tctgteccae
agtetgcecc
acggctcaaa
aaatgagatc
cctggagete
atattgctte
gectettatt
ctcacaccte
gctcgeatte
caagtgsecea
acagtaccta

attcacagcc

ttaacatctg ggggrsgatesg

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
9280
5340
5400

5460



gtegctecce
gstgcegcte
E8RECaBERe
accgaggace
gtcgtetece
atgaaccegc
cctgagagcs
ctectgaaga
tggctaagee
cagtccaage
aagggagtct
accgeacatg
teggcatggaa
ccaaactatt
gtegegeatt
gtteeggcce
geetgeaaac
gttgegtcac
accgacccct
ccctectige
actacccatc

gagateeece

aactecgeece
tcggcageat
tagcteecec
tggttaactt
cagcaatact
teatagesgtt
acectecesc
ggcttcacca
atgttteeea
tcctgecgee
ggcgegegea
tcaaaaaceg
cgtteccecat
ccaggecsct
tccactacgt
ctgaattctt
ccctectace
agctcecats
cccacatceac
ccagttctte
atgactccce

ggaacatcac
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ccccagtact
aggtctteee
getegtagct
actcccfgcc
gcetcgecac
cecctegcer
gegtgttact
ctggatcaat
ctegatatsc
gttaccegee
cggtatcate
ttccatgage
caacgcatac
atggceeete
gacegecatg
cactgagate
ggageagetce
cgagcecgaa
agcagagace
agctagccag
ggacgtteac

ccecetegag

gctitcesctt
aaggtectte
tttaagatca
atcctetetce
gtegeccces
ggtaaccacg
cagatcctcet
gaggactect
acggtettea
gtccetttet
cagaccacct
atcgtcgeec
accacaggcc
gccectgage
accactgaca
gatggagtec
acattccage
ccgeatgtag
gcaaagegta
ttatctgcac
ctcatcgage

tcagagaata

26

tcgtgescgc
tggacatctt
tgagcegcea
ccggegeeet
£3gageeeec
tttccccege
ceggccttac
ccacgccate
ctgacttcaa
tctegtatea
geecetstes
ctaaaacctg
catgcgcace
agtacgtgea
acgtéaagtg
gettgcacag
ttegectcaa
tagtectaac
gecteactag
cttecttgaa
ccaacctect

aggtagtaat

cgstatcecc
geceggatat
gagteccctee
agtcgtceee
tgtacagtee
geactatste
catcactcag
ctcegstice
gacctegscte
acecgggtac
agcacagatc
cagcagcacg
ctcceegecg
gegttaceces
cccatgecag
gtacectcce
ccaataccte
ttccatectt
geggtctece
ggcgacatec
gtegceecag

tttegactct

5520
5580
5640
5700
5760
5820
2880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720

6780



ttceatccec
cggaaaacca
ccettectag
ctaccaccta
acagagtcca
ggetceteee
ggcgaccaag
EEgERaCCCCE
gtcatctect
gaggaaagca
gtctatgeta
ctgcaagtcc
acagttaage
gccagatcca
aaccacatcc
accetcateg
gctegectta
gacgteatct
cctegacage
ttttcatate
gagtcaattt

acagagcegec
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tcceagcgea geaggacgag [agegaaccat

agagettcce
agtcctggaa
ccaaagetee
ctetstette
ccgtcgacag
gatctgacet
atctﬁagcga
gctcaatetc
agttgcceat
caacatccceg
tgsacgacca
ctaaactcct
aatttescta
gctecgtets
caaaaagtea
teagtattcce
ccacccttee
gegtegagtt
acacccecte
accaatgttg

tttacattge

cccegeceate
agacccggac
tccgatacca
teccttgecs
cggcacegca
teagtcatat
cgeetettae
ctacacatge
caacccgtte
CagCcgcagec
ctaccesgeac
atccatagaa
teggecaaag
gaaggactte
ggttttctec
agacttggsee
tcaggccate
cctggtgaat
ttttgactce
tgacttegce

gegteccccte

cccatateee
tacgteccte
cccccacega
gagcttecta
actgctccte
tectecatec
tctaccetga
acaggcgcct
agcaactctt
ctacgecaga
gtectcaage
gaagcctgta
gacgtccgga
ctggaagaca
gtccaaccag
gticgtstat
atgeectect
gectggaaat
acagtcactg
cccgaageca

accaattcaa

27

ccgtteceec
cacgcccera
cegteetaca
gaaagageac
ctaagacctt
ccgaccagec
cccctottea
gCgaggagec
tgatcacecc
tgttecetca
agaagegtcac
agatgaagec
agctgacgcce
acctatccag
ctgagacace
agaaageage
gcgagaagat
catacgeatt
caaagaaatg
agagtgacat
gacaggcceat

aaggecagaa

ggagatctte
ttacaaccct
cegetecceg
egtagtccte
tegcagetec
ttccgacgac
EgBagagece
cggteageac
atgceccece
ccacaacatg
ctttegacaga
gaagscstcc
cccacattcg
caaggecgtt
aattgacacc
ccgraageea
ggccctttat
ccagtactec
ccctategec
ccetgtteag
aaagtcgctce

ctgteggetat

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040

8100
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cecceggtece scecgagtee cgtgctgjcg accagctgee gtaataccct tacatgttac 8160
ttgaagecct ctecagecte tcgageteca aagetccgee actgcacsat ectcetgaac 8220
geagacgacc tcgtcgtcat ctgtgagagt gceggaacce aagaggatga ggcgaaccta 8280
cegagtcttca cgeagectat gactaggtat tctecccccc ccgggeacce geeccgacca 8340
gaatacgact tggagctaat aacatcatgt tcctccaatg tgtcgetcec geacgatgca 8400
tctggcaaaa eggtatacta cctcaccege gaccccteca ceececttec acegectece 8460
tegeagacag ctagacacac tccagttaat tcctggctag gcaacatcat tatgtatgcg 8520
cccaccttat gegcaaggat gattctgatg acccatttet tctccatect tctageecag 8580
gagcaactte aaaaagccet ggattgccag atctacegee cctettactc cattgageca 8640
cttgacctac ctcagatcat tgaacgactc categstctta gegcattttc actccatagt 8700
tactctccag gtgagatcaa tagegteggct tcatgectca ggaaacttge ggtaccacce 8760
ttgcgagtct ggagacatce geccagaagt gtccgeacta agctectgtc ccagegeeseeg 8820
agegctgcca cttgtegtaa gtacctctte aacteegcag taaggaccaa getcaaacte 8880
actccaatce cgecagegtc ccagttegeac ttgtecaget ggttegteec tegttacage 8940
geeegagaca tatatcacag cctgtctegt goccgaccee getegtteat gttegteccta 9000
ctcctacttt cagtageegt aggcatctac ctgetcccca accgataa 90@8

<210> 4

<211> 849

<212> ADN

<213> Virus de variolovacuna

<400 4

gatgatgatg atgatgatga tgatgatgat gtcatagaceg atgatgatta taatccaaaa 60

cccactccga taccggagec tcaccctaga ccaccgttte ccagacatga atatcataag 120

28



10

15

20

25

aggccgaaag
agacttgata

tettgtgata

gcagtaatac

actgtccate
taattacacg
aacctcgact
getgtgaaaa
gtctaattta
aaaaattgaa
tttattecac
teaaaaacta

cacggtgte

<210> 5
<211> 88
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ttcttectet
atcatatatt
cagcagcagt
tagcaagaaa
cacatgcgat
attgtagtta
ctagaggatc
attgaaaaac
ttecacests
aaactagtct
eetgtgaaaa

gtctaattta

<223> ADN sintético

<400 5

geggcgaccct geaggtaata cgactcacta tagegcetag accgtgcatc atgagcacaa

ES 2573704 T3

agaagaacct
aaachattg
tgataggtta
gataaatatg
agatgetagt
agttttgaat
ccattgtgaa
tagtctaatt
tgaaaaattsg
aatttattsc
attgaaaaac

ttpcaceete

atcctaaacc ccaaagaaaa accaaacg

<210> 6
<211> 57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400 6

gatcctetca
gatcataatc
gaacatcaca
caaacattac
attccgccac
aaaatttttt

aaattgaaaa

aaaaagacgc
ttaattecat
ttgaaacatt
tgttcecats
atgeeagatc
tataataaat

actagtctaa

tattgcacgg tgtegaaaaat

aaaaactagt
acggtetgaa
tagtctaatt

tgaaaaatte

ctaatttatt

aaatteaaaa

tattecaceg

aaaaactagt

gggcggcegceg atcgectate attaaaggag ccgccacccc tgeccttcaa gactate 57

<210>7
<211> 83

29

geatcgtata
cegacactat
gegacaatat
gccattacet
tacgatctta
agaggtcacg
tttattecac
tgaaaaacta
geacegtste
actagtctaa
tatgaaaaat

taatttatte

180

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

849

60

88
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<4007

gegcgeccct goaggtaata cgactcacta taggecegtag accgtgcatc atgacgegec 60

cgccgcaage caactgette gec 83

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 8
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 8

gggcggcegcg atcgectatce attatcggtt ggggagcagg tagatgcecta ¢ 51

<210>9
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<4009
ggtcttatat acaccgagta agg 23

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 10
tcaggaaaga cagccatagc 20

<210> 11
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 11
catcacattg aaacattggg ac 22

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

30
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<400 12
gatttgtgct catgatgcac 20

<210> 13
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 13
ccgaaccaca ttttgtgtaa gtg 23

<210> 14
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 14
agtagagccc gttgtctt 18

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 15
tacctcttca actgggcagt 20

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400 16
ctagttctga gaaaccagag g 21

<210> 17
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400 17

Leu Met Gly Tyr lle Pro Leu Val Gly Ala

1

<210>18
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

ES 2573704 T3
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30

<220>
<223> Péptido sintético

<400 18

<210> 19
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400 19

<210> 20
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400 20

Gly His Arg Met Ala Trp Asp Met

1

ES 2573704 T3

5

Gly Gly Pro Pro Cys Asp |le Gly Gly Val

1

5

10

Gly Gly Pro Pro Cys Asn lle Gly Giy Gly

1

5

32
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de la variolovacuna recombinante que comprende un promotor de la expresién y un ADNc del genoma
del virus de la hepatitis C, donde el ADNc es:

(a) ADN representado por la SEQ ID NO: 2; o

(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2 en condiciones rigurosas que tiene 95 % o mas de homologia con
la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2 y que codifica la proteina no estructural del virus
de la hepatitis C.

2. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el virus de la variolovacuna
se prepara a partir de la cepa LC16m8.

3. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, donde el promotor de la
expresion es un promotor hibrido.

4. El virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con la reivindicacién 3, donde la secuencia de nucleétidos
del promotor hibrido es ADN de (a) o (b) siguiente:

(a) ADN que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 4; o
(b) ADN que se hibrida con ADN que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 4 bajo condiciones rigurosas y que tiene una actividad promotora.

5. Una composicién farmacéutica que comprende el virus de la variolovacuna recombinante de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 5 para su uso en la prevencién de la hepatitis C.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5 para su uso en el tratamiento de la hepatitis C.
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Fig.7
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Fig.9
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Fig.10
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